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RESUMEN

Los trastornos por ansiedad afectan entre el 5y 10 % de la poblacion general y en
algunos casos los tratamientos farmacoldgicos son ineficaces (Eaton, 1995), razén
por la que se siguen buscando nuevas opciones para su tratamiento, a través de
alternativas basadas en productos naturales que tengan un minimo de efectos
colaterales (Sollozo et al, 2011). Las especies Scutellaria incarnata y Justicia
pectoralis, son plantas que han sido empleadas en la medicina tradicional como
tratamiento para el trastorno del estado é&nimo, reportando mejoria sin
consecuencias aparentes. Sin embargo, no se conoce si algunos compuestos
guimicos presentes en dichas plantas presenten o produzcan toxicidad en quienes

las consumen.

Por esta razon, la evaluacion de actividad citotoxica in vitro en células humanas,
se emplea como tamizaje de productos de origen vegetal para garantizar su
seguridad y ha sido usada en estudios de fase preclinica para la seleccién y
desarrollo de nuevos farmacos ansioliticos (Freshney, 2011). En este estudio se
empled una metodologia colorimétrica fundamentada en la reduccion del colorante
Resazurina para la valoracion de la citotoxicidad de 6 soluciones seriadas del
extracto etanolico de Scutellaria incarnata a concentraciones de 25.000, 10.000,
5.000, 4.000, 3.000, 2,000 y 5 soluciones seriadas del extracto etandlico de
Justicia pectoralis a concentraciones de 7.200, 5.000, 4.000, 3.000, 2,000 pg/Ml,
en linfocitos humanos de sangre periférica, simultaneamente fueron utilizados

cultivos de linfocitos sin ningun extracto como control.

Los resultados expresan la sobrevivencia celular observada y fueron analizados
estadisticamente por medio del andlisis de varianza ANOVA (p < 0.01). Ninguna
de las concentraciones evaluadas de los extractos produjo citotoxicidad en los
linfocitos. Esta informacidn proporciona los primeros resultados Utiles en cuanto a
la seguridad, debido a que es necesario seguir avanzando a través de una bateria
de pruebas como lo establecen las normas internacionales para garantizar un uso

racional y seguro de productos fitoterapéuticos. Permitiendo asi, integrarlas a los



sistemas de salud e introducirlas al mercado nacional e internacional mediante la

comercializacion.



INTRODUCCION

La biodiversidad de plantas del departamento del Cauca es aprovechada desde
tiempos inmemorables por los médicos tradicionales y promotores de la salud de
la comunidad indigena Paez. Dichas civilizaciones utilizan la gran diversidad de
especies vegetales del Cauca para tratar o aliviar enfermedades (Santander de
Quilichao, Jesus Alvarez, Comunicacion personal, 2012). Ejemplo de esto son las
plantas “Alegria” S. incarnata y “Amansatoros” J. pectoralis, usadas por sus
propiedades estimulantes y calmantes del sistema nervioso, permitiendo asi
controlar los sintomas que producen estados alterados del animo como la
depresion, la angustia y la ansiedad (Andrade, 2003 ;Bernal et al., 2011la;
Sanabria, 2001).

Se ha estimado que existen mas de 300 y 600 especies de plantas de los géneros
Scutellaria y Justicia de beneficios para la salud. Del género Scutellaria
respectivamente, de las cuales se ha reportado que tienen una amplia gama se ha
considerado que son plantas que actian sobre el sistema nervioso central y
periférico ejerciendo una accion sedante sobre la medula espinal y el cerebro por
inducir la produccion de endorfinas que actian como sedantes y tranquilizantes.
Ademas alivia problemas asociados a jaquecas y migrafias. También se ha
indicado que estas plantas tienen efectos antitumoral (Himeji et al., 2007),
antitrombotico, antiespasmédico, antioxidante (Gao et al., 1999; Shinella et al.,
2002), hepatoprotector y anticonvulsivo (Wang et al., 2000; Zhang et al., 2009).
Sobre el género Justicia, los principales usos reportados se refieren a la sedacion,
que incluye propiedades calmantes y somniferas para el tratamiento de afecciones
nerviosas. También son usadas para el tratamiento de enfermedades digestivas,
artritis, ictericia, cefalea, hemiplejia y eczema (Graham, 1988 a; Pérez et al.,
2001b; Rodriguez et al., 2003 a).

Tanto por el uso ancestral como por estudios recientes, las plantas “Alegria” S.

incarnata y “Amansatoros” J. pectoralis son consideradas como especies
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medicinales con gran potencial para ser comercializadas a nivel farmacéutico
(Bernal et al., 2011a). Dada esta condicion, existe un interés en el desarrollo de
procesos para la obtencidon de sus extractos a escala industrial reuniendo los
requisitos de calidad, seguridad y eficacia segun la normatividad internacional y
nacional (Guevara et al., 2010).

El objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento mediante la evaluacion de
la actividad citotoxica de los extractos de S. incarnata y J. pectoralis, sobre
linfocitos humanos, ya que esta informacion sera util para definir la seguridad de

estos productos para los consumidores.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios realizados le confieren a los géneros Scutellaria y Justicia una
cualidad medicinal. Paises como USA, China y Costa Rica producen vy
comercializan tabletas y extractos en polvo que se suministran para el tratamiento
y curacion de una variedad de enfermedades tanto fisicas como animicas en
humanos (Awad et al, 2003; Iraizos ,2004; Rodriguez et al, 2008 b).

En Colombia, la empresa agroindustrias SAVIA del departamento del Cauca,
pretende comercializar extractos de las plantas S.incarnata y J.pectoralis para
tratar trastornos del sistema nervioso, para lo cual debe cumplir con la
normatividad estipulada por el INVIMA (Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos) en el decreto 677 de 1995, el cual exige que se
garantice la calidad, seguridad y eficacia de productos farmacéuticos preparados a

base de recursos naturales (Decreto 677, 1995).

La seguridad de un producto farmacéutico se refiere a la ausencia de toxicidad o
reacciones adversas demostrada en humanos o animales. Esta seguridad debe
ser evaluada debido a que se ha comprobado efectos adversos sobre la salud
humana provocados por plantas medicinales. Segun reportes internacionales, la
ingesta de plantas produce entre 1 a 2 % de todas las intoxicaciones, la mayoria
son accidentales y el 85 % de los casos afectan a los nifios, sobre todo los
menores de 6 afios y la muerte por ingesta de vegetales toxicos representa 0,2 %
de todas las muertes en intoxicados agudos (Duefias ,2010). En la mayoria de los
casos son plantas empleadas tradicionalmente, pero que no cuentan con estudios
toxicoldgicos suficientes, por lo que la informacion que se tiene es escasa, tal es el
caso de curbana Canella winterana, empleada en afecciones reumaticas y en
artritis; yaba Andira inermis, utilizada como antiparasitaria, ruda Ruta graveolens

empleada para la epilepsia (fitotox, 2007).

De esta manera aunque la seguridad de las plantas S. incarnata y J. pectoralis

estd demostrada a través de su uso durante muchos afos sin consecuencias
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aparentes, desde el punto de vista cientifico no existe informacion reportada sobre
la toxicidad de los compuestos activos de dichas especies en humanos (Bernal et
al., 2011a).

Antes de que la seguridad de los extractos de las plantas S.incarnata y J.pectoralis
pueda ser determinada en seres humanos siguiendo un método cientifico, es
necesario realizar ensayos a nivel preclinico, cuyos resultados ofrezcan una

informacion base sobre la toxicidad de sus compuestos activos (CYTED, 1995).

Por lo anterior se propone realizar pruebas in vitro, como parte del conjunto de
pruebas para garantizar la seguridad, empleando linfocitos de sangre periférica
sometidos a diferentes concentraciones de los extractos de S.incarnata y
J.pectoralis y a través del andlisis de resultados determinar su nivel de toxicidad y
una concentracion que corresponda a la Concentracion Inhibitoria 50 (Cl 50),
sobre la cual se pueda recomendar una dosis de uso en humanos, que no genere
efectos adversos para la salud, para posteriormente realizar ensayos a nivel

clinico.

14



2. JUSTIFICACION

La fitomedicina o ciencia que se fundamenta en el tratamiento de enfermedades
por medio de las propiedades curativas de las plantas, se ha convertido en una
opcién para mas del 80% de la poblacibn mundial (OMS 2000, Sollozo et al,
2011). Muchos de estos farmacos de origen natural actualmente ocupan un lugar
dominante en la terapia de enfermedades animicas como la angustia, depresion y
ansiedad, ocasionadas por el estrés que afronta la sociedad actual relacionada

con el sistema de vida adoptado.

En la actualidad, a través del Vademécum Colombiano de Plantas Medicinales se
han registrado cerca de 40 especies de plantas aprobadas para su uso
terapéutico, de las cuales la planta “amansatoros” J. pectoralis, registra 22
actividades medicinales diferentes y 76 menciones de uso tradicional. Los
principales usos reportados se refieren a la sedacion, que incluye propiedades
como calmante y somnifero (Ministerio de la Proteccion Social, 2008). S. incarnata
todavia no se encuentra registrada en el Vademécum, aunque el Instituto
Humboldt la incluyera en un listado preliminar de especies de plantas medicinales,
debido a que esta especie es utilizada por comunidades indigenas para tratar

estados alterados del &nimo como la depresion (Bernal et al; 2011).

Conociendo esta situacién, Agroindustrias Savia creada en el departamento del
Cauca, identifico una oportunidad de negocio con las plantas “alegria” S. incarnata
y “amansatoros” J. pectoralis, (Santander de Quilichao, JeslGs Alvarez,
comunicacion personal, 2014). El biocomercio, entendido como el conjunto de
actividades de recoleccion, produccion, procesamiento y comercializacion de
bienes y servicios derivados de la biodiversidad nativa, bajo criterios de
sostenibilidad ambiental, social y econdmica, ha sido priorizado dentro de las
apuestas productivas del departamento del Cauca y cuenta con una gran
potencialidad de mercado. De esta manera, Agroindustrias SAVIA se fij6 como

meta la creacion de una microempresa para la produccion de esencias florales o
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extractos de alegria y amansatoros, bajo la normatividad estipulada por el INVIMA,

la cual se viabilizé gracias al desarrollo de un proyecto financiado por Colciencias.

Para responder a esta necesidad se ha centrado el interés en las metodologias
alternativas in vitro, modelos que pueden generar resultados con validez
internacional, relativamente econdémicos, rapidos y sencillos, ademas de que
contribuyen a la reduccién del empleo de animales de laboratorio y abren la

posibilidad de realizar estudios a nivel molecular (Freshney, 2011).

La evaluacion de la actividad citotoxica es un modelo biolégico reproducible y
verificable, que constituye una herramienta de gran valor en las primeras etapas
de seleccion y desarrollo de un fitofarmaco o medicamento (Leon., et al 2006). De
esta manera el desarrollo de esta investigacion, ofrecera una primera informacion
osde los compuestos activos de S. incarnata y J. pectoralis, sobre la salud
humana, con la finalidad de proporcionar los soportes necesarios para el uso
adecuado de las mismas, ya que a estas especies se les atribuye propiedades

ansioliticas, pero no cuentan con una base cientifica que sustente su seguridad.
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3. MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES: Scutellaria

Scutellaria es un género de la familia Lamiaceae con una amplia distribucion que
comprende alrededor de 350 especies herbaceas, utilizadas ampliamente en los
sistemas médicos tradicionales de China, Corea, India, Japdn, muchos paises de
Europa y América del Norte, como una hierba medicinal para el tratamiento de
enfermedades como cancer, cirrosis, ictericia, hepatitis y los trastornos nerviosos
como la ansiedad, ademas estimula la menstruacion (Cole et al., 2007). La
variedad de hierbas comunmente aprovechadas son S. baicalensis, S.
lateriflora, S. racemosa, S. tomentosa y S. wrightii (Song, 1981).

Estudios de caracterizacion fitoquimica de las especies de Scutellaria sugieren
gue pueden tener la presencia de aproximadamente 60 flavonoides, los cuales
han sido aislados e identificados de raices, tallos y hojas, entre estos se destacan
acteosida, scutellarina, baicalina, baicaleina, wogonina, wogonoside, apigenina,
crisina, y oroxylin A. Estas moléculas indican alguna actividad relacionada con su
poder curativo y sobre todo su poder relajante del sistema nervioso (Joshee et al.,
2002).

3.1.2 Scutellaria incarnata Vent

Figura 1. A. Hojas y tallo B. Inflorescencia de Scutellaria incarnata.




Hierba con hojas opuestas, inflorescencias cuyo eje tiene una flor en su extremo
terminal, los elementos florales se disponen formando pisos o capas, corola con
pétalos soldados, la mayoria de veces bilabiada (Duke, 1990; Ezer et al., 1998;
Graham et al.,, 2000 b; Hui et al.,, 2002; Kim et al., 2001; Skaltsa et al., 2000;
Stojakowska y Kisiel, 1999; Yaghmai, 1988; Zargari, 1990). La planta se encuentra
distribuida en Colombia, en el Departamento del Cauca en los municipios de
Cajibio, Popayan, el tambo, Piendamo, la Sierra y Totoré entre los 1300 y 1920

msnm.

