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Resumen Y Abstract IX

Resumen

El propoésito de este estudio fue analizar la actividad neuroprotectoras de seis extractos
alcohdlicos de plantas; Piper tuberculatum Jacq, Piper peltatum Ruiz & Pav, Piper krukoffii
Yunck, Piper arboreum Aubl pertenecientes a la familia Piperaceae, Acalypha diversifolia
Jacq y Alchornea calophylla a la familia Euphorbiaceae extraidas del Piedemonte del
Caqueta y de la Reserva Natural Ucumari (Risaralda). La accion neuroprotectora fue
estudiada en las lineas celulares CAD de origen murino y MO3.13 de origen humano
empleando la C2-ceramida como agente neurotdxico en tiempos de tratamiento de 6 y 24
horas. La viabilidad mitocondrial en las células CAD fue medida con MTT y en las células
MO3.13 con WST-1. La investigacion demostré que los extractos alcohdlicos poseen
actividad neuroprotectora o recuperacion en la viabilidad mitocondrial significativa ***p <
0.05 a las 6 horas de tratamiento en la linea celular CAD, los extractos del Piper
arboreum y Acalypha diversifolia demostraron actividad neuroprotectora en la linea celular

MO3.13 alas 6 horas de tratamiento.

Palabras claves: Enfermedades neurodegenerativas, extractos alcohdlicos, C2-ceramida,
CAD, M03.13, neuroproteccion.



X Evaluacién de la actividad neuroprotectora de extractos alcohdlicos de especies de

plantas del piedemonte del Caqueta y de la reserva natural Ucumari- Risaralda.

ABSTRACT

The purpose of this study was to analyze the neuroprotective activity six alcoholic extracts
of plants; Piper tuberculatum Jacq, Piper peltatum Ruiz & Pav, krukoffii Yunck Piper, Piper
arboreum Aubl belonging to the Piperaceae, Acalypha diversifolia Jacq and family
Alchornea calophylla the family Euphorbiaceae extracted from Piedemonte of Caqueta
and ucumari Nature Reserve (Risaralda). The neuroprotective action was studied in cell
lines and murine CAD M03.13 of human origin using the C2-ceramide as neurotoxic agent
treatment times of 6 and 24 hours. Mitochondrial CAD cell viability was measured with
MTT and the MO3.13 cells with WST-1. The research showed that alcoholic extracts
possess neuroprotective activity or significant recovery in mitochondrial viability *** p <0.05
to 6 hours of treatment in the CAD cell line, extracts of Piper arboreum and Acalypha

diversifolia showed neuroprotective activity in the cell line MO3.13 6 hours treatment

Keywords: Neurodegenerative disease, alcoholic extracts, C2-ceramide, CAD, MO3.13,

neuroprotective agent.
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Introduccioén

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) se caracterizan por una muerte patoldgica
neuronal selectiva en areas especificas del cerebro. Dentro de las mas comunes y
relacionadas con el envejecimiento estan la EA, la EP y la EM. La primera afectando
entre 20-30 millones de personas en todo el mundo, la segunda afectando al 1,8% de
personas mayores de 65 afios, he incrementa en 2,6% en las personas mayores de 85
afios, para el caso de la EM no hay un conceso preciso sobre su incidencia en la
poblacion mundial, sin embargo algunos estudios revelan un estimado de 213.8 de
personas con EM por cada 100 mil habitantes para Noruega y un aumento de la
enfermedad del 50% en los Ultimos 20 afios para Espafa [1,2, 3, 4, 5,6]

Para el caso de Colombia en estimaciones dadas en el afio de 1999, la EP tiene un
estimado de 180.000 personas que la padecen, estas cifras estarian por encima de otras
poblaciones estudiadas, lo que la convierte en un problema de salud puablica al que las

entidades publicas y privadas han prestado poca atencion. [7]

La EA es la forma de demencia mas comuan, con un estimado de 24 a 35 millones de
personas afectadas alrededor del mundo. A pesar de que ha sido ampliamente
explorada, la patogénesis de la EA aun no ha sido aclarada. De acuerdo con la opinién
durante los afios setenta y principios de los ochentas la EA fue considerada como un
déficit colinérgico, que implica las fallas de las proyecciones colinérgica desde el nucleo
basal magnocelular de Meynert a la corteza y el hipocampo.[8]

Estudios posteriores proporcionaron evidencia que la actividad neuronal regula la
produccion BA y un numero elevado de BA disminuye la transmision sinaptica excitatoria
debido a la disminucién del nidmero de receptores de AMPA (AMPARS) y de los
receptores de NMDA (NMDARS), que se asocia con el colapso de espinas dendriticas

glutamatérgicas.[9]



2 Introduccidén

La EP es un trastorno progresivo del movimiento, caracterizado por bradicinesia
progresiva (lentitud de los movimientos voluntarios), rigidez, temblor de reposo y
alteraciones en la postura. Ademas en esta enfermedad se reconoce sintomas no
motores que incluyen los autonémicos y cognitivos, trastornos del suefio, la disfuncién
olfativa y la depresion, esto ocurre probablemente debido a la propagacién de la
patologia mas alla de los ganglios basales. En la EP las manifestaciones motoras son
atribuidas a la progresiva pérdida de neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra
pars compacta (SNpc) resultando en la disfuncién secundaria de los ganglios basales

que estan involucrados en la iniciacion y ejecucion de los movimientos. [10]

Las caracteristicas subcelulares de la EP son las inclusiones intraneuronales de varias
estructuras que consisten en su mayoria de fibrillas de a-sinucleina (cuerpos de Lewy y
neuritas de Lewy). Sin embargo la etiologia de la enfermedad de Parkinson es
actualmente desconocida. Parece que la enfermedad resulta de la combinacion vy
acumulacion de las exposiciones ambientales y las interacciones complejas entre genes

y entorno. [11]

La mayoria de las formas de EP son idiopaticos, pero aproximadamente el 10-30% de los
casos tienen una historia familiar y en una minoria de ellos la enfermedad sigue un
patrén de herencia mendeliana, entre esta la enfermedad de inicio temprano que se
caracteriza por presentarse generalmente en menores de 40 afios. Se han identificado 18
loci, asociados a la EP, los cuales han sido designados en secuencia cronolégica
(PARK1 — PARK18). Se han hallado mutaciones en genes como PARKIN, DJ-1, PINK,
ATP13A2 y FBXO7, que causan la EP Autosémica Recesiva y en genes tales como a-
sinucleina, PARKS3, UCH-L1, LRRK2, PARK10, OMI/HTRA2 ,GIGYF2 , EIF4G1 y VPS35
que causan la EP Autosémica Dominante.[12,17,13,14]

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad que causa discapacidad en las personas
gue la padecen. 20 afios después de ser diagnosticadas, la mitad de todos los pacientes
necesitan asistencia con la movilidad y el 50% desarrollan déficit cognitivo. La
enfermedad suele empezar entre los 20 — 40 afios de edad, afectando con mas
frecuencia a mujeres que a hombres. Segun el Atlas de la base de datos de EM, en todo
el mundo unos 2,5 millones de personas tienen EM y las cifras de la Federacion

Internacional de Esclerosis Multiple sugieren que sélo en Europa la enfermedad cuesta
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mas de € 15 mil millones cada afio en costos directos de atencién de salud y pérdida de
productividad.[15]

La EM es una enfermedad cronica, autoinmune e inflamatoria del SNC, la
desmielinizacion de los axones de las células nerviosas pueden ser vistos como placas
escleréticas en la materia blanca del tejido cerebral y ésta causa neurodegeneracion y
perdida axonal. Recientemente se ha reconocido que la inflamacion y la patologia de la
corteza cerebral también juegan un papel importante en la esclerosis multiple. Esto
puede ser debido, en parte, a la inflamacidén en las meninges de los pacientes con EM,
gue se asocia con lesiones subpiales.[16]

En base a lo anterior se hace necesaria la busqueda de alternativas neuroprotectoras,
gue sean efectivas y de facil acceso monetario. Los estudios sobre farmacos para el
tratamiento de enfermedades neuronales empezaron en el siglo XIX y en efecto, las
primeras drogas usadas para tratar condiciones patoldgicas del SNC fueron basadas en

recursos naturales, especialmente en plantas. [17]

Para nuestro siglo las plantas alrededor del mundo siguen siendo utilizadas para el
tratamiento de diversidad de enfermedades incluyendo las del sistema nervioso , como
los estudios realizados en ciudad de Navarra (Espafia), la etnofarmacologia en esta
region ha permitido la blusqueda de compuestos para el tratamiento de Parkinson,
Alzheimer etc. Paralelo, estudios en Suramérica demuestran la importancia de la
fitoterapia, donde las plantas en algunas comunidades aisladas o de influencia indigena

son el pilar para el tratamiento de enfermedades incluyendo las neuronales.[18,19,20,21]