Reportes recientes del tamizaje quimico de S. incarnata, sustentan la presencia de
metabolitos secundarios como flavonoides, los cuales tienen propiedades
antidepresivas (Ordofiez and Pineda, 2013). También cumarinas, saponinas y
taninos caracterizados por presentar efectos sedantes y antiinflamatorios
(Ordofiez and Pineda, 2013).

3.2 GENERALIDADES: Justicia

El género Justicia es el mas grande y complejo de la familia de las Acantaceas a
nivel mundial, y el de mayor nimero de especies en las regiones tropicales y
subtropicales del continente  americano. Este  género  comprende
aproximadamente 600 especies de hierbas y arbustos perennifolios (Graham,
1988 a). Numerosas especies de Justicia han sido utilizadas en muchos sistemas
de medicina tradicional y son conocidos entre las tribus nativas americanas, por
ejemplo J. pectoralis es empleada en decoccion para aliviar afecciones
pulmonares, especialmente la neumonia. Es ademas expectorante, sedante y
calmante. La J. secunda es utilizada en Colombia como diurético e
hipoglicemiante (Fuentes and Granada, 1982). Las hojas de J. gendarussa han
sido tradicionalmente utilizadas en el tratamiento de trastornos del sistema
nervioso, la artritis, ictericia, cefalea, hemiplejia, eczema etc. (Kirtikar and Basu,
1975).

Una gran diversidad de clases quimicas halladas en las especies de Justicia,

principalmente alcaloides, lignanos, flavonoides y terpenoides, estan relacionadas
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con el poder antidepresivo y antiestrés. Otras clases quimicas han sido aisladas
de especies de Justicia, tales como aceites esenciales, vitaminas, acidos grasos, y
acido salicilico (Al-Juaid y Abdel-Mojib, 2004; Angonese et al, 1992).

3.2.1 Justicia pectoralis Jacq

Figura 2. A. Inflorescencia de Justicia pectoralis B. Hojas y tallo.

Esta es una hierba olorosa que puede alcanzar aproximadamente 30 cm. de

altura, de ramas delgadas, rastreras y ligeramente engrosadas en los nudos,
presenta un tallo cilindrico de color verde y abundantes pelos. Tiene hojas simples
de color verde mas intenso por la cara superior, lanceoladas, opuestas
transversalmente, de base estrecha y 4pice agudo, pueden medir de 4,5-6,5 cm.
de largo y 1,0-1,5 cm. de ancho, con el peciolo corto. Ademas presenta
inflorescencia terminal erecta con numerosas flores pequefias de color rosado; el
fruto es una capsula pequefia de color marron (Oliveira and Andrade, 2000;

Sanchez et al.,, 2003). Para Colombia la planta se encuentra distribuida en el
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departamento del Cauca en los municipios de Santa Rosa, Santander de Quilichao

y Popayan (Bernal et al., 2011a).

Entre los componentes quimicos identificados se encuentran cumarinas, las
cuales poseen propiedad anestésica, hipnética, narcotica y sedativa, flavonoides,
los cuales se caracterizan por tener propiedades antiinflamatorias y antioxidantes.
También lignanos como justicidin B asociado con la actividad antidepresiva y
antiarritmica. Vitaminas como el &acido ascorbico (C), con propiedades
analgésicas, antidepresivas, antimigrafia, antiparkinson, complejo de vitaminas B:
Niacina (B3), que presenta propiedades anticonvulsiva, antiepiléptica,
antinsomnio, antineuralgico, antiparkinson, sedativas y serotoninérgicos entre
otras. tiamina (B1l), la cual posee actividad de analgésico, antialzheimer,
antianoréxico, antifatiga, antimigrafia, antineuralgico, antineuropatico, entre otras.
(Joseph et al., 1988; Lino et al., 1997).

3.2.2 Informacion etnobotanica de los géneros Scutellaria'y Justicia

Las especies de los géneros Scutellaria y Justicia son plantas que aparecen
repentinamente en los reportes sobre estudios etnobotanicos a nivel mundial. La
especie S. baicalensis se usa en China para tratar infecciones a nivel respiratorio y
gastrointestinal. En Japén la especie S. barbata es usada para el tratamiento de
cancer de prostata. En Estados Unidos y Europa la especie S. lateriflora se usa
como sedante y para el tratamiento de trastornos nerviosos. En Centroamérica la
especie S. racemosa es usada para tratar enfermedades hepaticas, estomacales
y cardiacas; y en Colombia la especie S. incarnata es usada como sedante,

antidepresivo y antigripal (Cole et al., 2007; Sanabria, 2001; Song, 1981).

Por otra parte, la especie J. secunda se usa en paises como Cuba, Trinidad y
Tobago; sirve para el tratamiento de la hipertension arterial; calculos renales,
enfermedades de la prostata y miomas en el Gtero. En Brasil J. carnea es usada

como broncodilatador y antiinflamatorio. En cuba y Colombia J. pectoralis es
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reportada como desinfectante, cicatrizante, sedante expectorante y astringente
(Fuentes y Granada, 1982; Graham, 1988 a; Jarvis et al., 2006).

3.3 PRODUCTO FITOTERAPEUTICO

Segun la definicion de la (OMS, 2009) es un producto medicinal empacado y
etiquetado, cuyas sustancias activas provienen de una planta medicinal o
asociaciones de estas, presentado en estado bruto o en forma farmacéutica, que
se utiliza con fines terapéuticos. También puede provenir de extractos, tinturas o
aceites. No podra contener en su formulacion principios activos aislados y
guimicamente definidos. Los productos obtenidos de una planta medicinal y que
hayan sido procesadas y obtenidas en forma pura no seran clasificados como
productos fitoterapéuticos (OMS, 2009).

3.4 CONTROL DE CALIDAD DE FITOTERAPEUTICOS
INVIMA Decreto 677 de 1995

En Colombia a través del Decreto 677 de 1995, se establece que las
preparaciones farmacéuticas a base de recursos naturales que tradicionalmente
han sido utilizados en forma empirica con fines terapéuticos y a través de este uso
y por la sustentacion bibliografica, seran considerados eficaces y seguros; sin
embargo deberan estar sometidos a un estricto control para garantizar la eficacia
seguridad y calidad. Estas preparaciones deben estar sujetas a controles de
calidad, antes y después del producto terminado, este proceso comprende

ensayos fisicos, quimicos y microbiolégicos (Decreto 677, 1995).

También es importante establecer y garantizar que su utilizacién no representa un
riesgo para la poblacion, que diariamente hace uso de estos productos. Por lo que
resulta indispensable realizar ensayos preclinicos que comprenden metodologias
que se realizan in vitro o in vivo para estudiar la actividad y mecanismo de accion

de plantas con propiedades terapéuticas (Guevara et al., 2010).
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Ademas como producto terapéutico de uso tradicional, es indispensable
determinar el potencial toxico a través de la concentracion Inhibitoria 50 (CI50), de
la que puede esperarse que produzca la muerte, durante la exposicion o en un
plazo definido después de ésta, del 50% de los animales expuestos a dicha
sustancia durante un periodo determinado (Guevara et al., 2010).

3.5 CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
bésicas que conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado. Este
efecto puede ser causado por diversos tipos de sustancias quimicas, agentes
fisicos o mecanismos biologicos. La citotoxicidad in vitro es una herramienta util
para la identificacion de compuestos que inducen muerte celular y las
concentraciones de dicho compuesto que llevan a tal fin. Entre estas alteraciones
se encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo,
sintesis y degradacion, liberacion de constituyentes celulares o productos,

regulacion idnica y division celular (Repetto, 2002).

Muchos experimentos in vitro tienen el propésito de determinar el potencial
citotoxico de diferentes compuestos sintéticos o naturales, ya que estos se usan
como farmacos o como cosméticos y deben demostrar que no son toxicos
(Freshney, 2011). Entre los métodos para evaluar citotoxicidad se encuentran los
ensayos colorimétricos, y entre los mas conocidos y ya validados se encuentran el
ensayo de captacion del rojo neutro, enlazamiento al azul de kenacid, reduccién
del colorante (MTT) con formacion de formazan y por dltimo el ensayo de
reduccion del colorante resazurina con formacion de resofurina Estos ensayos son
empleados por que son de bajo costo, facilmente cuantificables y reproducibles
(Isolabella, 2005).
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3.6 CULTIVOS CELULARES

Los cultivos celulares son un conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento
de las células 'in vitro', manteniendo al maximo sus propiedades fisiologicas,
bioguimicas y genéticas, son usadas para el estudio del comportamiento de las
células in vitro, bajo el estrés de un experimento. Los cultivos celulares ofrecen la
ventaja de mantener un control preciso y fino del ambiente. Sin embargo pueden
suponer algunas desventajas ya que son técnicas sensibles, por lo tanto deben
ser manipuladas por personal capacitado y necesitan ademas instalaciones
adecuadas (Albert, et al 2002).

Los cultivos celulares de linfocitos humanos, son adecuados como un sistema de
prueba para evaluar citotoxicidad a causa de que son células circulantes del
sistema inmunitario que reaccionan frente a materiales extrafios y son de alta
jerarquia en el sistema inmunitario, principalmente encargadas de la inmunidad
especifica o adquirida. Estas caracteristicas, han hecho que constituyan un
parametro bésico para la evaluacion de la toxicidad de un producto de consumo
oral, ya que permiten obtener a nivel bioquimico, metabdlico y funcional resultados

muy predictivos para el hombre (Del Valle et al., 2002).

3.7 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD COLORIMETRICO DE REDUCCION DE LA
RESAZURINA

La resazurina es un compuesto oxidado (azul no fluorescente) que presenta un

pico de mayor absorbancia a 600 nm y es reducida a resorufina (rojo altamente
fluorescente) cuya absorbancia es de 570nm (Rampersad, 2012).
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Figura 3. Absorbancia de AlamarBlue en la forma oxidada a una longitud de onda

de 600nm y en la forma reducida a 570nm

Los ensayos de citotoxicidad colorimétricos son métodos que incorporan un
indicador redox en el medio de cultivo que cambia de color cuando existe
crecimiento de células 'in vitro' facilitando la lectura visual del mismo (Bernal,
2011b).

La resazurina es un compuesto no téxico y es reducido en las células, dentro de la
mitocondria a resorufina, lo que es Uutil también para evaluar la actividad
metabdlica mitocondrial, generando de ese modo una medida cuantitativa de la
viabilidad y la citotoxicidad (Fields and Lancaster, 1993). La resazurina se utiliza
principalmente como un indicador de oxidacion-reducciéon en ensayos de
citotoxicidad para detectar viabilidad celular de células de mamiferos y bacterias.
AlamarBlue es un producto reactivo comercial, cuyo ingrediente activo es la
resazurina, utilizado para diversos estudios de actividad biolégica de compuestos,
ya sea en lineas celulares normales como en lineas celulares tumorales
(Rampersad, 2012).
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4. ANTECEDENTES

4.1 Caracterizacion fitoquimica de los géneros Scutellariay Justicia

Debido a que en la informacién recopilada entre diferentes comunidades
sobresalen las propiedades farmacoldgicas de estas especies, ha habido un
creciente interés por el estudio a nivel cientifico de las caracteristicas de estas

plantas.

Varios estudios sustentan que diversas especies de Scutellaria y Justicia
contienen fitoquimicos responsables de sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, ansioliticas, neuroprotectoras, antitromboticas, anticancerigenas
y antimicrobianas. Evidencia de esto, son mas de 295 compuestos que han sido
aislados, de las especies de Scutellaria, entre ellos flavonoides, glucésidos
feniletanoides, glucoproteinas, iridoides, diterpenos, triterpenoides, alcaloides,
fitoesteroles, polisacéridos y otros compuestos. Algunos de ellos han mostrado
bioactividad in vivo o in vitro (Gao et al., 1999; Himeji et al., 2007; Shinella et al.,
2002; Wang et al., 2000; Zhang et al., 2009 c) y mas de 160 compuestos,
incluyendo flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles, biflavonoides,

flavonolignandos y chalconas, ya han sido aislados (Shang et al; 2010).

Dentro de este grupo de compuestos esta la baicaleina, baicalina, oroxylin A,
wogonina, wogonoside, apigenina, scutellarina, luteolina, viscidulin I, y
ganhuangenin. Se ha confirmado que la presencia de los compuestos
mencionados en las especies S. baicalensis, S. barbata, S. laterifolia, tienen
accion antitumoral, hepatoproprotectora, antioxidante, anti-inflamatorio, anti-RSV
(virus sincitial anticuerpo), antimutagénico, neuroprotector, ansiolitico, y otras
actividades. La relacion entre las estructuras de los compuestos y sus actividades
se han descubierto. Por ejemplo la baicaleina, wogonina y wogonoside muestran
una inhibicion mas fuerte hacia la histamina y la produccion de inmunoglobulinas
(Ig), que la (3,5,7,2 '6 pentahidroxiflavona). Por otra parte la (3, 5, 7,2 '6
pentahidroxiflavona) presenta dos grupos hidroxilo, demostrado tener mayor
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actividad que la wogonina y wogonosida contra la peroxidacion lipidica (Lee et al;
2003 c).

En cuanto a las chalconas se han aislado compuestos como Amoenin A en S.
amoena ademas se han aislado cinco chalconas simples de S. indica (Zhou and
Yang, 2000). En las plantas S. discolor y S.baicalensis se aislaron (2 '/4 ' -
dihidroxi-2, 3,6 ' -trimetoxi-chalcona) y (2,6,2 ' ,4 ' - tetrahidroxi-6 ' -metoxichalcona)
(Tomimori et al.,1984 ).

El analisis de huella digital quimica se ha introducido y aceptado por la OMS
(1991), SFDAC (2000) y otras autoridades como una estrategia de evaluacion de
la calidad de hierbas medicinales como un medio de reconocimiento rapido y fiable
para la identificacion y la calificacion de los medicamentos a base de hierbas
medicinales. Se realizé un estudio de andlisis de huella digital quimica empleando
especies del genero Scutellaria. Los resultados demostraron que el contenido de
baicalina esta entre 6-9%, wogonina entre 2-8%, baicaleina entre 0.1-1.6%,
wogonosida entre 0.01-0.3%, viscidulin | y algunas trazas de oroxylin A. Las
hierbas nativas y no nativas presentes en el género Scutellaria no presentaron
claras diferencias en las proporciones de componentes absolutos. La relacién de
baicalina y wogonosida estaba bajo tres. La relacion de baicalina y baicaleina,

baicalina y wogonina era entre veinte y cincuenta (Kim et al., 2007 b).

Por otro lado, una gran diversidad de clases quimicas se han identificado en las
especies del género Justicia, principalmente alcaloides, lignanos, cumarinas,
flavonoides y terpenoides de tipo iridoides, diterpenoides y triterpenoides. Otras
clases quimicas han sido aislados de especies de Justicia, tales como aceites
esenciales, vitaminas, acidos grasos (acido docosanoico), y acido salicilico
(Angonese et al, 1992;. Al-Juaid and Abdel-Mojib, 2004).

Los esteroides como campesterol, estigmasterol, sitosterol, y sitosterol-D-

glucosido fueron aislados de las hojas y raices delJ.flava, J.
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spicigera y J. gendarussa (Olaniyi, 1980; Wabhi et al, 1974; Dominguez et al, 1990;
Amborabé et al, 2002; Deepak et al, 2002; Rajakumar and Shivana, 2009).

La literatura ha descrito el efecto alelopatico de los esteroles y triterpenos. Estas
clases quimicas se han aislado del extracto alcohdlico de la raiz y de las partes
aéreas de J. anselliana mostrando efectos alelopaticos en el crecimiento vy

reproduccion de plantas legumbres (Kpoviessi et al., 2006).

También se han aislado una gran variedad de lignanos de especies
de Justicia. Los lignanos son un gran grupo de productos naturales que muestran
diversos efectos biologicos. Los lignanos pueden servir como compuestos de
plomo para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos con actividad citotdxica
(Fukamiya and Lee, 1986; Hui et al, 1986). Por ejemplo, los lignanos obtenidos
de J. pectoralis son citotéxicos a células leucémicas y lineas celulares de tumores
sélidos (Hui et al., 1986).

Los lignanos también muestran efectos antiangiogénico, antileishmania,
antifingicos, hipolipemiante, antiasmético (Vasilev and lonkova, 2005), antiviral),
anticanceroso (Gordaliza et al., 2000), insecticida, cardiotonico, antidepresivo
(Ghosal et al, 1979), analgésico, antiplaquetario (Chen et al., 1996), y
antiinflamatoria (Navarro et al., 2004).

Las actividades antiinflamatorias se han descrito por los lignanos glucésidos
aislados de J. ciliata (Day et al., 2000) y compuestos fendlicos aislados de

y J. prostrata (Sanmugapriya et al., 2005).

En contraste se ha demostrado que las cumarinas aisladas de las especies
Justicia, poseen propiedad anestésica, hipnoética, narcética y sedativa entre otras.
Otros estudios demuestran su efecto analgésico, antiinflamatorio que actuan a
nivel de macréfagos estimulando la fagocitosis, depresor central y periférico,
espasmolitico, vasodilatador y antimicético (Lino et al., 1997). Estudios

fitoquimicos han identificado la presencia de cumarinas de tipo 1,2-benzopirona y
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umbeliferona, ésta Ultima es el constituyente mas activo del genero Justicia, y
unos de los principales constituyentes de J. pectoralis, encontrandose
mayoritariamente en las hojas de la planta (Lino et al., 1997; Oliveira y Andrade,
2000).

En este contexto muchos compuestos quimicos son comunes en los géneros
Scutellaria y Justicia, como flavonoides y cumarinas, los cuales estarian
implicados en la actividad ansiolitica. Por ejemplo en estudios fitoquimicos de las
especies S. incarnata y J. pectoralis, se han identificado sustancias quimicas en
comun, como la presencia de flavonoides y cumarinas (Alarcon, 2005; Ordofiez
and Pineda,2013); Estos resultados apoyan el uso tradicional que se le ha dado a
dichas plantas ya que la presencia de flavonoides en S. incarnata justificaria el
uso como antidepresivo y antiestrés, asi como la presencia de cumarinas
relacionadas con la actividad anestésica y sedativa en J. pectoralis (Lino et al.,
1997).

4.2 Estudios de actividad biolégica de Scutellaria

Estudios fitoquimicos revelan el contenido fendlico de diez flavonoides obtenidos
de raices, tallos y hojas en S. wrightiiy S. tomentosa, S. baicalensis, S. lateriflora y
S. racemosa, que incluyen acteosida, scutellarin, baicalina, baicaleina, wogonina,
wogonoside, apigenina, crisina, y oroxylin A. Estos compuestos han sido
seleccionados por su actividad antitumoral en diversos procesos celulares como la

apoptosis y la angiogénesis (Pérez et al., 2010 c).

Por ejemplo, la acteosida ha manifestado que inhibe la proliferacién celular
promielocitica de leucemia humana (HL-60) a través de la induccion de la
detencion del ciclo celular en la fase GO/G1 y la diferenciacion en monocitos (Lee
et al., 2007a), la baicalina ha demostrado que induce la apoptosis en carcinoma
mucoepidermoide de células humanas MC3 in vivo e in vitro (Xu et al., 2011).
Segun (Parajuli et al., 2009), los flavonoides como apigenina, baicaleina, baicalina,

crisina, wogonina, scutellarina, presentes en trece especies del genero Scutellaria
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han demostrado inhibir la proliferacion de células del glioma maligno y carcinoma

de mama, sin afectar las células primarias.

En un estudio se encontré que los extractos de hojas, tallo y raiz de S. angulosa,
S. integrifolia, S. ocmulgee, y S. scandens, tienen una fuerte actividad contra el
cancer. A través del ensayo MTT y citometria de flujo basado en el analisis del
ciclo celular, se determinaron los efectos especificos sobre la proliferacion celular,
apoptosis y progresion del ciclo celular del glioma maligno, carcinoma de mama y
células de cancer prostata. Como resultado se obtuvo que los extractos
individuales de hojas, tallo y raiz en concentraciones de 40 mg/mL inhibieron la
proliferacion de las células de glioma maligno, carcinoma de mama, induciendo la
apoptosis y la deteccion del ciclo celular en G1/G2, sin afectar las células

normales (Parajuli et al., 2009).

El mismo efecto fue estudiado empleando el extracto de S. barbata, en dosis de
10, 20, 30, 40 g/ dia. El extracto de S. barbata, resulté inhibir el crecimiento de
mas del 50 %, de cuatro lineas celulares de cancer de mama, evaluados in vitro.
En contraste, la dosis de 40g/ dia, de S. barbata, no causo inhibicion del
crecimiento de mas del 50 % de las células epiteliales mamarias normales. La
selectividad citotdxica de S. barbata, para las células cancerosas, se basa en las
preferencias metabdlicas de las células tumorales, debido basicamente a que los
niveles basales de las especies reactivas de oxigeno son mayores y las altas
tasas de glicolisis anaerobia en el citosol para la produccién de energia, seguidas
por un proceso de fermentacion lactica, generaria que las células de cancer sean
significativamente més vulnerables a la muerte inducida por S. barbata de forma

opuesta a las células normales (Pérez et al., 2010 a).

De la misma manera estudios in vitro, han demostrado que la especie S.
baicalensis inhibe la sintesis de las prostaglandinas y la proliferacién de células
tumorales a concentraciones iguales y superiores a 150 mg/mL, produciendo una
detencion del ciclo celular en GO-G1 (Zhang et al., 2003 a). Es interesante

destacar que el extracto de esta planta inhibe selectivamente la proliferacién de
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las células tumorales sin afectar el crecimiento de otras células normales como los
linfocitos. Se cree que esta actividad antitumoral se debe a varios factores, uno de
los cuales seria la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas debido a una
inhibicién de la COX-2. Sin embargo, la baicalina, el componente mas importante
del extracto de S. baicalensis (80%) no afecta a la sintesis de las prostaglandinas,
lo que indica que son otros los componentes de esta planta que pueden actuar
sinérgicamente, mostrando una potente actividad aunque sean minoritarios (Fei et
al., 2002)

Por otro lado en un estudio se demostré6 que el extracto etandlico de S.
baicalensis, tiene efectos antiinflamatorios y antioxidantes, evaluados en células
de macréfago murino RAW 264.7 y células de microglia BV2 de raton tratados con
la D-galaltose y NaNO2 por via intraperitoneal, los cuales inducen patrones
similares de envejecimiento y sindromes senescentes especialmente el deterioro
de la memoria en los seres humanos. Se registraron los cambios neuropatolégicos
de células del hipocampo de raton a través de microfotografias tefiidas con cristal
de violeta y se midio el nivel de peroxidacion lipidica homogeneizado de cerebro,
que indica el contenido de malondialdehido (MDA) en el tejido cerebral. El
tratamiento con S. baicalensis, a una dosis de 50 y 100 mg / kg mejoro
significativamente el deterioro cognitivo y la disminucién de la generacion de la
MDA vy la reduccion de la produccion de radicales libres, ademas atenuo la
neuroinflamacion y la isquemia en los animales, Estos hallazgos demuestran que
S. baicalensis puede proteger el cerebro contra el estrés oxidativo, disminuyendo
el dafio oxidativo inducido por D-galactosa y NaNO2 (Jeong et al., 2011),

Se ha reportado que la flavona en la especie S. barbata puede reparar la
membrana celular de las células y evitar infeccidn por virus de parainfluencia tipo 1
(PIV-1) (Shang; et al., 2010). Por otro lado se ha encontrado que el linalool, un
compuesto quimico aislado de la especie S. albida mostro efectos altamente
toxicos contra S.aereus, B. subtilis, E. coli y P. aeruginosa, ademas de su
actividad antibacteriana frente a hongos patégenos de plantas (Tan and Vanitha,

2004). De esta manera los estudios pertenecientes a este género revelan que los
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flavonoides son los principales componentes que contribuyen a la bioactividad de
Scutellaria (Boyle et al., 2011).

También se ha comprobado el efecto hepatoprotector del extracto de S.
baicalensis, a través de ensayos in vitro, los resultados confirman que esta planta
posee un potente efecto inhibidor del crecimiento de células de hepatocarcinoma
HepG2. El efecto parece ser debido a baicalina, dicho flavonoide presenta
actividad antioxidante y antiinflamatoria ademas de proteger al higado de la
toxicidad aguda y cronica inducida por tetracloruro de carbono, acetaminofén o
concanavalina A. Por consiguiente al suministrar una dosis de 300 mg /kg el
extracto de S. baicalensis, estimula el crecimiento de los hepatocitos en la

regeneracion del higado (Lee et al; 2011a).

El efecto hepatoprotector también fue evaluado en varias fracciones (n-hexano,
CHCI3. EtOAc, n-BuOH y H20) de S. barbata, en tres modelos experimentales in
vivo. Los resultados indicaron que la fraccion de n-hexano y la fraccion CHCI3 son
las méas potentes contra D-galactosamine (DGlaN) que induce intoxicacion,
ademas la fraccion de CHCI3 tiene un mayor efecto protector del higado sobre el
efecto hepatotoxico inducido por el acetaminofén (APAP). Los cambios
patologicos debido a lesiones hepéticas mejoraron por el tratamiento de la fraccion
mencionada (Lee et al 2009 d, 2011b).