4 Introduccion

En Colombia desde el siglo XVIII existen datos escritos sobre la utilizacion de las plantas
en la medicina tradicional, sin embargo los estudios sobre sus propiedades son escasos.
Colombia cuenta con una gran despensa de moléculas resguardadas en su flora y que
han sido utilizadas por comunidades ancestrales a través del tiempo, que incluyen la
utilizacion de especies de plantas del género Piper, perteneciente a la familia Piperaceae,
gue incluyen plantas muy conocidas como la pimienta. En Colombia, el Herbario Nacional
Colombiano informa de la presencia de 312 especies distribuidas en todo el pais,
corresponden con el 30% de las especies de Piper existentes en el mundo al igual que
especies de la familia Euphorbiaceae, que incluyen por ejemplo la hierba buena. La
familia Euphorbiaceae incluye cerca de 8000 especies, la mayoria de los cuales se
caracterizan por la produccion de latex. Algunas especies son importantes como plantas
medicinales y nutricionales, mientras que otras son fuentes de aceites y biocombustibles;
cerca de 43 especies de plantas del género Euphorbia se distribuyen en Colombia y
muchas se utilizan en la medicina tradicional. Ademas, unos 400 diterpenoides han sido
aislado a partir de plantas del género Euphorbia con un amplio espectro de actividades
biolégicas, estas dos familias de plantas estdn ampliamente distribuidas en las regiones

tropicales y subtropicales del mundo.[22,23,24]

Estudios quimicos han demostrado que el género Piper al igual que otras especies de la
familia Euphorbiaceae poseen metabolitos secundarios como amidas insaturadas,
flavonoides, lignanos, ésteres de cadenas cortas y largas, terpenos, esteroides, propenil
fenoles y alcaloides.[25] En investigaciones realizadas en Colombia en especies de
plantas de la familia Piperaceae se han encontrado compuestos con actividad
antimalarica, para el control de plagas de insectos y datos de su uso en la
etnomedicina.[26,20] La presencia de compuestos con actividad y variedad de
metabolitos dan la posibilidad de encontrar neuroprotectores.

En este proyecto se evalud la capacidad de extractos etandlicos para contrarrestar la
accion neurotéxica provocada por la C2-ceramida, un lipido endégeno que en altas
concentraciones intracelulares puede modular la liberacién del citocromo C de la
mitocondria, la apoptosis, la activacion de la caspasa 3 junto con el Factor 1 activador de
Proteasa Apoptotica (APAF1), incluso la parada del ciclo celular. La actividad
neuroprotectora se determind en dos tipos de células de lineas celulares, una de tipo
murino (CAD) y la otra de oligos de tipo humano MO3.13 [27, 28]



1. Marco teérico.

1.1 Estrés oxidativo en las enfermedades
neurodegenerativas

Aunque todos los 6rganos pueden ser potencialmente modificados por el dafio del estrés
oxidativo, el cerebro comprende un tejido sensible al dafio dada su alta tasa metabdlica y
disminuciéon en antioxidantes que se acelera durante el envejecimiento, se suma el
desorden metabdlico y la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas como el EA.
Las neuronas y su membrana mitocondrial, tienen como funcién controlar la sintesis de
ATP, la acumulacién de Ca*?, generaciéon de superoxido, radicales libres y actividad
redox. [29,30 31]

Figura 1 Consecuencias de los radicales libres (RL) en la célula [32]
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En términos energéticos, la neurotransmision es posiblemente uno de los procesos
biolégicos conocidos mas costoso. La re-polarizacion de la membrana plasmatica axonal
de las neuronas durante los potenciales de accion, depende estrictamente de un bombeo
continuo de salida de Na* y Ca* e ingreso de K*, un proceso que esta acoplado a los

gastos de energia en forma de ATP [33,34].

El cerebro uno de los tejidos que dependen en su mayoria de un suministro continuo de
energia y por lo tanto uno de los tejidos mas vulnerables a la falta de ella. Por ejemplo,
durante una isquemia la ausencia de oxigeno y nutrientes, las reservas de energia del
cerebro son capaces de mantener los niveles de ATP apropiados para casi 1 minuto. Sin
embargo, durante o justo después de la reperfusion hay un aumento significativo en la
formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERON) por las mitocondrias.
Las mitocondrias son elementos representativos en la muerte neuronal asociada con

trastornos neuroldgicos, los accidentes cerebrovasculares y el envejecimiento. [22]

La disminucién brusca de la concentracion de glucosa y de la presion parcial de oxigeno
producida por la isquemia, induce inhibicion de la cadena respiratoria en la mitocondria y
en consecuencia, el bloqueo de la fosforilacién oxidativa. La pérdida del gradiente
electoquimico mitocondrial da lugar a una deplecion de ATP y como consecuencia un
descenso en la actividad de las bombas Sodio/Potasio que conlleva una entrada de sodio
y una salida masiva de Potasio que genera una despolarizacibn de la membrana,

conocida como despolarizacién anéxica. [35]

Las mitocondrias estan presentes en casi todas las células y son el lugar para muchas de
las funciones del cuerpo 'limpieza’, incluyendo la sintesis y el catabolismo de los
metabolitos, la generacion y la detoxificacion de ERO, la apoptosis, la regulacién del
calcio en el citoplasma y la matriz mitocondrial y finalmente, la funcion critica de la
generacion de ATP mediante la fosforilacién oxidativa (FOSOX). Cada mitocondria tiene
la capacidad para llevar a cabo la fosforilacion oxidativa utilizando su cadena de
transporte de electrones (CTE), donde los productos metabdlicos generados a partir de
ciclo de Krebs conducen la generacién de un gradiente de protones en la membrana
mitocondrial interna (MMI), que proporciona la energia necesaria para la sintesis de ATP.
[36]
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La mitocondria cumple un papel fundamental para la obtencion de energia a partir de la
oxidacién de moléculas, sin embargo esto conlleva a que se produzcan radicales libres.
La primera indicacion de la produccién de 6xido nitrico mitocondrial fue la descripcién de
la actividad de la NADPH diaforasa en los nervios perivasculares de la arteria basilar.
Poco después de este estudio usando microscopia electrénica por inmunomarcaje se
encontré inmunoreactividad para O6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) en las
mitocondrias de varios tejidos de rata incluyendo el higado, el corazon y el cerebro. Esta
observacion béasica abrié la posibilidad de que el oxido nitrico (NO) puede ser un
regulador intrinseco de la respiracion mitocondrial.[21]

Las mitocondrias fueron puestas en conocimiento de la biologia del envejecimiento,
debido al papel central de la mitocondria en la produccién de energia quimica (ATP). Se
comprende que el envejecimiento es acompafiado por un decline general de las
funciones fisiolégicas en compafiia de todas las funciones que dependen del sistema
nervioso central. En un estudio realizado en unas series de cepas de ratones, se
demostrd que la alta calidad en la integridad del sistema nervioso central se asocié con el

incremento de la calidad de vida y con una disminucién en la neurodegeneracién [37].

Un deterioro dependiente de la edad de la funcién mitocondrial puede ser debido a
cualquier disminucion de la transferencia de electrones, o aumento de protones H+ en la
permeabilidad de la membrana interna, o disminucién de la sintesis ATP impulsado por
H+. En varios estudios se ha demostrado que las ratas de edad avanzada muestran
disminucion de potencial de membrana en las mitocondrias corticales y del cuerpo
estriado y en las mitocondrias de todo el cerebro, hechos que ahora se interpretan

principalmente por la disminucion de la transferencia de electrones.[25]

Se ha demostrado que las patogénesis en los astrocitos se potencian por el estrés
oxidativo en las mitocondrias, también llamado “fuego dentro”. Las ERO mitocondrial
(mERO) son generados por la cadena respiratoria durante la sintesis de ATP debido a la
fuga de electrones principalmente de complejo |, complejo 11l y recientemente descubierto
en el complejo Il. El Estrés Oxidativo mitocondrial conduce no sélo a la interrupcion del
suministro de energia, sino también a graves dafios de los componentes mitocondriales,
incluyendo proteinas, lipidos y ADN mitocondrial (ADNmt). Ademas, el estrés oxidativo se

acompafia a menudo de estrés Ca™, otro inductor importante de apoptosis.[38].
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Se puede establecer el alto grado de relacién entre el desarrollo de las Enfermedades
Neurodegenerativas, el dafio mitocondrial y la aparicion del EO que desencadena en la
produccion de ERO. En ejemplo la EP no tiene definida una etologia, pero en su gran
mayoria afectan la funcionabilidad de la mitocondria. Por esa razén, es importante
desarrollar estrategias que puedan ser utilizadas como terapias y que aborden la

proteccion de la mitocondrias a partir de antioxidantes.

Existe el desarrollo de terapias y farmacos orientados a proteger a la mitocondria,
teniendo en cuenta su papel fisiopatolégico en procesos de muerte y supervivencia
celular. En la actualidad se realizan investigaciones de la accion de antioxidantes sobre
tejidos y 6rganos que por su funcién estdn expuestos a una alta induccion de oxidacion.
Un ejemplo de estos antioxidantes es la MitoQ (Mitoquinona), un antioxidante
mitocondrial orientado que permite la prevencion selectiva del dafio oxidativo
mitocondrial. MitoQ ha sido evaluada como un tratamiento oral para la enfermedad de
Parkinson y otros trastornos neurodegenerativos asociados con el estrés oxidativo

asociado a la disfuncién mitocondrial. [26]

1.2 Fitoquimica

El empleo de plantas medicinales con fines curativos es una practica utilizada desde
tiempos inmemorables. El conocimiento de las especies vegetales se profundizé y sus
propiedades medicinales han sido ampliamente estudiadas en nuestros dias. La
etnomedicina y la entofarmacologia desde inicios del siglo XX han cobrado importancia
para la industria de la farmacia por ser fuentes en la blsqueda de compuestos con
actividad bioldgica. El uso de la medicina tradicional, de fitoterapias, y suplementos
dietarios, a partir de plantas utilizadas de forma tradicional segun muchos estudios
contribuyen al cuidado de la salud humana. La fitoquimica se ha convertido en el primer
paso para el desarrollo de terapias a partir de los compuestos encontrados en las
plantas de uso etnobotanico, es asi que el interés mundial se ha centrado en la medicina
tradicional China, africana y suramericana, sin dejar atras las incesantes investigaciones
de entidades publicas y privadas para demostrar el modo de actuar y eficacia de estos

compuestos. [39,40]



Marco tedrico 9

La fitoquimica es utilizada alrededor del mundo para identificar los metabolitos
secundarios de las plantas que son utilizadas en la medicina tradicional, dentro de estos
metabolitos estan los alcaloides, flavonoides, saponinas, flavonas etc. Hoy existen miles
de referencias de investigaciones que se sustentan en dos pilares; la etnobotanica y la
fitoquimica. La primera permite dar a conocer las plantas con sus respectivos nombres
comunes Yy cientificos y los usos que se le dan por parte de las comunidades indigenas,

campesinas o personas del comun que tienen algun tipo de conocimiento. [41]

Figura 2. Elementos béasicos del metabolismo primario en relacion con el metabolismo secundario
en plantas. [42]
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La fitoquimica permite tomar estas plantas y caracterizar sus metabolitos secundarios y
algunas veces el aislamiento de estructuras quimicas. Los metabolitos secundarios son

compuestos de bajo peso molecular que se derivan de procesos secundarios de las
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plantas y no cumplen una funcién en procesos primarios como la fotosintesis,
asimilacién de nutrientes, transportes de solutos, sintesis de proteinas, carbohidratos o
lipidos. Sin embargo su funcion en las plantas se traduce en inmunidad. Su linea se

centra en disminuir la accion de patégenos. [43]

Estos metabolitos estan distribuidos en varias familias de compuestos quimicos, como
los de tipo alcaloides, flavonoides, saponinas, terpenos, antraquinonas etc. No obstante
las plantas desarrollan una variedad distinta de metabolitos secundarios, esta variedad
es la que buscan los investigadores desde el campo de la fitoquimica. Paralelo la
caracterizacién y determinacién de la actividad bioldgica de los metabolitos secundarios
en enfermedades que agobian a los seres humanos, 0 mecanismos mas adecuado para

controlar las plagas en los cultivos es el motor de la industria farmacéutica. [44]

1.3 Linea celular CAD

En este proyecto de investigacion se utiliz6 como modelo celular las células CAD
(Cath.a-differentiated), una linea murina de neuronas catecolaminérgicas de origen
mesencefalico. Resultan de una variacién de una primera linea celular catecolaminérgica
del sistema nervioso central CATH.a, las cuales fueron obtenidas a partir de un tumor
mesencefalico de un ratén transgénico portador del antigeno T grande del SV40 bajo el
control transcripcional del promotor de la tirosina hidroxilasa de rata. Las células CATH.a
expresan propiedades neuronales pero carecen de morfologia neuronal. También
expresan las enzimas (-hidroxilasa dopamina y Tirosina Hidroxilasa, ademés varios
marcadores de neuronas diferenciadas, incluyendo proteinas de neurofilamentos,
sinaptofisina, canales dependientes de voltaje sensibles a corrientes de K*, Na* y Ca*
similares a los reportados en otras neuronas.[45] La diferencia mas significativa entre las
células CATH.a y las células CAD, es que las células CAD perdieron espontaneamente
el oncogen de inmortalizacién original, el antigeno T SV40, pero aun asi por causas

desconocidas las células CAD siguen siendo inmortales.[46]

Las células CAD expresan proteinas neuroespecificas como: B-tubulina clase I, la
proteina asociada al crecimiento de 43 kDa (GAP-43), proteina asociada al sinaptosoma

de 25 kDa (SNAP-25) y sinaptotagmina, excepto la proteina acida fibrilar glial (GFAP).
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Adicionalmente, las células CAD expresan tirosina hidrolasa bioactiva y sintetizan L-
DOPA. [56]

En medio de cultivo con suero, estas células son morfolégicamente indiferenciadas y
proliferan con un tiempo de duplicacién de 18-22 horas. [56] Cuando el medio de cultivo
no contiene suero u otras proteinas exogenas, la division celular se detiene y empieza el
proceso de diferenciacion celular. Las células CAD tiene cambios draméticos en su
morfologia, apareciendo procesos neuriticos elongados con varicosidades incrustadas
tanto al final como en el medio de estos procesos, grandes cantidades de microtubulos y
filamentos intermedios.[56, 57, 47]

La supervivencia de las células CAD esta regulada de forma autocrina mediada
principalmente por la neurotrofina 3 (NT-3) y la expresion de receptores tirosina quinasa
C (TrkC) en la membrana, creando un loop auto-trofico. Las células CAD pueden
sobrevivir 'y diferenciarse morfolégicamente en ausencia de factores tréficos
proporcionados exdgenamente. Sin embargo, reactivos que bloquean la accion de la NT-
3 y no de otras neurotrofinas, inhibid la supervivencia de células CAD diferenciadas. Las
células CAD diferenciadas mueren por apoptosis cuando sus receptores tirosina-quinasa
C son bloqueados, mientras que el bloqueo de estos receptores en la células CAD no

diferenciadas no tienen ningun efecto sobre la viabilidad celular [48].

Las células CAD tienen la capacidad de diferenciarse ante la ausencia de suero, siendo
este proceso reversible, o que hace de estas células un buen modelo de estudio para los
procesos de diferenciacion neuronal.[57] En general las células CAD son un modelo
atractivo para el estudio de los eventos que ocurren en la EP, dada la expresion de
marcadores neuronales, su comportamiento como neuronas catecolaminérgicas, y su

capacidad para diferenciarse y la produccion de la neurotrofina NT-3.