Por otra parte se ha estudiado el efecto ansiolitico de S. baicalensis y S. lateriflora,
las cuales han sido muy utilizadas para el tratamiento del insomnio, estrés,
depresion y epilepsia. A causa del contenido de compuestos quimicos como
flavonoides en S. baicalensis, se ha demostrado que estos compuestos son
capaces de unirse a los sitios benzodiazepinicos de los receptores GABA-A, sin
presentar los efectos colaterales sedantes ni anticonvulsivantes de las
benzodiacepinas como es el caso particular de la wogonina (Awad et al ; 2003;
Park et al 2007). La baicaleina flavonoide extraido de la S. baicalensis, posee
actividad antidepresiva, evidenciada tras su administracion intraperitoneal en

ratones, con disminucion del tiempo de inmovilidad en los modelos de nado

31



forzado y suspension por la cola, como de forma crénica en ratas, con reduccion
del tiempo de inmovilidad y aumento de la actividad locomotora en un modelo de
estrés (xiong et al 2011). EIl extracto total de S. baicalensis, asi como los
flavonoides extraidos de ella, presentan efecto neuroprotector y antiisquémico
(Heo et al 2009; Mu et al; 2009). EIl extracto etandlico total de esta planta, entre
otros, también mostro efecto neuroprotector, y mejoro significativamente la funcion
cognitiva mediante inhibicion de la inflamacion, el estrés oxidativo y la
neurodegeneracion (Lin et al 2011). También se ha estudiado las propiedades
ansioliticas de S. lateriflora, en humanos y animales de experimentacion,
atribuyéndose esta actividad principalmente a la presencia de los flavonoides y
aminoéacidos. Algunos de los flavonoides aislados de la planta son escutelareina e
ikonikésido 1, los cuales son capaces de unirse al receptor 5-HT7 en el cerebro,
este receptor esta implicado en la patogénesis y prevencién de enfermedades
como la depresion, la migrafia o trastornos del suefio. La Baicalina y baicaleina,
se unen en el lugar de unién de las benzodiacepinas del receptor GABAA
emulando la accién del neurotransmisor GABA principal inhibidor del SNC.
Mediante los test habituales de comportamiento, se ha estudiado in vivo en ratas
el efecto ansiolitico de extractos de S. lateriflora administrados por via oral y en un
ensayo clinico doble ciego, controlado frente a placebo, en voluntarios sanos, se
ha evidenciado una importante actividad ansiolitica sin signos evidentes de
toxicidad ni efectos adversos (Awad et al ; 2003).

4.3 Estudios de actividad biol6gica de Justicia

Un efecto importante ocasionado por J. pectoralis, es el antioxidante, y se ha
demostrado empleando células disgregadas de cerebros de rata, a los cuales se
les indujo previamente peroxidacion lipidica con hierro/ ascorbato; vy
posteriormente se llevé a cabo la determinacion de malondialdehido (MVA). Los
resultados obtenidos manifestaron que los compuestos polifendlicos de J.
pectoralis, atraparon o secuestraron ERO, radicales lipidicos y formaron radicales
polifendlicos mas estables, ademas de quelar iones metélicos. Esto confirma la
existencia de las propiedades antioxidantes de J. pectoralis, que era de suponer si
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se toma en consideracion que los metabolitos reportados como mayoritarios son
del tipo de compuestos polifendlicos y que una de las actividades mas
ampliamente encontradas para estos es el efecto antioxidante. Por esta razon los
resultados obtenidos durante la autoxidacion inducida por el sistema hierro/
ascorbato pudieran ser atribuidos a esta propiedad de los compuestos
polifendlicos (Pérez et al 2001b).

En un estudio se evaluo la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso y
alcohdlico de J. prostrata, utilizando la inflamacion aguda inducida por carragenina
en ratas. Simultineamente, se midieron los niveles de peroxidos lipidicos,
alcalinos y fosfatasas acidas. Se encontré que el modelo de edema de la pata de
rata inducido con carragenina, tanto para el extracto acuoso como para el
alcohdlico a una dosis de 500 mg / kg, mostraron inhibicion maxima de reduccién
en el volumen de inflamacién de la pata en un 51,39% y 62,5%, de manera dosis-
dependiente. El extracto acuoso y alcohdlico de J. prostrata resulto tener una
actividad antiinflamatoria, reduciendo los niveles de perédxido de lipidos en el
higado y exudado, lo cual indica su actividad de captacion de radicales libres. En
dicho estudio se encontrd que el extracto alcohdlico fue mas eficaz como agente
antiinflamatorio que el extracto acuoso. Los autores atribuyeron a los compuestos
fendlicos de los extractos, de las actividad antiinflamatoria (Sanmugapriya et al.,
2005).

Ademas se han reportado estudios de actividad hepatoprotectora, del extracto de
éter de petréleo de J. simplex y lignanos aislados de esta planta. Se determind el
efecto protector sobre hepatotoxicidad inducida por CCl4 en ratas. La toxicidad
inducida por el CCl4, eleva los niveles de marcador de enzimas alanina,
aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, alcalina fosfatasa, y estimula a lo
largo la disminucion de los triglicéridos con la peroxidacion lipidica y el contenido
de glutation. Ademas esto condujo a cambios funcionales y morfolégicos en la
membrana celular hepatica El pretratamiento con el extracto y los lignanos
aislados a una dosis de 100 mg /kg y 10 mg / kg respectivamente, normalizaron

estos niveles toxicos. Los lignanos aislados en este estudio pertenecen al grupo
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metilendioxi, los cuales podrian ser responsables del efecto protector y

antioxidante (Jasemine et al., 2007).

Es importante destacar que se ha evaluado el posible efecto toxico, del extracto J.
pectoralis en ratas, encontrandose que la administracion a una dosis limite de
2000 mg/kg del extracto no provocO muertes en los animales o sintomas
indicativos de toxicidad, sin embargo los animales manifestaron sintomas de
somnolencia y sedacidon en los dos primeros dias post administracion,
observandose una répida recuperacion de los animales. Por lo tanto en las
condiciones del ensayo no se produjo toxicidad, ademas los estudios
anatomopatologicos macroscopicos no mostraron ninguna alteracién en los

organos estudiados (Bermudez et al., 2006).

Otros estudios sobre este género evidencian la actividad ansiolitica. Por ejemplo el
elenosido un compuesto aislado del extracto de J. hyssopifolia, ha demostrado
una actividad estimulante y depresora del sistema nervioso central en ratas. Su
accion ansiolitica, sedante y relajante, es similar a otros medicamentos
tranquilizantes, tales como la accion de los barbitiricos sedantes e hipnéticos
(Navarro et al., 2004). Asi mismo el efecto ansiolitico de los extractos de J.
pectoralis, J. aurea, y J. albobracteata fueron confirmados en ensayos in vitro. Los
resultados establecen que los compuestos quimicos en dichos extractos tienen
capacidad para inhibir la GABA transaminasa (GABA-T) o para unirse al receptor
de benzodiazepina GABA-A, dos de los objetivos principales de las drogas para la
epilepsia y la ansiedad. Se observé una correlacidn positiva significativa entre la
inhibicibn GABA-T vy la frecuencia relativa de utilizacion para la epilepsia. Por otra
parte, se observd una correlacion mas fuerte entre GABA-A vinculante y la
frecuencia relativa de utilizacion para el choque. Asi, el conocimiento tradicional de
J pectoralis., J. aurea y J. albobracteata se asocia con actividades antiepilépticos y
ansioliticas (Corréa y Alcantara, 2012).
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4.4 Las plantas como alternativa para el tratamiento de trastornos del

sistema nervioso

En la actualidad la medicina tradicional representa una opcion importante de
respuesta ante las necesidades crecientes de atencion a la salud mental, algunos
de estos son productos disponibles como medicinas herbales sicoterapéuticas
seguras y con menos efectos secundarios, en comparacion a productos
terapéuticos convencionales tipo antidepresivos y benzodiacepinas (Sarris et al,
2011). A pesar de esto, la medicina herbal en siquiatria estd aun en su infancia,
aunque en los Ultimos afios ha habido un incremento considerable en la
investigacion en este campo Yy los resultados de estudios preclinicos in vivo e in
vitro han validado fitoterapias que tienen una serie de efectos benéficos en casos
de ansiedad, alteraciones del estado de &animo y desordenes del suefio (De
Sousa, 2013).

Tradicionalmente (Lupulo) Humulus lupulus, (Calderona amarilla) Galphimia
glauca, (Gotu kola) Centella asiatica, (Virginia) Scutellaria lateriflora, (chirimoya)
Annona cherimolia, (Valeriana) Valeriana officinalis; son especies que han sido
empleadas por sus propiedades ansioliticas y sedantes, cuya seguridad y eficacia
han sido demostradas experimentalmente, a través de ensayos preclinicos
empleando modelos animales. Confirmado que la actividad y mecanismo de
accion de dichas plantas esta mediado por los sistemas de neurotransmision
GABAérgico, noradrenérgico, serotoninérgico, dopaminérgico, glutamatérgico y

monoaminérgico (Sollozo et al, 2011).

En la actualidad las referencias sobre estudios clinicos en plantas con
propiedades ansioliticas son escasas. Sin embargo, se han reportado ensayos
empleando aceite esencial de (lavanda) Lavandula angustifolia. Asi, en una
experiencia realizada sobre un reducido grupo de mujeres jévenes, se ha podido
observar que la exposicién al aroma del aceite esencial de lavanda produce un
incremento en el tono parasimpatico, con disminucion en la relacion entre la

frecuencia cardiaca alta y baja, ademas de una activacion metabdlica de
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determinadas regiones cerebrales, tales como la orbitofrontal, tallo cerebral,
talamo y cerebelo, segun ha podido ser establecido mediante PET (tomografia de
emision de positrones); estos datos son indicativos de un efecto ansiolitico (Duan
et al, 2007). En otro ensayo clinico, realizado al igual que el anterior sobre un bajo
namero de participantes que fueron expuestos al aroma de lavanda, los datos
electroencefalograficos mostraron un incremento en la actividad del I6bulo frontal
izquierdo, hecho que se asocia a una disminucidon del estado depresivo y a una
conducta positiva. Por otra parte se observdé un incremento en las ondas 3,
caracteristico de un aumento en la percepcién en el procesamiento de la
informacion, asi como de las ondas 9 (teta), cuyo aumento esta relacionado con el

estado de relajacién (Sanders, et al 2002).

También se han realizado ensayos clinicos para confirmar la actividad ansiolitica y
sedante de (Melisa) Melissa officinalis. En un ensayo participaron 72 pacientes
afectados de demencia con agitacion clinicamente significativa. Estos pacientes se
trataron con una locion que contenia 10% de esencia de melisa, aplicada por via
tépica, dos veces al dia. Después de 4 semanas de tratamiento, se demostré que
en los pacientes tratados con melisa disminuy6 de forma significativa su agitacion
y mejor6 su calidad de vida; reduccion del tiempo de alejamiento social e
incremento del tiempo invertido en actividades constructivas (Ballard, et al 2002).
En otro ensayo se valord la eficacia de melisa frente al estrés psicolégico de
grado moderado inducido experimentalmente. Este estudio puso de manifiesto que
una dosis Unica de extracto de melisa (600 mg) es capaz de mitigar el estrés de
forma significativa y mejorar el estado de animo de los pacientes (Kennedy et al
2004).

Finalmente la informacién etnobotdnica constituye una solucion para los
problemas de salud de las personas que sufren estados alterados del animo; esto
se ha visto reflejado en el creciente nUmero de productos herbaceos que han sido
introducidos en la practica psiquiatrica, los cuales han demostrado ser mas
eficaces y mejor tolerados, cuyo potencial terapéutico ha sido corroborado en la

mayoria de los casos a nivel cientifico (Zhang, 2004 b).

36



4.5 Evaluacion de la actividad citotoxica de plantas medicinales empleando

cultivos in vitro de linfocitos humanos

A pesar de la importancia de la informacién recopilada sobre la actividad biolégica
de los géneros Scutellaria y Justicia, no existen estudios que evallen la actividad
biolégica de S. incarnata; y en cuanto a J. pectoralis dichos estudios son escasos.
Mas aun, no existen reportes de estudios que evallen la actividad citotoxica in
vitro de sus extractos. No obstante existen estudios de citotoxicidad con extractos

de otras plantas sobre linfocitos humanos.

Ciertos estudios de citotoxicidad de extractos de plantas se basan en técnicas,
gue permiten examinar muchas propiedades de un gran numero de células en
poco tiempo a través del método de citometria de flujo, 0 analizan una proporcién
celular en cualquier fase de la mitosis dentro de una poblacion celular determinada

por medio de la técnica de medicién del ciclo celular o el indice mitético.

Asi en estudios de citotoxicidad el extracto de Crescentia cujete (Totumo) fue
evaluado en dosis experimentales de 10,25, 82, 1000ug/mL, sobre linfocitos
humanos cultivados in vitro mediante analisis de indice mitético y citometria de
flujo. Los resultados mostraron que el extracto total de C. cujete ejercié un efecto
apoptotico, sobre las células mononucleares tratadas in vitro, caracteristica
presente en la mayoria de agentes anticancerigenos que se emplean en
tratamientos médicos. La citotoxicidad encontrada para dicho extracto en linfocitos
humanos, se atribuyd a la presencia de compuestos fendlicos tales como
flavonoides y taninos estaria implicada en la capacidad de inhibir o bloquear el
ciclo celular y posiblemente causar muerte celular. (Solarte and Vasquez, 2012).

Resultados similares reportaron Barbosa y Arias (1995) cuando evaluaron los
extractos de plantas medicinales Curatella americana, pantacalia vaccinoides,
Thevetia neriifolia, Bidens pilosa, Viburnum toronis, sobre linfocitos humanos.
Encontrando fendmenos como muerte celular, malformaciones celulares y

cromosdmicas dependiente de la concentracion.
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No obstante un estudio realizado con el extracto de Aloe vera, se demostré que no
presenta actividad citotoxica sobre los linfocitos cultivados in vitro. Los resultados
arrojados indicaron que no hubo un cambio significativo del indice mit6tico con
respecto al incremento de las concentraciones de 1 y 2mg/mL. En la prueba de
genotoxicidad el extracto de Aloe vera a altas concentraciones de 2mg/mL no

genero dafios significativos a nivel cromosomico (Ordofiez, 2009).