1.4 Linea celular MO3.13

La mielinizacion dentro del (SNC) es un proceso que se desarrolla por el metabolismo de
proteinas y lipidos dentro de los oligodendrocitos (OLGS). Los estados de los (OLGs) han

sido caracterizados por la presencia de marcadores especificos en su membrana. La
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presencia de galactocerebrosido (GC), proteina béasica de la mielina (MBP) y proteina
proteolipidica (PLP) son todos indicadores de (OLGSs) diferenciados. [49]

La linea celular MO3.13 es un hibrido humano-humano a partir de células del (SNC)
postmitdticas que expresa las proteinas especificas para (OLGS), y posee mucha
similitud con cultivos primarios de (OLGs) humanos, tanto a nivel molecular como
bioguimico. La transformacién de la linea celular empezd con un cultivo de células
extraidas a partir de resecciones quirdrgicas para la epilepsia intratable, de las cuales se
separaron los oligodendrocitos e inmediatamente fueron sometidos con fusion de
rabdomiosarcoma TE671-TG6 de la serie MO. Para generar la inmortalizacion celular. Se
generaron dos lineas celulares la MO1 y la MO3, de las cuales la MO3 mostr6 mayor
inmunoreactividad para (GFAP) y (MBP).[50]

1.5 Ceramida

La ceramida (N-acetil-esfingosina), es un esfingolipido que pertenece a un grupo de
segundos mensajeros lipidicos, que a través de la modulacién de vias de sefalizacion,
regulan diferentes procesos de la actividad celular: apoptosis, senescencia,
diferenciacion y ciclo celular [51, 52]. La ceramida en mamiferos, se origina por dos
mecanismos enzimaticos: sintesis de novo por condensacion de serina y palmitoil-CoA
para formar 3-oxo-dihidroesfingosina o0 por accion de la esfingomielinasa neutra
(nSMasa). [53, 54]

La ceramida esta constituida por una cadena amino alcohol unida covalentemente a un
acido graso de longitud variable por medio de una unién amida. Las ceramidas celulares
presentan diferentes longitudes del acido graso, que puede ser de 16, 18 y 20 carbonos,
estan se conocen como C16, C18 y C20 ceramida. Las ceramidas sintetizadas, no
celulares, presentan cadenas de acido graso de cadena corta entre ellas estan: C2, C4,
C6 y C8 ceramida.[88] Se ha visto que las ceramidas sintéticas de cadena corta
detienen el ciclo celular y activan la apoptosis, lo cual ha llevado a postular que ellas son
moléculas claves en el proceso de muerte celular.[55] Debido a que las ceramidas
naturales de cadena larga son insolubles en el agua y dificilmente se insertan en la capa

lipidica desde el exterior, las ceramidas sintéticas de cadena corta, especialmente la C2-
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ceramida y C6-ceramida han sido utilizadas ampliamente como herramienta experimental
debido a su alta solubilidad en agua y permeabilidad en las membranas celulares. [56,
57]

Una de las caracteristicas de la biologia mediada por la ceramida es la variedad de
resultados bioldgicos observados en respuesta a su acumulacion intracelular. Los
mecanismos moleculares que regulan la célula "toma de decisiones", en respuesta a la
ceramida permanecen en gran parte poco clara. En esta perspectiva, el estudio de los
modelos neuronales ha comenzado a proporcionar informacion importante sobre la
comprension de estos mecanismos que regulan la diferenciacion y la muerte celular. De
hecho, la diferenciacién y la muerte celular se encuentran entre los mas comunes efectos
provocados por la ceramida en la mayoria de tipos de células y en células neuronales. La
neurobiologia también arrojar luz sobre la regulacién de la biologia mediada por la
ceramida en otros modelos celulares. Puesto que cada vez mas pruebas vinculan el
metabolismo aberrante de la ceramida a diferentes patologias, la comprension de los
mecanismos subyacentes a estos acontecimientos puede representar la clave para el

disefio de nuevos enfoques terapéuticos.[58]

El incremento de los niveles de ceramida es una respuesta celular coman de una
variedad de tipo de células, ocasionada por la exposicion a agentes inductores de estrés
celular, tales como: Citoquinas (TNFa, FasL, IL-1), agentes citotoxicos, estrés ambiental
y Oxido nitrico. Por tanto, se cree que podria estar implicado en la fisiopatologia de la
neurodegeneracion [87, 88, 89] La ceramida se considera una neurotdxina potencial
enddgena [92, 59].

La sefalizacion a través de la via PI3K/AKT es critica para la supervivencia neuronal
[60], y su inhibicién por ceramida contribuye a la apoptésis neuronal [61], por tanto se ha
propuesto como un camino putativo de muerte neuronal en la Enfermedad de Parkinson
[62] El mecanismo de inhibicibn de AKT por ceramida es aun controvertido e incierto.
Algunos estudios afirman que la ceramida inhibe PI3K [63], mientras que otros han
postulado que la ceramida induce la redistribucion en la membrana celular de PTEN,

principal regulador negativo de la via PI3K /AKT. [64]
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1.6 Familia Piperaceae

Descripcion; Hierbas, sufratices, arbustos, pequefios arboles o lianas trepadoras,
terrestres o epifitas; haces vasculares dispuestos en varios circulos o dispersos como en
las monocotiledoneas, nudos con frecuencias engrosados y prominentes, a ménudo
todas las partes de la planta con puntos glandulares y/o tricomas diminutos, uniseriados,
2-3 celulas, 30-50 um. de longitud, las superficies papiladas; profilo, cuando presente
solitario y lateral, hojas simples alternas o , por reduccion entre nudos, pseudo-opuestas
o verticiladas, con frecuencia con aroma de anis, pecioladas; peciolo vaginado
basalmente 0 en toda su extensién, en ocasiones con margenes prominentes que
abrazan el tallo. Inflorescencias en espigas compactas, raramente racemosas, opuestas,
terminales o axilares, solitarias o numerosas, confromando inflorescencias compuestas
umbeliformes o paniculadas. Flores diminutas, bisexuales o unisexuaes, sin periantio,
subtendidas por una bractea floral, hipopeltada y aplanada distalmente; estambres 2-5 (1
estambre en Piper nematenthera (Mig) C. DC.) que nacen de la base del pistilo, anteras
con (1)- 2-4 tecas, dehiscentes lateralmente, el plano de dehiscencia vertical u horizontal;
pistilo sincarpico simple, sésil o pedicelado, 1-4 carpelos, unilicular, con un évulo basal
solitario, estilos ausentes o tantos como los estigmas, estigmas 1-4 fruto drupaceo,

carnoso. [65]

1.6.1 Habitat y Distribucién Geografica

Familia pantropical, con cerca de 3000 especies descritas, la mayor parte de las cuales
se encuentran en el Neotrépico. En Colombia, las Piperaceas son particularmente
abundantes en la costa del Pacifico, valle del Magdalena y faldas de los Andes. Especies
de la Familia son un elemento conspicuo del sotobosque y, en ocasiones, se presentan
como parte importante del estrato epifito, particularmente de lugares sombrios y
hamedos; algunas prosperan como pioneras en bosques secundarios, pocas crecen en
areas secas. Se conocen representantes de esta familia desde el nivel del mar hasta
3100 m de elevacion; en Colombia presenta su mayor diversidad entre los 300 m y 2600

m sobre el nivel del mar. [39
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1.6.2 Género Piper.

Descripcion: Sufratices, arbustos, pequefios arboles, erectos a lianescentes o
escandentes, terrestres o epifitos, tallos con haces vasculares en varios circulos
concéntricos; profilo solitario y lateral, cubriendo en forma parcial o completa el vastago
del tallo en los nudos florigenos. Hojas alternas, lamina foliar entera lobulada
(generalmente s6lo en la base), de lisa a rugosa o buliforme, suave o escambrosa,
glabra, papilada o con tricomas uniseriados, simples o ramificados, en ocasiones
glandular-punteada en una o ambas caras, membranacea 0 grueso-cartdcea, con
frecuencia asimétrica y desigual en la base; peciolos con los margenes prominentes en
todos los nudos y abrazando el tallo o inconspicuos en los nudos florigenos.
Inflorescencias en espigas solitarias, pedunculadas, terminales y opuestas a las hojas,
raramente axilares: en ocasiones las espigas se disponen en grupos conformando
inflorescencias compuestas, racemiformes o paniculadas; raquis de la espiga carnoso o
filiforme, glabro o pubescente; flores unisexuales (especies paleotropicales) o bisexuales
(especies neotropicales), de laxa a densamente agrupadas sobre el raquis, axilares a
una bractea floral epipeltada, orbicular, triangular, cuculada o espatulada; estambres (1)-
2-5-(7), filamentos cortos o mas largos que el pistilo, a menudo articulados a las anteras
y persistentes sobre las paredes del ovario, anteras con dos tecas, lateralmente
dehiscentes, leve a profundamente divergentes y dehiscentes en un plano horizontal,
oblicuo o vertical, el conectivo a menudo ensanchado basalmente y/o prolongandose por
encima de las tecas, formando un disco apical y punteado-glandular; pistilo 3-5-
carpelado, sésil o pedicelado; estigmas 3-5, sésiles o sobre igual nUmero de estilos.
Fruto drupaceo, carnoso, redondeado a elipsoide, angulado y triangular a oblongo por
compresion de frutos adyacentes, glabro, raramente pubescentes o densamente

papilado, a menudo punteado-glandular. [39]

e Habitat Y Distribucion Geografica

Género pantropical con cerca de 1100 especies. En el neotrépico (ca. 800 especies)
cinco &reas son particularmente ricas en especies del género: la costa pacifica de
Colombia y Ecuador, el oeste de la Amazonia en el Pert y Ecuador, la costa Atlantica del
Brasil, los Andes de Venezuela, Ecuador, Colombia y norte del Peru y el sur de México y

la peninsula del Yucatan. En el viejo mundo (ca. 300 especies) la mayor parte de las
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especies se encuentran en las islas del Pacifico, Filipinas, sureste del Asia (Indochina) y

el sur de la India. [39]

El género Piper L. esta constituido por plantas de preferencias umbricolas, a menudo
riparias o de lugares humedos y protegidos, que prosperan en bosques del tipo himedo
tropical, premontano y montano; pocas especies (mayormente “malezas”) crecen en
lugares expuestas y relativamente secos; algunas especies habitan en bosques deciduos
o semideciduos del norte y centro de México. Las especies del género Piper L. se
encuentran desde el nivel del mar hasta los 2600-(2900) m, abundan especialmente
entre los 400 y 2000 m. [39]

En Colombia las especies de Piper L. son un elemento conspicuo de la vegetacion en
muchas areas, en particular en el piedemoente occidental de la Cordillera Occidental, en
los departamentos de la costa del Pacifico, en donde prosperan casi el 50% de las

especies que se conocen para el pais. [39]

e Bioactividad de Especies del Género Piper

Existen muchas especies de pipereaceas utilizadas por milenios e incluso bajo otras
modalidades de uso, por ejemplo; en una revision sobre las plantas llevadas a humo
medicinal que son utilizadas alrededor del mundo, se encuentra la especie Piper
brownsbergense, que es aplicado el humo de manera directa sobre la zona afectada,
especificamente en personas que presentan problemas de huecos o hendiduras

provocada por parasitos en la piel. [66]

En un estudio llevado a cabo por investigadores de la Universidad de Antioquia en
materia de bioactividad de plantas sobre venenos de serpientes, tuvieron en cuenta en
primer orden el conocimiento empirico de las comunidades que habitan la zona Pacifica
de Colombia, dentro de los cuales se rescatan 13 especies de la familia piperaceas.
Evaluaron 75 extractos de los cuales 31 mostraron una moderada y alta neutralizacion de
los venenos. En el caso del Piper arboreum H.B.K el extracto demostré la neutralizacion
aproximada del 50% de los efectos hemorrégicos del veneno de la Bothrops atrox. [67,
68].

En estudios de melanoma el blanco terapéutico ideal en estos casos es la inhibicion de la

actividad de la enzima tirosinasa y por esta razén se buscan inhibidores de esta enzima.
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Estudios han demostrado que la P. arboreum posee potencial para reducir la actividad
anti-tirosinasa. El extracto demostré un porcentaje de inhibiciébn de la actividad de la
tirosinasa del 34%. [69]

Debido al interés de la actividad biolégica de especies de la familia piperaceae, se han
realizado estudios sobre el andlisis de los componentes mayoritarios de los aceites
esenciales de algunas especies de esta familia, con el fin de establecer los posibles
causantes de la actividad biolégica. En el caso de la P. arboreum se analiz6 y se
encontraron gran cantidad de sesquiterpenos no oxigenados entre el mas abundante el
y-eudesmol (14.61%). [70]

Otra especie interesante dentro de la familia piperaceas es la Piper tuberculatum Jacq,
un ejemplo claro de su actividad biol6gica se vive en algunas comunidades del norte del
Brazil, donde la P. tuberculatum popularmente conocida como pimienta longa y/o
pimienta darta, es usada como sedante y antidoto para mordedura de serpiente en la

medicina tradicional. [71]

La piplartina (Fig 3), es una amida/alcaloide, derivada de la P. tuberculatum, que ha
mostrado una actividad cito-toxica sobre lineas celulares tumorales, al igual que

propiedades anti-fungales, y anti-mitética. [72]

Figura 3.Estructura quimica de la piplartina {5,6-dihidro-1-[1-ox0-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-
propenil]-2(1H)piridinona} 72
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Del P. tuberculatum se han aislado una gran variedad de compuestos entre ellos la
piperdardina, una piperidina alcaloide, con el fin de establecer los compuestos que
inhiben el veneno de las serpientes, o los causantes de la actividad sedante. Ademas se

retoma el papel mutagénico de la piplartina sobre ensayos en Salmonella typhimurium,
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corroborando su capacidad para provocar apoptosis en lineas celulares tumorales y en
sistemas eucariotas. De otro modo la piplartina demostré en vitro bajo una concentracion
de 15.8uM la reduccion motora de los gusanos de Schistosoma mansoni, y muerte a las
24 horas. [73, 74, 75]

Los aceites esenciales de especies de la familia piperaceas se han convertido en blancos
para llevar a cabo estudios de actividad bioldgicas y farmacolégicas. En un estudio
realizado por Guerrini y col.[76] probaron la actividad biolégica de dos especies de
piperaceas; Piper aduncum L. y Piper obliquum, mostrando actividades analgésicas y

antitromboticas, aunque ambos aceites demaostraron poca actividad anti- oxidativa.

En América del Sur, las piperaceas tienen un fuerte interés, como en Bolivia donde son
utilizadas popularmente por la comunidad Tacana y reciben el nombre de “Thudas”. En el
caso de P. obliguum se han aislado metabolitos secundarios (Fig 2) y se ha probado su
actividad para inhibir la actividad del NF-Kb, via celular fuertemente implicada en la
respuesta inflamatoria, de este modo la inhibicion de este complejo por parte de
metabolitos secundarios de esta planta, arrojaria propiedades anti-inflamatorias.
Igualmente se ha detectado en sus metabolitos propiedades antibacterial, con un amplio

espectro e inhibicién. [77]

Figura 4 Estructuras de los metabolitos secundarios aislados de P. obliguum  Nuevos
alquenilfenoles; Obliquol (1)(2) extraidos de la inflorencia. 4-cromanona (3). 3-farnecil-4-hidroxi
acido benzoico (4). 2’-hidroxi-3,4,4’,6-tetramatoxicalcona (5) estos Ultimos tres compuestos
extraidos de las hojas. [77].
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Dentro de las propiedades ya mencionadas de las piperaceas, es su cualidad anti-fungal.
Los investigadores realizaron el aislamiento de amidas de las hojas de P. arboreum y de
las semillas y hojas de P. tuberculatum. Estas amidas mostraron actividad antifungal
contra Cladosporium sphaerospermum y C. cladosporioides.[78]

Los extractos de las especies Piper peltatum y Piper umbellatum actlan sobre el veneno
de serpientes, un trabajo de investigacion logré aislar el comopuesto 4-nerolidilcatecol,
en el cual recae la accion de inhibir la actividad enzimatica de la miotoxina I, la cual es
una fosfolipasa A, (PLA,) un constituyente del veneno de la serpiente Bothrops asper.
[79]

Figura 5. Compuestos aislados de Piper peltatum y Piper umbellatum. (a) 4-nerolidilcatecol. (b) 2-
(4',8’-Dimetilnona- 3’,7’-dienil)-8-hidroxi-2-metil-2H-cromana-6-acidocarboxilico metil ester. [69]
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1.7 Familia Euphorbiaceae.