Otro tipo de estudios realizados con linfocitos, consisten en evaluar si los
compuestos de origen vegetal producen disminucion de la viabilidad celular
empleando métodos colorimétricos de la reduccion de la resazurina o MTT. En un
estudio reciente se evalud la actividad citotoxica del extracto de Lantana
grisebachii, en concentraciones de 100 ug/mL sobre linfocitos humanos de sangre
periférica cultivados in vitro, mediante el método de reduccién de la resazurina.
Los resultados obtenidos mediante este estudio muestran, que el extracto de L.
grisebachii, no ejerce un efecto citotoxico sobre los linfocitos. Esto podria estar
relacionado con compuestos como flavonoides y acidos fendlicos (clorogénicos)
los cuales ejercen una accion inmunoreguladora y antioxidante. Ademas los
efectos beneficiosos del extracto de L. grisebachii, fueron comprobados al tratar
linfocitos cultivados in vitro con arsénico, demostrando que los fitoquimicos
presentes en la planta L. grisebachii ejercen un efecto de antioxidacién y
citoproteccion a los linfocitos expuestos a arsénico. Esto apoya que algunos
fitofarmacos pueden estimular las vias moleculares de proteccion (Soria, et al
2014).

El efecto citotoxico también fue evaluado en el compuesto acetato de longipilina,
aislado de la planta Espeletia killipii, en dosis experimentales de 3 pg/mL sobre
linfocitos humanos cultivados in vitro mediante el ensayo colorimétrico de
proliferacion celular de MTT. Los resultados obtenidos demostraron que no hubo
un efecto citotdxico importante a concentraciones < de 12.5 ug/mL, por presentar
porcentajes de viabilidad superiores al 80%. Caso contrario manifestaron células
tumorales expuestas al principio activo de Espeletia killipii. Por lo tanto el

compuesto acetato de longipilina afecta principalmente a los grupos celulares
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indiferenciados y aumenta cuando su potencial mitético es mayor (Jaimes, 2006).
Esto concuerda con estudios publicados con sesquiterpenlactonas similares como
acetato de ivalina con actividad antileucémica importante y baja toxicidad sobre

células mononucleares de sangre periférica (Quintero et al., 1999).

De modo semejante, se ha estudiado la actividad citotoxica de los extractos de,
Garcinia indica, Phyllanthus niruri, y Coleus aromaticus, mediante el método de
reduccion de MTT y azul de trypan. Los cultivos de linfocitos fueron tratados con
concentraciones de 50, 100 o 200 g / ml de los extractos de dichas plantas. En el
presente estudio se encontrd que los extractos A. indica, C. aromaticus, P. niruri
fueron citotoxicos para los linfocitos. Por ejemplo se ha indicado que P. niruri,
contiene principalmente lignanos, alcaloides y bioflavonoides los cuales serian los
responsables de dicha actividad y por lo tanto su uso medicinal debe ser

controlado (Varalakshmi, et al 2011).

Considerando la elevada demanda en el uso de plantas medicinales es necesario
producir evidencia cientifica sobre la seguridad y eficacia de los productos que
consumen empiricamente las personas, en las cuales la medicina tradicional esta

muy arraigada.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Determinar la actividad citotéxica in vitro sobre linfocitos humanos de extractos de

S. incarnata y J. pectoralis como parte de los estudios de actividad biolégica

requeridos para certificar su uso como fitoterapéuticos.

5.2 Objetivos especificos:

Determinar si la sobrevivencia de los linfocitos humanos es afectada por
la concentracion de los extractos vegetales y el tiempo de exposicion a

estos.
Recomendar una dosis de los extractos vegetales para el consumo

humano a través de la determinacion de Concentracion Inhibitoria 50
(CI50), sobre linfocitos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 PROCEDENCIA DEL MATERIAL VEGETAL

Las especies S. incarnata y J. pectoralis fueron colectadas en la vereda La
Palomera ubicada en el municipio de Santander de Quilichao, departamento del
Cauca. A una altura de 1.071 m.s.n.m y una Temperatura Promedio: 23° C.

Las plantas se recolectaron por conveniencia, es decir recolectado las hojas, flores
y tallos sanos de las plantas en buen estado fisiolégico, que no presentaran
deterioro, ya sea por hongos o insectos, en el momento de la colecta.
Posteriormente se realizd el lavado con agua destilada y secado del material
vegetal en la incubadora a 35°C en el laboratorio. Después de secar el material se

trituro y se empaco en bolsas de polietileno herméticas.

Figura 4. A. Lugar de muestreo y colecta del material vegetal. Vereda la

Palomera, municipio de Santander de Quilichao departamento del Cauca. A.

Cultivo de J. pectoralis B. Cultivo de S. incarnata.
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6.2 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

Se obtuvieron extractos etanodlicos de partes aéreas de las plantas S. incarnata y
de J. pectoralis, elaborados por el grupo de quimica de productos naturales —
QPN, de la Universidad del Cauca, mediante el método por arrastre de vapor o
extraccion soxhlet, este método consiste en colocar el material a extraer
previamente molido y pesado, en un cartucho de celulosa que se introduce en la
camara de extraccion conectada, por una parte, a un balon de destilacién y por
otra, a un refrigerante. El disolvente contenido en un balon se calienta a
ebullicién, el vapor asciende por el tubo lateral y se condensa en el refrigerante,
cayendo sobre el material. Cuando alcanza el nivel conveniente sifona por el tubo
regresando al baldén. El proceso se repite hasta conseguir el agotamiento
deseado del material (Vasquez et al, 2001). Los extractos obtenidos se liofilizaron
por un método que consistié en congelar el material vegetal para posteriormente
introducirlo en una camara de vacio para realizar la separacion del agua por
sublimacion. De esta manera se elimind el agua desde el estado soélido al
gaseoso del ambiente sin pasar por el estado liquido. Luego se trataron con
carbon activado para retirar el color sin afectar el principio activo. El material seco

se guardé asépticamente a 4° C. ( Jennings ,1993).

6.3 ESTUDIO DE ACTIVIDAD CITOTOXICA

Todos los procedimientos descritos a continuacion se realizaron en el Laboratorio
de Inmunologia y Biologia Molecular de la Facultad de Salud de la Universidad
del Cauca, siguiendo los protocolos recomendados en el manual del producto

Alamar Blue para determinar la citotoxicidad de una sustancia .
6.3.1 Determinacion de la calidad de alamar Blue ®

La casa comercial que vende el producto AlamarBlue, invitrogen, sugiere
determinar los valores de absorbancia esperados del Alamar Blue oxidado y
reducido para las condiciones experimentales de una investigacion en particular.
Se agregaron 10 pL de Alamar Blue en medio de cultivo RPMI en un tubo falcoén.

Esta preparacion se redujo en autoclave, se retir0 y dejo enfriar a temperatura
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ambiente. Finalmente se agito la solucién con una pipeta y se sirvid en los pocillos
de una placa de microtitulacion de fondo plano, se midié la absorbancia en un
equipo de microelisa RT 2100 marca Rayto en longitudes de onda a 570 nm y 630

nm para obtener los promedios correspondientes (Elloyd, 2002).

Figura 5. A. Alamar Blue B. Reactivo Alamar Blue en la forma oxidada (azul) y

reducida (rojo).

éinvitrogen
alamar Blue

DAL1108 100 mi
Lot 155364SA

Expry 12/2013

A

6.3.2 Extraccion y cultivo de linfocitos

Para aislar linfocitos se obtuvo una muestra de 5 mL de sangre en un tubo
heparinizado, de 1 hombre y 1 una mujer sanos entre 18 y 25 afios de edad, que
no recibieran tratamiento médico y que no consumieran tabaco, bebidas
alcohdlicas y drogas psicoactivas con previo consentimiento informado. La
extraccion de los linfocitos se hizo mediante el método de Ficoll-Hypaque (Mishell
and Shiigi, 1980).

La muestra de sangre fue resuspendida 1/2 volumen con PBS, en un falcon de
15ml, la sangre se transfiri6 cuidadosamente sobre medio volumen de Ficoll-
Hypaque, evitando que la sangre y el medio de separacibn se mezclaran. Se
centrifugo a 2500 rpm por 25 min a temperatura ambiente. Se recogi6 la banda de

células mononucleares y finalmente se realizaron dos lavados a las células con 2mL
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de la misma solucion salina; centrifugando a 2500 rpm por 5 min, seguidamente se

descarto el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1mL de medio RPMI.

Figura 6. A. Distribucién de los componentes sanguineos en el gradiente de ficoll-
Hypaque después de centrifugar. B. Camara de flujo laminar con los implementos

de laboratorio.

Las células fueron contadas en camara de Neubauer. Para realizar el conteo, se
sacaron 10 pul de la suspension que contenia las células en un pozo de una placa
de Elisa y se adicionaron 10 pl de azul de tripano al 0.4 %, el cual tifie las células
muertas de azul. Luego de cubrir el hemocitbmetro con el cubreobjetos, se
adiciono con una micropipeta 10 ul de la suspension tefiida a cada una de las
camaras y se dispuso a contar todas las células vivas y muertas en cada uno de
los cuatro cuadrados usando el objetivo 10 X de un microscopio Optico. Se
determind la cantidad de células en suspension, calculando el numero total de
células, contadas en los 4 cuadrados, aplicando la féormula del calculo de

concentracion celular (Hokland and Heron, 1980).
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Figura 7: Férmula para calcular la concentracion celular

Concentracion (cel/ml)= Namero de células contadas en los 4 cuadros x 10.000

Numero de cuadros

Para realizar la siembra de linfocitos, se calcul6 la cantidad de células contenidas
en un volumen de 1 mL, mediante conteo de camara de Newbauer, conociendo el
total de células, se hall6 el volumen necesario para sembrar una densidad igual en

cada pozo.

Figura 8. A. Camara de Neubauer B. Vista de los cuadrantes de la camara de

Neubauer para realizar el conteo celular.
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6.3.3 Determinacion de la longitud del tiempo de incubacién y la densidad

optima de linfocitos

De acuerdo con el manual de invitrogen, para el correcto funcionamiento del
Alamar se debe establecer la cantidad de células a sembrar y el tiempo de
incubacion de estas con el colorante. Por lo tanto, se aislaron los linfocitos de
sangre periférica y se calculé la cantidad de células mediante conteo de camara
de Newbauer, conociendo la concentracion de células en la solucion, se determiné
el volumen necesario para sembrar células en los diferentes pozos en las
siguientes cantidades: 100.000, 200.000, 300.000, 400.000, el volumen final se
ajusto a 100 uL, simultaneamente se adiciono AlamarBlue al 10%, se incubd a 37
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°C y 5 % de CO;, Las células se cultivaron en placas de cultivo de 96 pozos con
medio RPMI, suplementado con 5% de suero fetal bovino, penicilina 100 U/mL y
estreptomicina a 100 mg/mL. Se realizaron tres mediciones de absorbancia a las 4

horas, 8 horas y 24 horas en longitudes de onda de 570 nm y 600 nm.

Con los datos obtenidos se calculo el porcentaje de reduccion mediante la férmula
(Fig. 9), se determiné el tiempo y la cantidad de células necesarias para que el
indicador cambiara de la forma oxidada (azul) a la forma reducida (rojo) (Elloyd,
2002).

Figura 9: Férmula para calcular el porcentaje de reduccion

02xA1 —(01xA2) N

100
R1xN2 —(R2xN1)

Porcentaje de reduccion =

02: 34798 coeficiente molar de extincion de AlamarBlue oxidado a 570nm

0O1: 80586 coeficiente molar de extincion de AlamarBlue oxidado a 630nm

R1: 155677 Promedio de absorbancia de los datos obtenidos de AlamarBlue reducido a
570nm

R2: Promedio de absorbancia de los datos obtenidos de AlamarBlue reducido a 630nm
N1: Promedio de absorbancia del control negativo (RPMI+ AlamarBlue) a 570nm.

N2 Promedio de absorbancia del control negativo (RPMI+ AlamarBlue) a 630nm.

6.4 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD
6.4.1 Siembra de linfocitos

Una vez aislados los linfocitos a partir de las muestras de sangre se sembraron a
una densidad de 200.000 células/ pozo en placas de microelisa en volumen final
de 100 pL.
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Los cultivos de linfocitos se sembraron en medio de cultivo RPMI en placas de 96
pozos durante 24 horas a una temperatura de 37° C y 5% de CO;, en aire y 95%

de humedad relativa.
4.4.2 Adicion de tratamientos y AlamarBlue ®

Se preparo6 una solucién stock de los extractos de S. incarnata y J. pectoralis a una
concentracion de 2.5 g/mL diluidos en DMSO al 40%. A partir de esta
concentracion se prepararon 6 soluciones seriadas del extracto de S. incarnata con
las siguientes concentraciones finales: 25.000 pg/mL, 10.000 pg/mL, 5.000 pg/mL,
4.000 pg/mL, 3.000 pg/mL, 2.000 pg/mL, y se prepararon 5 soluciones seriadas del
extracto de J. pectoralis a concentraciones de 7.200 pg/ML, 5.000 pg/ML, 4.000
pg/ML, 3.000 pg/ML, 2.000 pg/ML (Tabla 1). La concentracion mas alta
corresponde a la dosis de 30 gotas de los extractos consumidos por las personas
como tratamiento para el trastorno del estado animico quienes reportaron mejoria,

sin efectos secundarios.