Arboles, arbustos, hierbas o bejucos dioicos o, mas frecuentemente, monoicos. Tallo a
veces suculento, a menudo con savia lechosa o coloreada (Latex). Hojas alternas, a
veces opuestas, raramente verticiladas, simples o compuestas, en ocasiones reducidas,
pecioladas y estipuladas. Estipulas simples o palmeado-compuestas, en ocasiones
reducidas, pecioladas y estipuladas. Estipulas simples o palmeado-compuestas, nunca
pinnadas, libres o connatas, a veces reducidas a glandulas, obsoletas, caducas o
ausentes. Lamina foliar con nerviacion palmeada o pinnada. Inflorescencias basicamente
cimosas, a menudo muy modificadas como racimos, capitulos, espigas, o agregadas en
pseudantos; a veces flores solitarias. Flores unisexuales, raramente bisexuales, radiales,
simétricas. Perianto llamativo, reducido, inconspicuo o ausente, a menudo desigual en
los dos sexos, generalmente pentamero. Caliz, en general, con 3-6 |6bulos mas o menos
profundos, valvados o0 quinculcialmente imbricados, en inflorescencias muy
especializadas, a veces muy reducidos o raramente ausentes (Euphorbia). Corola de 3-6
pétalos, separados o conniventes, a menudo reducidos o ausentes, a veces unidos
(Jatropha). Disco nectarifero generalmente presente e uno o ambos sexos, de origen
receptacular o estaminoidal, anular, en forma de copa o formado por glandulas
separadas. Estambres (1)3-20(-400 6 mas), insertos en un receptaculo plano o convexo;
Filamentos libres o connatos; anteras con 2-(3-4) l6culos, erectas o inflexas en boton,
con dehiscencia longicida o raramente poricida. Granos de polen 2-3 nucleados, con
escultura de la exina muy variada, tectados o intectados, frecuentemente tricolporados, a
veces inaperturados o politremos. Pistilodio a menudo presente en las flores masculinas.
Ovario supero, de (1-)3-4(-25) carpelos connatos; estilos libres o unidos de forma
variable, enteros o multifidos; estigmas enteros, bifidos o lacerados. Ovulos 1-2 en cada
carpelo, anatropos, raramente hemitrops, epitropos, crasinucelados, con dos
tegumentos: nucela a menudo prolongada en un pico en contacto con el obturador:
funiculo a menudo engrosado; placentaciéon axial. Fruto generalmente de 3 mericarpos
(cocos) separados por una columela central persistente; dehiscencia elastica. Semillas 1-
2 en cada coco, o solitarias por aborto de las restantes, generalmente carunculadas;
testa delgada, crustacea u 6sea; endospermo generalmente abundante, a veces asuente;

embrién recto o curvado, grande, acupando la mayor parte de longitud de la
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semilla;cotiledones normalmente mas anchos que la radicula, planos o raramente

arrugados. Saco embrionario normal, monospérico, a veces dispdrico o tetrasporico. [39]

1.7.1 Habitat y Distribucidén Geografica

Las Euphorbiaceae son una de las mas grandes y diversificadas familias de
angiospermas, contando con 300 géneros y unas 8000 especies (Cronquist, 1998). Su
distribucién es principalmente tropical, con maxima diversidad en las Regién Indomalaya,
seguida de los tropicos del Nuevo Mundo. En Africa, aunque la representacion de la
familia es numerosa, no es tan variada como en los demas zonas tropicales. Existen
concentraciones locales, especialmente del género Euphorbia L., en zonas templadas,
como el sur de los Estados Unidos, cuenca mediterranea, Oriente Medio y sur de Africa.
[39]

Sus especies presentan una enorme diversidad ecoldgica y de formas de crecimiento:
grandes arboles de bosques tropicales, arbustos, bejucos, hierbas perennes o anuales
mesofiticas, geofitos suculentes, acuaticas flotantes, xerdéfitos cactiformes. Sélo el habitat
epifito esta ausente en la familia. [39]

Para Colombia se tiene un escaso conocimiento de la familia, en el Herbario Nacional
Colombiano (COL) se encuentran representados, para el territorio nacional, unos 60
géneros con 350-400 especies, numero sin duda muy inferior a la diversidad existente de
la familia en el pais. En general son mas abundantes en tierras bajas, bosques humedos
tropicales y zonas templadas, su numero decrece considerablemente en el bosque y

paramo andino. [39]

1.7.2 Género Acalypha

Hierbas anuales o perennes, arbustos, raramente arboles, monoicos o raramente diocos:
indumento de pelos generalmente simples o glandulas. Hojas alternas, simples,
pecioladas, estipuladas. Lamina elobada, con margen entero o, mas comunmente,
dentado, nerviocion palmeada o pinnada. Inflorescencias terminales o axilares,

generalmente amentiformes, en espigas, racimos o0 raramente paniculas, unisexuales o
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bisexuales; con varias flores masculinas, aglomeradas en cada nudo, en la axila de una
pequefia bractea: flores femeninas 1-3 en cada nudo, normalmente en la axila de una
bractea grande y folidcea, a menudo lobulada o partida, raramente pequefia y entera. Las
inflorescencias andrdginas con las flores femeninas en la parte inferior. Flores apétalas,
disco ausente. Flores masculinas subsésiles o cortamente pediciladas: céliz dividido en 4
I6bulos valvados: estambres 4-, filamentos libres o connatos en la base, sacos polinicos
libres, péndulos, uniloculares, mas o menos alargados y vermiformes: granos de polen
oblato-esferoidales, con 3-5 pseudoporos, tectados, psilados: pistilodio ausente. Flores
femininas subsésiles, pediceladas en muy pocas especies: cdaliz de 3-5 lébulos
imbricados, connatos en la base: ovario de (1-2)-3 carpelos con un Ovulo en cada
carpelo, 6vulos anéatropos, a veces con un corto apéndice nucelar, saco embrionario
tetraspdrico; estilos libres o connatos en la base, laciniados o lacerados, raramente
bifidos o subenteros. Fruto capsular, pequefio, a veces rodeado por la bractea femenina
acrescente. Semillas ovoides, normalmente carunculadas, lisas o tuberculadas;
endospermo blanquecino, carnoso; embrion derecho; cotiledones reniformes, mas

anchos que la radicula. [39]

o Habitat y Distribucion Geografica
El género cuenta con unas 400-450 especies de distribucién principalmente pantropical,
con algunos representantes en zonas templadas. La mayoria son americanas, con la

mas amplia diversidad de especies en Méjico, América Central y Caribe. [39]

En el Herbario COL se encuentran colecciones de unas vientiuna especies. Prefieren las

vertientes mas humedas, margenes de rios y zonas sombreadas. [39]

1.7.3 Genero Alchornea

Arboles o arbustos, monoicos o, mas frecuentemente, dioicos, ramificacion laxa,
indumento de tricomas simples o estrellados. Hojas alternas, simples, inconspicuamente
estipuladas, pecioladas. Lamina foliar generalmente dentada, con nerviacién palmeada o
pinnada, a menudo triplinerve, cominmente con manchas glandulares cerca de la base.
Inflorescencias en racimos espiciformes, axilares, normalmente unisexuales; los racimos

masculinos a menudo compuestos (a veces también los femeninos): bracteas
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eglandulares que llevan en la axila 1-3 flores femininas, o de 1 a diversas flores
masculinas. Flores masculinas subsésiles: céliz glaboso, escindidido en la antesis en 2-5
I6bulos valvados; pétalos ausentes: estambres normalmente 8, en dos verticilos de 4,
filamentos cortos, connatos en un pequefio disco central, anteras oblongas con
dehiscencias introrsa y longitudinal: granos de polen esferoidales, tricolporados, colpos
operculados; pistilodio ausente: flores femeninas sésiles o cortamente pediceladas;
I6bulos de caliz (3-)4(-6), imbricados; pétalos ausentes y disco obsoleto; ovario de 2-3(-4)
carpelos con un 6vulo cada uno; estilos 2-3, elongados, libres o connatos en la base,
enteros. Fruto capsular, dicoco o tricoco, liso o tuberculado, con la columela persistente
después de la dehiscencia. Semillas bivalvas, tuberculadas, generalmente
ecarunculadas, con endospermo carnoso: rafe ventral prominente; cotiledones anchos y

aplanados, sin curvar. [39]

e Habitat y Distribucién Geogréfica
De acuerdo con el tratamiento de F.A. Pax (1914), Alchornea comprende unas 50
especies de distribucion tropical, principalmente americana. En Colombia se conocen

unas tres especies.[39]

e Bioactividad de Especies de los géneros Acalypha y Alchornea

Alchornea cordifolia Schumach and Thonn es un arbusto ampliamente distribuido a lo
largo de las regiones costeras de Africa occidental donde se usa en forma de
decocciones hechas con sus hojas pulverizadas, para el tratamiento local de dolores
reumaticos, fiebre, heridas , diarrea, estado de animo y trastornos nerviosos. De otro
modo sus hojas en infusiones son utilizadas para aliviar enfermedades respiratorias,
infecciones vaginales, Ulcera gastrica, disenteria, purificador de sangre, y tonico para los
nervios. [80]

Investigaciones realizadas a extractos de cloroformo de hojas de Alchornea latifolia
mostraron actividad anti-tumoral en lineas celulares como Hep-G2, MDA-MB231 y
actividad antibacterial sobre las cepas de Staphylocccus aureus y Streptococcus

pneumoniae.[81]

Estudios fitoquimicos de extractos de Alchornea cordifolia han revelado la presencia de

taninos, flavonoides, glucosidos, resinas y carbohidratos. Aunque se ha demostrado
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actividad anti-tumoral con estructuras de mayor peso molecular como polisacaridos
aislados de Sp. de Euforbiacéas. Esto demuestra probablemente el accionar de las
plantas en bebidas folcléricas que la poblacion del occidente de Africa ingiere para
calmar y curar varias enfermedades. Las investigaciones conducen en la caracterizacion
de estos polisacaridos que son extraidos en principio de una manera rudimentaria
(Infusion).[82]

La Alchornea floribunda Mull.Arg es una especie utilizada en la medicina folclérica de
Africa, las comunidades utilizan desde las raices hasta los frutos de este arbusto con el
fin de tratar problemas urinarios, respiratorios e intestinales. En Camerin las personas
utilizan sus hojas para tratar parasitos intestinales e infecciones en la piel. Ademas
distintas partes de la planta es utilizada para tratar la artritis ya que posee cualidades
analgésicas y anti-inflamatorios. Esta planta demostré en vitro su potencial para disminuir
la proliferacion de cepas de bacteria Gram + instestinales como (Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis y Escherichia coli), la relacionada con la piel (Staphylococcus
aureus), las vias respiratorias (Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis) y urinaria

(Proteus mirabilis and Staphylococcus saprophyticus).[83]

Las hojas de Alchormea laxiflora (Benth.) Pax y Hoffman es utilizada en Africa para el
tratamiento de enfermedades infecciosas e inflamatorias, al igual que en el tratamiento
de la malaria. Estudios fotoquimicos sobre las raices y hojas de esta especie han
revelado la presencia de alcaloides, saponinas y compuestos fendlicos. En estudios mas
especificos se aislaron compuestos de extractos de las hojas de la A. laxiflora capaces

de inhibir significativamente el crecimiento bacteriano.[84]

El género Acalypha es el cuarto mas grande de la familia Euphorbiaceae, algunas
especies son utilizadas en la medicina folclérica de Africa, utilizando las raices, tallos y
hojas para el tratamiento y manejo de las dolencias de las enfermedades. Extractos de
hexano, metanol y diclorometano de Acalypha diversifolia Jacq. Han demostrado
actividad anti-bacterial y anti-fingica, contra cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Ademas

actividad sobre Candida albicans, Aspergillus fumigatus y Fusarium solani.[85]
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En Costa Rica dos especies la A. diversifolia y Acalypha macrostachya Jacq son
utilizadas en la medicina tradicional para tratar diversas enfermedades. Sin embargo son
escasos los estudios quimicos que puedan revelar los compuestos que probablemente
son los responsables de dicha actividad biologica. Es asi que fue analizado el extracto
del tallo de la A. macrostachya la cual mostré la presencia de cuatro compuestos entre

ellos diterpenos, sesquiterpenos, N-trans-feruloiltiramina y B-estigmasterona.[86]

Otra especie que ha demostrado actividad biolégica contra el Trypanosoma brucei brucei
es la Acalypha wilkesiana Mll Arg el extracto acuoso de las hojas fueron sometidos en
Vivo contra este protozoario, mostrando reduccion en la proliferacion y parada de ciclo de

vida de este parasito.[87]






2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto neuroprotector de los extractos alcohdlicos de especies de plantas
pertenecientes a las familias Piperaceae y Euphorbiaceae extraidas del piedemonte del
Caqueta y de la reserva natural Ucumari- Risaralda, en las lineas celulares CAD y
MQO3.13.

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto téxico de los extractos alcohdlicos en las lineas celulares
CAD y M0O3.13
2. Determinar el efecto de extractos alcohdlicos sobre la viabilidad celular en

respuesta a la exposicion a C2-ceramida en las lineas celulares CAD y MO3.13.






3. Materiales y metodos

3.1 Area de estudio

El &rea para la recoleccion del material vegetal de las especies de la familia Piperaceae
fue realizado en el Departamento del Caqueta. Primer punto en el municipio de Florencia
bajo las coordenadas 1°38°11"" N -75°36°28"" W. El segundo punto en el municipio de la
Montafiita localizado 1°29725.8"" N - 75°24°10.7" W.

3.2 Trabajo de campo

3.2.1 Recoleccion de los especimenes

Las especimenes de plantas de la familia Piperaceae fueron debidamente tratadas y
herborizadas bajo normas internacionales y radicadas en el Herbario Nacional
Colombiano (COL) del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de
Colombia con las correspondientes determinaciones taxonémicas realizado por el

Bi6logo Willian Trujillo Calderén.

Los especimenes Acalypha diversifolia Jacq y Alchornea calophylla pertenecientes a las
familia euphorbiaceae fueron extraidos de la Reserva Natural Ucumari-Risaralda y los
respectivos extractos metandlicos fueron donados por el docente Oscar Marino
Mosquera Martinez, director del Grupo de Biotecnologia-Productos Naturales de la
Escuela de Tecnologia Quimica de la Universidad Tecnoldgica de Pereira (Risaralda-

Colombia), para ser parte de este proyecto de investigacion.
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3.3 Trabajo de laboratorio

3.3.1 Secado del material vegetal
El material de las especies fue dividido en trozos pequefios, secado a temperatura

ambiente, hasta que las hojas presentaron ausencia de humedad.

3.3.2 Molienda y maceraciéon del material
El material vegetal fue molido y macerado con etanol al 96% en un frasco de vidrio

oscuro, se agité diariamente por una semana, al final de la cual se filtré, se adiciono
nuevamente etanol al material sélido y se repiti6 el mismo proceso hasta fin de

extraccion.

3.3.3 Obtencion del extracto etandlico
Los filtrados obtenidos en el punto anterior fueron reunidos y concentrados evaporando el

etanol, para ello se usé un evaporador rotatorio a una temperatura de 40°C.

3.3.4 Caracterizacion de los metabolitos secundarios
Caracterizacion fitoquimica por cromatografia de capa delgada (ccd) de especies del

genero Piper [88]

Tabla 1.Reveladores para la caracterizacion de Metabolitos secundarios. Estos reveladores
fueron utilizados en la caracterizacion de los metabolitos secundarios en los extractos alcohélicos
de las especies de la familia Piperaceae

METABOLITOS PATRON
SECUNDARIOS REVELADORES (300 ppm)
Alcaloides Dragendorff Quinina

Etanol al 10% en H,SO,
Amidas al 98%
I,/Ninhidrina

Extracto etandlico de
Piper nigrum
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Luz UV a 360 nm

KOH al 5% en etanol

Cumarinas 7-Hidroxicumarina

absoluto
Esteroides y/o Saponinas B-_Estrad_lol
Esteroidales Dlosgenlna
Hecogenina
Liebermann-Burchard Colesterol
Esteroles, tri-terpénos y/o Estigmasterol
Saponinas Triterpénicas Lanosterol
Lupeol
. AIClI; al 1% en etanol
Flavonoides , ,
absoluto Naringenina
(UV 360 nm)
Lactonas Kedde Digitoxina

Taninos: hidrolizables y/o )
compuestos fendlicos; o | FeClzal 5% en HCI 0.5 N | Acido Galico
taninos condensados

KOH al 5% en etanol
Quinonas absoluto Antraquinona
(UV 360 nm)

3.3.5 Lineas celulares CAD y M0O3.13

En esta investigacion se utilizaron como modelo celular la linea murina de neuronas
catecolaminérgicas de origen mesencefalico, denominadas células CAD, donadas por la
Dra. Chikaraishi DM del departamento de Neurobiologia del Duke University Medical
Center, Durham, North Carolina al Dr. Gonzalo Arboleda del grupo de Neurociencias de
la Universidad Nacional de Colombia y la linea celular MO3.13 derivada de
oligodendrocitos de origen humano e inmortalizadas mediante fusiébn con
rabdomiosarcoma TE671-TG6 de la serie MO.
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= Cultivos Celulares

Las Células CAD fueron cultivadas en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de
suero fetal bovino, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml en platos de cultivo
estandar a una densidad de 5 x 10° para frascos de 75 cm2, el medio de cultivo fue
reemplazado cada 3 dias, y al obtener una confluencia aproximada del 80 %, se
realizaron subcultivos o pasajes. Luego se sembraron a 7 x 10°® células por pozo para
placas de 96 pozos para realizar la diferenciacién, en una incubadora con medio
humidificado y una concentracion de CO2 al 5% y temperatura de 37 °C. Para inducir la
diferenciacion, las células CAD fueron sembradas en medio DMEM/F12 suplementado
con 0.1% de suero fetal bovino, sodio selenita 50 ng/ml y antibi6tico.