Se evaludé inicialmente el efecto del DMSO empleado como solvente, a
concentraciones de 0,4% y 0,5%. La mayor concentracion de los extractos
corresponde a una concentracion de DMSO igual a 0,4 %, adicionalmente se
evaludé una concentracion mayor con en el fin de determinar si este compuesto

ejerce un efecto citotdxico en las células.

Posterior a la evaluacion del DMSO se procedi6 a evaluar el efecto de los extractos
vegetales sobre los linfocitos. En cada experimento se us6 como control positivo

medio de cultivo con linfocitos y mitomicina a 100 pg/mL (Tabla 1).

Una vez adaptados los cultivos celulares, durante 24 horas, se adicionaron los
tratamientos, simultineamente se adicion60 a los pozos 10 pL del reactivo
AlamarBlue (resazurina) de Gibco. Las microplacas de cultivo se incubaron hasta
48 horas a 37 °C, 5 % de CO2 y 95 % de humedad y se realizaron dos lecturas de

absorbancia una a las 24 horas y otra a las 48 horas.
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Figura 10. Células en microplacas de cultivo en medio RPMI tratadas con

extractos de las plantas S. incarnata y J. pectoralis en

concentraciones evaluada.
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Tabla 1. Disefio General para los ensayos de Citotoxicidad

S.Incarnata
Tl T0 T T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
T0 T T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9
TO T2 T3 T4 15 T6 T7 T8 T9
J. Pectoralis
T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16
T10 Ti1 T12 T13 T14 T15 T16
T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16

T1: Blanco Medio de Cultivo RPMI sin linfocitos

T2 : Control positivo (Linfocitos en medio RPMI + Mitomicina)

TO: Control Negativo (Linfocitos en medio RPMI+ DMSO + AlamarBlue )
T3: Linfocitos en Medio RPMI

T4: Linfocitos en medio RPMI + extracto de S. Incarnata a 25.000 pg/ML
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T5: Linfocitos en medio RPMI + extracto de S. Incarnata a 10.000 pug/ML
T6: Linfocitos en medio RPMI + extracto de S. Incarnata a 5.000 pg/ML
T7: Linfocitos en medio RPMI + extracto de S. Incarnata a 4.000 pug/ML
T8: Linfocitos en medio RPMI + extracto de S. Incarnata a 3.000 pg/Ml
T9: Linfocitos en medio RPMI + extracto de S. Incarnata a 2.000 pg/ML
T10:Linfocitos en medio RPMI + extracto de J. Pectoralis a 25.000 pg/ML
T11:Linfocitos en medio RPMI + extracto de J. Pectoralis a 10.000 pg/ML
T12:Linfocitos en medio RPMI + extracto de J. Pectoralis a 7.200 pug/ML
T13: Linfocitos en medio RPMI + extracto de J. Pectoralis a 5.000 ug/ML
T14: Linfocitos en medio RPMI + extracto de J. Pectoralis a 4.000 pug/ML
T15:Linfocitos en medio RPMI + extracto de J. Pectoralis a 3.000 pug/ML
T16: Linfocitos en medio RPMI + extracto de J. Pectoralis a 2.000 pug/ML

Los controles y tratamientos se evaluaron por triplicado, bajo un disefo
experimental completo al azar en dos fechas diferentes para evaluar la

repetibilidad de los experimentos.

6.4.3 Lecturas de absorbancia

Transcurridas 24 y 48 horas de incubacidon de los cultivos tratados, la
absorbancia fue leida a 570nm y 630nm en un equipo de microelisa RT 2100
marca Rayto.

Los valores de absorbancia, fueron transformados a porcentajes de supervivencia
y graficados versus la concentracion de los tratamientos. Para calcular la
concentracion inhibitoria 50 se buscé la concentracion que produjera un porcentaje

de supervivencia igual al 50%.
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Figura 11. Esquema general para evaluar el efecto de los extractos de S.

incarnata y J. pectoralis, sobre la viabilidad de linfocitos humanos.

Cultivo de linfocitos a 2 millones/mL en placas de 96 pozos
100 pl x pozo

Incubar por 24 horas a una temperatura de 37° C y 5% de CO,

Adicionar tratamientos x pozo
Incubar por 24 Y 48 horas a una temperatura de 37° C y 5% de CO,

25.000 pg/ML

10.000 pg/ML

5.000 pg/ML

4.000 pg/ML

3.000 pg/ML

2.000 pg/ML

0.4, 0.5, 0.6 1.0% de DMSO

Adicionar 10 pl de AlamarBlue
Incubar por 24 Y 48 horas a una temperatura de 37° C y 5% de CO,

Lectura de placas en espectrofotometro a las 24 y 48 horas
de incubacién a 570 y 630 nm

6.5 ANALISIS ESTADISTICO

Como variable de respuesta se obtuvieron absorbancias de los controles y
tratamientos a 570nm y 630nm. Con base en los valores de absorbancia obtenidos
se calcul6 el porcentaje de sobrevivencia celular entre los linfocitos sometidos a
tratamientos y los linfocitos/ en crecimiento normal, con la siguiente formula
(Figura 12):

02+xA1 —(01%A2) .

100
02«N1 —(01xN2)

Porcentaje de sobrevivencia =
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02: 34798 coeficiente molar de extincion de AlamarBlue reducido a 570nm

0O1: 80586 coeficiente molar de extinciéon de AlamarBlue oxidado a 630nm

A1l: Promedio de absorbancia de los datos obtenidos de AlamarBlue reducido a 570nm
A2: Promedio de absorbancia de los datos obtenidos de AlamarBlue reducido a 630nm
N1: Promedio de absorbancia de los datos obtenidos de células sin tratamiento reducidas
con AlamarBlue 570nm.

N2: Promedio de datos obtenidos de células sin tratamiento reducidas con AlamarBlue
630nm.

Los datos de porcentaje de sobrevivencia obtenidas fueron tabulados y analizados
mediante el programa SPSS version 21. Se realiz6 un analisis preliminar, que
incluyo pruebas de normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad
de varianzas (prueba Levene). Como los datos de sobrevivencia de los linfocitos
expuestos a diferentes concentraciones de S. incarnata y J. pectoralis cumplieron
con los parametros de normalidad y homogeneidad de varianza se empled el
analisis de varianza (ANOVA) para determinar si existian diferencias entre las
respuestas de las células a los tratamientos, es decir si existian diferencias entre
la sobrevivencia de las células en crecimiento con medio de cultivo y DMSO, vy la
sobrevivencia de las células en presencia de los extractos vegetales, es decir si

los extractos presentaban un efecto citotéxico.

El andlisis de los datos se realiz6 con un intervalo de confianza del 99% o
probabilidad de error (p<0,01).
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7. RESULTADOS

7.3.1. Determinacion de la calidad de alamar Blue ®

Los resultados de valores de absorbancia para la forma oxidada y reducida del
Alamar Blue, en medio RPMI, fueron comparados con los valores de absorbancia

gue reporta el manual de Alamar Blue (Tabla 2 y 3).

Absorbancia

570 630

Alamar blue+ RPMI 0472 0,234
oxidado

Alamar blue+ RPMI 0,732 0,135
Reducido

Tabla 2: Valores promedio de absorbancia obtenidos de alamar blue oxidado y

reducido.

Absorbancia

570 630
Alamar blue+ RPMI
0,659 0,248
oxidado
Alamar blue+ RPMI 1,250 0,101
Reducido

Tabla 3: Valores de absorbancia reportados en literatura de la forma oxidada y
reducida de alamar blue.
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La tendencia de los valores obtenidos a una absorbancia de 570 y 630 nm con los
gue reporta invitrogen son similares (figura 13) y mantienen una relacién casi igual
1.6 (0.735 + 0.464) vs 1.9 (1.250 + 0.659). Las variaciones obtenidas estan
ligadas a condiciones experimentales que difieren entre laboratorios, relacionada
ciertamente con el espectrofotometro empleado y la manipulacion de diferentes
placas de microelisa. Estos resultados son importantes para determinar los valores
de absorbancia esperados del de alamar Blue oxidado y reducido, para las

condiciones experimentales de esta investigacion.

1,4

1,2
o
U n
% 03 e "570 RPMI OX
o / e "630 RPMI red
|-
8 0,6 / 570 RPMI ox- Ref
fz ——630 RPMI -red Ref

0,4

02 \

0
570 Longitud de onda 630

Figura 13: Valores de Absorbancia obtenidos de Alamar blue oxidado a 570 nm y
reducido 630 nm y valores de absorbancia reportados en la literatura de la forma
oxidada a 570 nm y reducida 630 nm (570 RPMI oxi-ref y 630 RPMI oxi-ref).

7.3.2 Extraccion y cultivo de linfocitos

La técnica de ficoll-Hypaque, se basa en una metodologia que permite el
aislamiento de mas del 90% de los linfocitos, con una viabilidad mayor del 90%.
En las extracciones se lograron conteos entre 2°000.000 y 6°500.000 cél/mL.

Estas células pueden incluir tanto monocitos como linfocitos, pero segun Lomote
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(2009) los primeros superan ampliamente en niumero a los segundos, como se

observa en la Tabla 4.

Linfocitos: >90% de las células de la fraccion obtenida
>90% viabilidad
50 * 15% rendimiento (recuperacion de linfocitos de la muestra)
Otras células: <5% granulocitos
<10% eritrocitos

Plaquetas en cantidades bajas

Figura 14. Linfocitos observados a través de microscopio Nikon con un objetivo
de (10X).

7.3.3 Determinacion de la longitud del tiempo de incubacién y la densidad

optima de linfocitos

En la figura 15 se observa que a las 24 horas el porcentaje maximo de reduccion
del Alamar blue se obtuvo a una densidad de 300.000 células/ pozo, mientras que
a las 48 horas el porcentaje maximo de reduccion fue igual a densidades de
100.000, 200,000 y 300,000.
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Figura 15. Porcentaje de reduccién de alamar Blue versus horas de incubacion, a
densidades celulares de 100.000, 200,000, 300.000, 400.000 células/ pozo.

Con base en esto se selecciond la densidad de 200.000 células/ pozo, debido a
que en experimentos realizados anteriormente, a densidades mayores las células
comenzaron a presentar inactivacion celular a las 48 horas de incubacion, a causa
de que las células dispuestas en cada pozo van proliferando hasta alcanzar una
densidad de saturacion, pasado esta etapa el crecimiento se detiene por inhibicién

por contacto y las células comienzan a decrecer y morir.
7.4 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

Sobre los linfocitos humanos se utilizé el agente antineoplasico mitomicina como
control positivo de citotoxicidad, mostrando un descenso en el porcentaje de
supervivencia, con valores entre 29,6 % y 14,6 %. Lo que confirma su utilidad
como reactivo bioldégico en estas valoraciones. Los resultados con el control

positivo (mitomicina C) no se incluyeron en el andlisis estadistico.

Con relaciéon al DMSO empleado como solvente de los extractos de las plantas, se
encontré que no afecto la viabilidad de los linfocitos a concentraciones de 0,4 y
0,5%, ya que los valores de sobrevivencia promedio fueron (105,19 + 19,68) y

(95,01 +.0,65) respectivamente. Lo que indica que la actividad biol6gica que se
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encuentre al evaluar los extractos vegetales serd ocasionada Unicamente por los

compuestos activos que estos contengan y no por accion del solvente (DMSO).

En cuanto a la actividad citotdxica de los extractos de S. incarnata y J. pectoralis,
el analisis estadistico no detecté diferencias significativas entre los valores de
porcentaje de sobrevivencia de los linfocitos sometidos a las diferentes
concentraciones evaluadas cuando se realiz6 un analisis del total de los datos, lo
que significa que los extractos no resultaron ser citotoxicos para los linfocitos
humanos (Tabla 5y 6)
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Tabla 5. Porcentaje de sobrevivencia de linfocitos humanos tratados con las ocho
concentraciones de J. pectoralis y el control negativo (DMSO). El promedio

comprende dos repeticiones.

Sobrevivencia

. pectorali Tiempo (hor ,
J. pectoralis empo (horas) Célular p
Media +SD
24 100 + 0,00 0,262
dmso

48 100 + 0,00 0,961
24 100,78 + 1,44 0,262

2ug/mL
48 83,85+21,29 0,961
24 106,86 + 15,51 0,262

3ug/mL
48 91,19 + 24,47 0,961
24 102,72 £12,10 0,262

4pg/mL
48 88,99 30,12 0,961
24 114,58 + 12,09 0,262

5ug/mL
48 100,39 + 32,27 0,961
24 116,25 + 16,04 0,262

10pug/mL
48 97,81 + 30,22 0,961
24 117,64 + 25,28 0,262

7,2ug/mL

Hd 48 96,03 + 36,31 0,961
24 116,57 +21,45 0,262
25 pg/mL. 48 90,57 + 28,86 0,961
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Tabla 6. Porcentaje de sobrevivencia de linfocitos humanos tratados con las siete
concentraciones de S. incarnata y el control negativo (DMSO). El promedio

comprende dos repeticiones.

Sobrevivencia

S. incarnata Tiempo (horas) célular p
Media £SD
24 100 + 0,00 0,886
dmso
48 100 + 0,00 0,310
24 106,71 + 17,42 0,886
2pg/mL
48 91,26 + 13,99 0,310
24 108,91 + 8,22 0,886
3ug/mL
48 89,25+ 15,82 0,310
24 102,74 + 6,16 0,886
4pg/mL
48 89,96 + 16,53 0,310
Sua/mL 24 109,55 + 11,61 0,886
Hd 48 88,24 + 15,02 0,310
24 105,38 + 17,94 0,886
10pg/mL
HY 48 88,87 + 10,96 0,310
105,55 +19,25 0,886
25ug/mL 24
48 77,95+ 18,44 0,310
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En la figura 16 se representan los valores de sobrevivencia obtenidos para las
diferentes concentraciones de S.incarnata en dos experimentos independientes. El
valor calculado promedio de sobrevivencia en la primera repeticion fue de (91,13%
+ 17,09) y en la segunda repeticion (103,78 £ 11,32). El valor individual méas alto
se encontr6 en la segunda repeticion, presentando un porcentaje de sobrevivencia
de (112% + 6,73) a una concentracion de 2000 pug/ML y el valor minimo fue de
(78% = 30,25) a una concentracion de 25,000 pg/ML. Estadisticamente se
encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de sobrevivencia de las

células respecto al control, en dos repeticiones independientes.

Repeticion
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Figura 16. Porcentaje de sobrevivencia celular de linfocitos humanos tratados con
las siete concentraciones del extracto de S.incarnata y el control negativo. Valores
expresados como Promedio * desviacion estandar, de dos experimentos

independientes por triplicado.
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Para determinar si los extractos vegetales tienen un efecto citotdxico relacionado
con el tiempo de exposicion, se realizé un analisis estadistico comparando la
sobrevivencia de los linfocitos a las 24 y 48 horas de tratamiento y se encontro
que las diferencias entre dichos valores si fueron estadisticamente significativos.
En la figura 17 se representan los valores de sobrevivencia promedio de los
linfocitos sometidos a las diferentes concentraciones de S.incarnata durante 24 y

48 horas de tratamiento.

Haoras
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Figura 17. Porcentaje de sobrevivencia celular de linfocitos humanos tratados con

las siete concentraciones del extracto de S.incarnata y el control negativo durante
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24 y 48 horas. Valores expresados como Promedio + desviacion estandar, de dos

experimentos independientes por triplicado.

El valor calculado promedio de sobrevivencia a las 24 horas fue de (105,55 *
12,67) y a las 48 horas (89,36 + 14,41). El valor individual mas alto se encontré a
las 24 horas, presentando un porcentaje de sobrevivencia de (109,55 £+ 11,61) a
una concentracion de 5 pg/ML y el valor minimo fue ( 77,95 £ 18,43) a una
concentracion de 25,000 ug/ML. Como se observa en la figura 18 en un tiempo de

exposicion de 48 horas se presento reduccion de viabilidad.

En cuanto al efecto del extracto de J. pectoralis sobre la viabilidad de los linfocitos,
el andlisis estadistico arrojé diferencias significativas entre los valores de
sobrevivencia de las células respecto al control negativo (DMSO) en dos

repeticiones independientes, como se observa en la figura 18.
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Figura 18. Porcentaje de sobrevivencia celular de linfocitos humanos tratados con
las ocho concentraciones del extracto de J. pectoralis y el control negativo.
Valores expresados como Promedio = desviacion estandar, de dos experimentos

independientes por triplicado.

El valor calculado promedio de sobrevivencia en la primera repeticion fue de
(109,53 + 21,65) y en la segunda repeticiéon (93,50 + 21,89). El valor individual
mas alto se encontrd en la primera repeticion, presentando un porcentaje de
sobrevivencia de (123,13 + 32,66) a una concentracion de 7,2 ug/ML y el valor
minimo (86,59 + 21,66).
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El tiempo de exposicion de los linfocitos frente al extracto de J. pectoralis no
ocasiond diferencias estadisticamente significativas entre los valores de

sobrevivencia de las células respecto al control negativo (DMSO), figura 19.
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Figura 19. Porcentaje de sobrevivencia celular de linfocitos humanos tratados con
las ocho concentraciones del extracto de J. pectoralis y el control negativo durante
24 y 48 horas. Valores expresados como Promedio + desviacion estandar, de dos

experimentos independientes por triplicado.

El valor calculado promedio de sobrevivencia a las 24 horas fue de (109,65 *
16,74) y en la segunda repeticion (95,66 + 25,79). El valor individual mas alto se

encontro en la primera repeticion, presentando un porcentaje de sobrevivencia de
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(117,64 + 25,28) a una concentracion de 7,2 ug/ML y el valor minimo (88,99 +
30,12) a una concentracion de 4 pg/ML.

En general, los linfocitos expuestos a las diferentes concentraciones de los
extractos de S.incarnata y J. pectoralis, no ocasionaron un efecto citotoxico,
encontrandose que no habian diferencias estadisticamente significativas entre
dichos valores. Sin embargo cuando se compara la sobrevivencia celular entre
cada repeticibn con dichos extractos el analisis estadistico arrojé diferencias
estadisticamente significativas. Por otra parte, el analisis estadistico no detect6é un
efecto citotoxico para el extracto de J. pectoralis, durante 24 y 48 horas, pero si se
encontr6 un efecto citotoxico para el extracto de S.incarnata a diferentes
concentraciones a las 48 horas de exposicion. Por lo tanto este resultado es una
alerta de un posible efecto que depende del tiempo de exposicion, el cual debe ser
verificado a través de la realizacion de mas experimentos para aumentar el

namero de repeticiones.
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Este mismo resultado se observa en la figura 20 que representa la curva de dosis-
efecto y que relaciona las concentraciones evaluadas del extracto S.incarnata con

los porcentajes de sobrevivencia.

Curva dosis-efecto S.incarnata
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100,000
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c
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dmso 2 3 4 5 10 25

Concentracion de S.incarnata (ug/ml)

Figura 20: Porcentaje de sobrevivencia de linfocitos humanos tratados con siete
dosis diferentes de S. incarnata, durante 24 y 48 horas. Cada punto es el valor
promedio obtenido en dos experimentos independientes por triplicado.
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En la figura 21 se observa el efecto del extracto de J. pectoralis sobre los linfocitos
humanos a diferentes concentraciones evaluadas. El porcentaje de sobrevivencia

celular presenta una tendencia similar a las 24 y 48 horas de exposicion.

Curva dosis-efecto J.pectoralis

140,000
120,000
% 100,000 ——24 H
'g 80,000 —=—48 H
-% 60,000 Lineal (24 H)
.§ 40,000 — Lineal (48 H)
N Lineal (48 H)
20,000
0,000

dmso 2 3 4 5 72 10 25

Concentracion de J.pectoralis ( pg/mL)

Figura 21: Porcentaje de sobrevivencia de linfocitos humanos tratados con siete
dosis diferentes de J. pectoralis, durante 24 y 48 horas. Cada punto es el valor

promedio obtenido en dos experimentos independientes por triplicado.

66



8. DISCUSION

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la medicina tradicional
constituye una nueva categoria terapéutica que revoluciondé el esquema de
tratamiento medicinal de fines del siglo XX y marca un aporte ascendente en el
siglo XXI. La existencia de plantas con un elevado potencial terapéutico constituye
una alternativa farmacoldgica de marcado interés en el tratamiento de muchas
enfermedades, de ahi la importancia de realizar estudios preclinicos con el
proposito de detectar posibles efectos toxicos post administracién. Dentro de la
bateria de ensayos de primera barrera se encuentran los estudios de citotoxicidad
imprescindibles en la estimacion del potencial toxico de una sustancia de origen
natural o sintético. Por lo general se trata de pruebas simples y rapidas por medio
de las cuales se obtienen resultados cuali-cuantitativo. Por esa razén, la
implementacion del método de Alamar blue es crucial para valorar detalladamente
la proliferacion celular y la citotoxicidad, debido a que ha resultado ser mucho mas
facil y seguro con respecto a ensayos de viabilidad tales como MTT (3-(4,5-
dimeltiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro) y sulforodamina B (SRB) debido a
gue es un método no destructivo que permite al investigador retirar o adicionar
tratamientos sobre la misma poblacién celular evaluada, para futuros andlisis,
como ensayos post tratamiento, sin necesidad de perder células (O Brien et al.,
2000; Pagé et al; 1993).

En este estudio, las diferentes concentraciones evaluadas de los extractos
vegetales de S. incarnata y J. pectoralis, no ocasionaron un efecto citotdxico, sin
embargo, se obtuvieron algunos datos de la sobrevivencia de las células alejados
del control, lo cual posiblemente se debe a variables que no se pueden controlar,
y que pueden alterar los resultados, como mantener una cantidad fija de células
en cultivo y células provenientes de un solo donante. Se ha reportado que la
interaccion bioquimica generada por los extractos vegetales en los linfocitos
humanos de cada individuo, depende de diversos factores como la carga genética,
mas especificamente polimorfismos que confieren al ser humano la capacidad

para metabolizar las sustancias que ingresan al organismo (moléculas exdgenas)
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confiriéndoles caracteristicas toxicas o bien neutralizandolas y volviéndolas
inofensivas. Ademas se ha evidenciado que a nivel molecular las isoenzimas
citocromo-P 450 (CPY) encargadas de llevar a cabo procesos de metabolizacion
de un gran namero de drogas y quimicos estructuralmente diversos (Rodriguez et
al; 2008), tienen variaciones genéticas que pueden alterar el funcionamiento o
procesamiento adecuado de los compuestos que ingresan al organismo. De aqui
la importancia de, no solo profundizar en los estudios dirigidos al tratamiento de
enfermedades con extractos de plantas para determinar sus efectos curativos o
sus efectos nocivos, si no determinar la predisposicién genética de cada individuo
influye directamente en la reaccion final después de metabolizada la sustancia

dentro del organismo.

Por otro lado, el extracto de S. incarnata causo un efecto citotoxico leve en los
linfocitos humanos después de las 24 horas de exposicion a concentraciones de
2000, 3000, 4000, 5000, 10,000, 25,000 pug/ML, mientras que a las 24 horas se
obtuvieron algunos porcentajes de sobrevivencia con valores de 102,59% a
112,10 % en concentraciones de 4000 pg/ML y 3000ug/ML respectivamente. Esto
puede relacionarse con el denominado fendbmeno de hérmesis (Kinoshita et al;
2006), descrito como un patron de dosis-respuesta a algunos productos quimicos
toxicos observado en distintos tipos celulares, caracterizado por una estimulacion
de la proliferacion a dosis bajas, su mecanismo molecular aiin no esta claro y adn
no se ha establecido si es un fendmeno universal que afecta a todos los tipos de
células, este efecto ha sido relacionado con proliferacion celular y por lo tanto esta
implicado en la carcinogénesis (Matés et al; 2008). De esta manera, estos
resultados resaltan la importancia de realizar mas ensayos experimentales para

aumentar el nimero de repeticiones.

A pesar de esto, el andlisis total de los datos no evidencié un efecto citotdxico
ocasionado por los extractos de S. incarnata y J. pectoralis. Este hecho es posible,
debido a que en el estudio fitoquimico realizado por el grupo de Quimica de

Productos Naturales — QPN, de la universidad del Cauca, se identificaron
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compuestos quimicos los cuales estarian implicados en la ausencia de

citotoxicidad.

El extracto etandlico de S. incarnata, reporto grupos de compuestos quimicos
como: flavonas hidroxiladas, terpenos, terpenoides y flavonoides de tipo flavonas,
flavonoles, flavanonas. Los resultados obtenidos apoyan el uso tradicional que se
le ha dado a la planta S. incarnata, ya que la presencia de flavonoides, justificaria
el uso como antidepresivo y antiestrés, ademas antiespasmaodico caracteristico de

los terpenos presentes.

Adicionalmente el andlisis fitoquimico del extracto etandlico de J. pectoralis, ha
reportado la presencia de grupos de compuestos quimicos como: taninos, fenoles,
cumarinas, flavonas hidroxiladas, saponinas, terpenoides, fenoles totales y
flavonoides. El uso etnobotanico como ansiolitico se podria explicar tanto por los
flavonoides presentes como por las saponinas que a su vez corroboran el uso
como antiinflamatorio. Ademas de la presencia de lignanos mencionados
anteriormente, esta asociada con la actividad antidepresiva y antiarritmica (Joseph
et al., 1988). Asi como el contenido de flavonoides relacionados con la actividad
antioxidante para controlar dolores e inflamaciones (Pérez et al., 2001b). Por lo
tanto, esta investigacion y sus resultados resaltan la importancia de continuar con
este tipo de estudios, debido a que el presente trabajo es el primer reporte de
dicha actividad.

A pesar de esto, existen estudios similares que dan cuenta acerca de esta
actividad, como los estudios realizados con los extractos etanodlicos de las
especies Tibouchina longifolia, Mangifera indica. A través del indice mitético se
determind que dichos extractos no causaron actividad citotoxica en
concentraciones de 1.24ug/mL 12.4pg/mL  124pg/mL en linfocitos humanos, esto
se debe a que existen grupos de compuestos polifendlicos presentes en dichas
plantas los cuales poseen una actividad antioxidante y citoprotectora ( Montoya et
al; 2003).
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La actividad citotoxica también ha sido estudiada en tres especies medicinales del
genero Kalanchoe, denominadas: K. pinnata, K. daigremontiana y K. flammea,
probadas en cultivos in vitro, utilizando la técnica de MTT. Los resultados indican
que ninguno de los extractos es citotdxico en concentraciones 1.562 a 200 pg/ml
para dichas células. La gran cantidad de metabolitos presentes como los
triterpenos y los flavonoides en las especies de K. pinnata, K. daigremontiana y K.
flammea, son los responsables de la ausencia de citotoxicidad (Herrera et al;
2010).

Por otro lado, se ha evaluado el efecto citotoxico del extracto metanolico de la
corteza de Psidium guajava, utilizando la exclusién de azul de tripano en células
mononucleares de sangre periférica. El extracto metanolico de Psidium guajava,
no fue citotdxico en concentraciones de 200, 100, 50 y 20ug/mL, presentando un
porcentaje de sobrevivencia entre el 85% y 95%. Si bien se ha determinado que
compuestos presentes en el extracto de Psidium guajava como polifenoles,
antocianinas y carotenoides tienen actividad antioxidante (Duran et al 2013). La
propiedad antioxidante, se relaciona con la proteccion de membranas celulares, ya
que inhibirian la interaccion de los componentes estructurales tipo fosfolipidos
inhibiendo su oxidacion y protegiendo la misma de dafios causados por
compuestos oxidantes (Garcia et al. 2001).

En el area de la salud mental, uno de los trastornos psiquiatricos con mayor
prevalencia a nivel mundial, es la ansiedad, que afecta del 5 al 10% de la
poblacién general y tiende a incrementarse debido a los factores estresantes
ambientales y a los problemas socioeconémicos actuales. Este trastorno, de
manera natural, es una emocién que permite al individuo prepararse para
responder a cambios del medio ambiente; no obstante, cuando sobrepasa el
umbral emocional se vuelve patoldgico e interfiere de manera negativa con las
actividades cotidianas de quienes la padecen (Bouton et al., 2001). Los trastornos
de ansiedad se caracterizan por generar cambios motores, irritabilidad, actitudes
agresivas o de desaprobacion, sensacion de vulnerabilidad, vigilancia exacerbada

y reacciones emocionales exageradas ante una situacion de peligro; todos estos
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sintomas son persistentes a través del tiempo e independientes de los estimulos

externos que los provocan (Kaplan et al., 2002).

Desde un punto de vista neuroquimico, se han implicado tres sistemas de
neurotransmision con la ansiedad: noradrenalina, GABA, y serotonina. Es por ello
que los farmacos habitualmente empleados en el tratamiento de la ansiedad estan
relacionados con estos sistemas (Jonas et al., 1993; McCann, 1995; Petty et al.,
1993).

En la actualidad se han realizado estudios, en busca de principios activos de
plantas con propiedades ansioliticas con menor posibilidad de ocasionar efectos
secundarios. Especialmente compuestos como los flavonoides, pigmentos
vegetales no nitrogenados de bajo peso molecular (Barberan et al., 1990). Los
cuales interactian de manera directa o indirecta con los sistemas esenciales de
neurotransmision cerebral, ademas modulan la actividad de diversas enzimas en
las cascadas de sefializacién de procesos tan importantes como el de la memoria
y el aprendizaje, promoviendo un mejor funcionamiento neuronal (Huang et al.,
2001).

Paladini y colaboradores (1983) realizaron estudios de unién a receptores a
benzodiacepinas (BDZ) con la esperanza de encontrar principios activos de origen
vegetal con estructuras similares a las (BDZ). Como resultado de este estudio
aislaron y demostraron por primera vez que la flavona crisina y la apigenina
aisladas de la pasiflora Passiflora coerulea, de la manzanilla Matricaria rucutita y el
nacleo flavona en si mismo, poseen propiedades ansioliticas en modelos de
conducta en ratones. En modelos in vitro estos metabolitos secundarios mostraron
alta y mediana afinidad por el sitio de unién a (BDZ). Estas flavonas presentaron
ademas escasa actividad sedante y miorelajante, lo cual represento la primera
ventaja de estos metabolitos sobre las (BDZ) y mostrd su potencial como farmacos
para uso humano. Siguiendo la investigacién de estos importantes hallazgos,
Paladini y colaboradores (1983) hicieron modificaciones quimicas de las flavonas
ansioliticas naturales y obtuvieron derivados con mejores propiedades, de los

cuales la 6,3'-dinitroflavona mostro una afinidad por los receptores cerebrales

71



especificos, comparable a la de las (BDZ), pero con una actividad 10 veces
superior. También realizaron un estudio analogo al descrito, con las valerianas,
plantas de uso milenario en la medicina tradicional por sus propiedades
tranquilizantes e inductoras del suefio. Esta investigacion permitié descubrir en
sus extractos la presencia del flavonoide 6-metilapigenina, que resultdé ser un
ligando para el receptor GABAA con propiedades ansioliticas pero no sedantes ni
hipndticas, y de los rutindsidos de flavanona hesperidina y linarina, que no tuvieron
afinidad por el receptor GABAA ni presentaron efectos ansioliticos. En cambio,
ambos rutindsidos hesperidina y linarina resultaron potentes sedantes e hipnoticos
(Marder et al., 2003; Martinez et al., 2009; Wolfman et al., 1996).

Adicionalmente los efectos ansioliticos también han sido estudiados en J.
pectoralis, conocida popularmente como “amansatoros” permitiendo corroborar la
informacién etnobotanica y esclarecer las vias por las cuales la planta ejerce su
actividad sobre el sistema nervioso central. Estos estudios farmacologicos fueron
confirmados a través de la prueba laberinto en cruz elevado campo abierto y la
prueba de tiempo de suefio pentobarbital. El extracto se administré6 por via
intragéstrica a ratones macho en dosis Unicas de 50, 100 y 200 mg / kg. Los
resultados mostraron que el extracto de J. pectoralis modificd significativamente
todos los parametros observados en la prueba de laberinto en cruz elevado, sin
alterar la actividad motora general en el campo abierto y pruebas de tiempo de
suefio pentobarbital. De manera interesante ensayos in vitro, han demostrado que
el extracto de J. pectoralis ejerce su accion a través de la activacion de los
sistemas GABAérgico y opiode. Los resultados mostraron que J. pectoralis
presentd un efecto de tipo ansiolitico, desmintiendo efectos sedantes (Venancio et
al; 2010). Respecto a la especie S. Incarnata no se han reportado estudios afines.
Sin embargo el uso de “alegria” S. Incarnata, esta implicada en el tratamiento de
trastornos depresivos (Gonzales, 2005), caracterizados por la presencia de
tristeza, pérdida de interés o placer, sentimientos de culpa o falta de autoestima,
trastornos del suefio o del apetito, sensacion de cansancio y falta de
concentracion. Este trastorno esta asociado con cambios en la neurotransmision

del sistema nervioso central y cambios estructurales en el cerebro, producidos
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por niveles anormales de la serotonina, norepinefrina y dopamina
neurotransmisores aminergicos que actdan en las neuronas del sistema nervioso
central, implicados en la fisiopatologia de la depresién (Baldwin and Birtwistle,
2002). La actividad antidepresiva de S. Incarnata, estaria asociada a grupos de
compuestos quimicos como flavonoides de tipo flavona y saponinas que
corroborarian el uso como ansiolitico, mejorando el humor y la irritabilidad
(Ordofiez and Pineda, 2013).

En este sentido, la medicina tradicional representa una opcion importante de
respuesta ante las necesidades crecientes de atencion a la salud mental,
provocadas por el creciente y constante estrés de las sociedades modernas y de
los efectos colaterales que se han venido presentando con las benzodiacepinas
como tolerancia, dependencia y sindrome de abstinencia. Es por esto que se ha
incrementado la busqueda y desarrollo de farmacos con propiedades ansioliticas

con menor potencial para inducir reacciones adversas.

En nuestro estudio las plantas S incarnata y J. pectoralis, no evidenciaron
citotoxicidad, esta informacién proporciona resultados utiles en cuanto a la
seguridad, como parte de los requisitos para cumplir con las necesidades del
consumidor, como lo ha estipulado el INVIMA (Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos) a través del decreto 677 de 1995. Recordando que,
esta normatividad sefala que, aunque el largo uso tradicional de las plantas posee
una garantia de inocuidad, no puede deducirse que estén exentas de efectos
secundarios contraindicaciones o interacciones que puedan atentar la salud de las
personas. Por lo tanto el uso de plantas medicinales requiere de estudios
cientificos validos con la finalidad de demostrar el escaso o nulo potencial toxico
de las mismas. Los datos de seguridad deben ser conocidos y tenidos en cuenta
para garantizar un uso racional y seguro. De esta manera, los resultados
obtenidos representan el inicio de una gran bateria de pruebas a nivel preclinico
para garantizar o recomendar segun la farmacopea tradicional. En este sentido, la
importancia de garantizar productos fitoterapeuticos promueve iniciativas que

fortalezcan el conocimiento de grupos indigenas; ademas se ofrecera una mayor
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disponibilidad y estabilidad en la oferta de estos recursos naturales para la salud

de la poblacion.
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9. CONCLUSIONES

Los extractos de S. incarnata y J. pectoralis no presentaron actividad

citotéxica sobre los linfocitos humanos cultivados in vitro.

La sobrevivencia de los linfocitos no resulté afectada por el extracto J.
pectoralis a concentraciones de 25.000, 10.000, 5.000, 4.000, 3.000, 2,000
y 7.200, 5.000, 4.000, 3.000, 2,000 pg/Ml, ni por el tiempo de exposicion, 24
y 48 h.

La sobrevivencia de los linfocitos no resulté afectada por el extracto de S.
incarnata a concentraciones de 25.000, 10.000, 5.000, 4.000, 3.000, 2,000
y 7.200, 5.000, 4.000, 3.000, 2,000 pg/MI, pero si se obtuvo un efecto
debido al tiempo de exposicion, ya que a las 48 h se observdé una

disminucion en el porcentaje de sobrevivencia celular

Los resultados obtenidos representan una primera informaciéon en cuento a
la seguridad de los extractos de S. incarnata y J. pectoralis, con la finalidad
de continuar con estudios de citotoxicidad y genotoxicidad que confirme que
la dosis utilizada tradicionalmente para el tratamiento de trastornos

nerviosos, no constituya un peligro para el consumo humano.

Los resultados arrojados por el presente estudio proporcionan informacién
basica sobre la toxicidad de S. incarnata y J. pectoralis como parte del
proceso de evaluacion y regulacion del consumo de estas plantas

medicinales para los consumidores.
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e El método de reduccion de la resazurina como indicador de sobrevivencia
celular permitié valorar de manera confiable y rapida la citotoxicidad de los
extractos de S. incarnata y J. pectoralis sobre linfocitos humanos.
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10. SUGERENCIAS

Reproducir los ensayos realizados para obtener un mayor nimero de datos
sobre la actividad citotoxica de las plantas S. incarnata y J. pectoralis, con
la finalidad de tener mayor confiabilidad sobre los resultados obtenidos y
principalmente, sobre el posible efecto mitogénico observado, debido a que

este estudio es el primer reporte acerca de dicha actividad.

Analizar de forma individual los compuestos activos de las plantas S.
incarnata y J. pectoralis, con el propoésito de identificar compuestos de

interés farmacoldgico.

Seria de gran importancia, realizar ensayos en los que se evalué la
actividad antioxidante, anticonvulsivo, hepatoprotectora, anticancerigena
empleando lineas celulares derivadas de tumores, fibroblastos, hepatocitos,
células neuronales, con el fin de corroborar otras de las propiedades

farmacoldgicas de los extractos S. incarnata y J. pectoralis.

Se recomienda evaluar los extractos trasformados de J.pectoralis vy
S.incarnata para la comercializacion, debido a que en este estudio solo se

incluyen dichos extractos en su forma pura.

Efectuar ensayos a nivel clinico debido a que los estudios preclinicos no
son suficientes para determinar si un farmaco determinado tendra las
caracteristicas deseadas de eficacia y seguridad en las personas, dado que
depende de reacciones que no pueden ser adecuadamente determinadas
en cultivos in vitro o animales como cefalea, depresion, ansiedad. Por esta
razon, antes de su posible aprobacion, un farmaco debe ser probado en

seres humanos.
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e Determinar en posteriores estudios si los extractos de S. incarnata y J.
pectoralis provocan proliferacion celular, probablemente como respuesta
frente a algunos compuestos quimicos presentes en las plantas, como
flavonas hidroxiladas, terpenos, terpenoides, cumarinas, saponinas, fenoles

totales, taninos y flavonoides.
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