Las Células MO3.13 fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml en platos de cultivo estandar
a una densidad de 5 x 10° para frascos de 75 cm2, el medio de cultivo fue remplazado
cada 3 dias, y al obtener una confluencia aproximada del 80 %, se realizaron subcultivos
o0 pasajes. Luego se sembraron a 45 x 10° células por pozo para placas de 96 pozos para
realizar diferenciacion (72-96 horas), en una incubadora con medio humidificado y una
concentracion de CO2 al 5% y temperatura de 37 °C. Para inducir la diferenciacion, las
células M0O3.13 fueron sembradas en medio DMEM suplementado con PMA 100nM
(72-96 horas)

3.3.6 Conteo Celular

Las células se despegaron y se resuspendieron usando Tripsina al 0.25% p/v en una
solucion de PBS y EDTA 0.1% p/v, se tom6 una muestra de la suspension y se diluy6é en
una solucién de azul de Trypan al 0.4% en una proporcién de 1:4. Se tomé6 10 pl en un
hemocitometro, se contaron los cuatro cuadrantes de las esquinas de ambos reticulos
teniendo en cuenta que las células ubicadas sobre las lineas limites superior y derecha
de cada cuadrante se incluian en el contaje, no asi las ubicadas sobre las lineas limites
inferior e izquierda. Esta técnica permite diferenciar las células vivas de las muertas, ya

gue estas ultimas se tifien de azul debido a que el dafio en su membrana permite la
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inclusion del colorante. Para reportar el nimero de células vivas por ml se tiene en
cuenta el numero de cuadrantes contados (8 cuadrantes cada uno con un volumen de
0,1 mm?®) y el factor de dilucién que por lo general fue de 4, con estos datos se aplicaba
la siguiente ecuacion.

, células vivas contadas 1000 mm?3
celulas/ml = 08 3 X —— 7 X Factor de dilucién

3.3.7 Ensayo de citotoxicidad

Los extractos etandlicos fueron sometidos a la prueba de dosis letal 50 en las lineas

celulares CAD y MO3.13. La viabilidad fue analizada con MTT y WST-1 respectivamente.

3.3.8 Tratamientos Con La Neurotoxina C2-ceramida

Las células CAD fueron diferenciadas por 48 horas realizando una siembra a una
densidad de 7 x10° por pozo en una placa de 96 pozos, teniendo cuatro muestras para
analizar por cada tratamiento por triplicado, este procedimiento se llevé a cabo en medio
de cultivo de diferenciacion (DMEM/F12 suplementado con 0.1% de suero fetal bovino,
sodio selenita 50 ng/ml, sin antibiético.). Los extractos fueron depositados con una hora
pretratamiento en las dosis adecuadas previos estudios de citotoxicidad, luego la adicion
de la neurotéxina C2-ceramida a una concentracion 25 yM durante 6 horas y 10 uM
durante 24 horas (LD50, establecida previamente por el Grupo de Muerte celular de la
Universidad Nacional y modificada) Las células M0O3.13 fueron diferenciadas por (72-96
horas) realizando una siembra a una densidad de 45 x10° por pozo en una placa de 96
pozos, teniendo cuatro muestras para analizar por cada tratamiento realizada en tres
momentos diferentes, este procedimiento se llevd a cabo en medio de cultivo de
diferenciaciéon (DMEM suplementado con PMA a 100 nM, sin antibiético.). Los extractos
fueron depositados con una hora pretratamiento en las dosis adecuadas previos estudios
de citotoxicidad, luego la adicién de la neurotoxina C2-ceramida a una concentracion 50

MM durante 6 horas y 20 yM durante 24 horas.

3.3.9 Ensayos De Viabilidad y Muerte Celular

La viabilidad en las células CAD fue evaluada mediante el ensayo de MTT (Bromuro de
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3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5- difeniltetrazdlico). Las células CAD fueron sembradas a una
densidad de 7000 células por pozo en un volumen de 200 yl de medio de diferenciacion
en una placa de 96 pozos. Las células CAD control, controles de la neurotdxina C2-
ceramida 25 uM y 10 uM (6 y 24 horas respectivamente), controles de la accién de los
extractos y los tratamientos para medir la neuroproteccién, una vez cumplido el tiempo de
incubacién se removieron 100 yL de medio de cultivo de cada pozo, y se adiciono 20 pl
de la solucién MTT (5 mg/ml), las placas se incubaron durante 2 horas a 37°C y 5% CO,,
Una vez cumplido el periodo de incubacion el medio fue removido completamente con
micropipeta teniendo la precaucién de no retirar los cristales de formazan formados
gracias al metabolismo mitocondrial. Luego se adicionaron 100 yl de DMSO, para
disolver los cristales. Se cuantificaron los cristales mediante absorbancia por

espectrofotometria a una longitud de onda de 490 nm.

Ensayo de WST-1 fue utilizado en las células MO3.13, esta técnica permite establecer la
viabilidad celular muy similar a la accion realizada por MTT, la gran diferencia radica en
la facilidad del tretazolium de solubilizar con el agua, ademas la reaccion de reduccién se
da por fuera de la célula, por lo cual no se hace necesario utilizar un disolvente como el
DMSO. Las células MO3.13 fueron sembradas a una densidad de 45 x10° células por
pozo en un volumen de 200 yl de medio de diferenciacion en una placa de 96 pozos.
Las células MO3.13 control, controles de la neurotéxina C2-ceramida 50 uM 'y 20 uM (6 y
24 horas respectivamente), controles de la accién de los extractos, y los tratamientos
para medir la neuroproteccién, una vez cumplido el tiempo de incubacién se removieron
100 pl de medio de cultivo de cada pozo, las 100 uL restantes en la caja de 96 pozos, se
adicionaron 15 yl de la solucién WST-1, las placas se incuban durante 2 horas a 37°C y
5% CO,. Una vez cumplido el periodo de incubacién se cuantifico la absorbancia por

espectrofotometria a una longitud de onda de 450 nm.

3.3.10 Analisis estadistico
Los datos se presentan como el X + D.E de minimo 3 experimentos independientes. Se

realiz6 la prueba de normalidad de D’Agostinos y Pearson, seguida del Andlisis de
Varianza de Una Via (ANOVA) seguido "Bonferroni's Multiple Comparison Test" (p

<0.05) y analizados por el programa informético Software GraphPad Prism 5.



4.Caracterizacion fitoquimica de los
metabolitos secundarios de los extractos
etanodlicos de las especies de plantas del
género Piper, Achalypha, Alchornea.

4.1 Resultados

4.1.1 Recoleccion del material vegetal

Las especies de la familia Piperaceas fueron colectadas en el departamento del Caqueta,
la extension del departamento cubre un area de 88,462 km? y se encuentra ubicado en el
occidente de la amazonia colombiana. Limita al norte con los departamentos Huila, Meta,
al occidente con Cauca, Putumayo, al oriente con el Guaviare, Vaupés y al sur con el
departamento del Amazonas. Por su ubicacion geografica, el Caqueta es el

departamento amazébnico con mas interrelaciones territoriales [89].



36 Evaluacién de la actividad neuroprotectora de extractos alcohdlicos de especies de

plantas del piedemonte del Caqueta y de la reserva natural Ucumari- Risaralda

Figura 6. Puntos de muestreos en el departamento del Caquetad (Imagenes extraidas desde

Google Maps 2015)
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El punto (1) hace referencia al primer sitio de muestréo ubicado 1°38‘11”N -75°36‘28"W.
290 Msnm. En zona urbana barrio Cunduy del municipio de Florencia-Caqueta, donde se
colectardn las siguientes especies:

1. Piper tuberculatum Jacq

2. Piper peltatum Ruiz & Pav
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El punto (2) con ubicacion 1°29'25.8”N -75°24’10.7"W. 320 Msnm. Hace referencia a

zona rural del municipio de la Montafita, sitio donde se colectarén las siguientes

especies:
1. Piper krukoffii Yunck
2. Piper arboreum Aubl

Los especimenes colectados fuerdn debidamente tratados y herborizados bajo normas
internacionales en el Herbario Nacional Colombiano (COL) del Instituto de Ciencias
Naturales de la Universidad Nacional con nimeros de colecciones P. arboreum (565505)
P.peltatum (566220) P. tuberculatum (566219) P. krukoffii (566218) determinacion
taxonomica fue a cargo del Biélogo-Taxénomo William Trujillo Calderén. (Anexo 1)

4.1.2 Obtencidn de los extractos etandlicos.
Se obtuvo aproximadamente 850 mL del macerado de etanol al 95%. De cada una de las

especies de Piper. Posteriormente se llevo a rotavapor obteniendo un concentrado de

compuestos de color oscuro y consistencia viscosa.

Figura 7 Rotavapor para realizar la separacion del etanol al 96% de los compuestos del material
debidamente filtrado
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La cantidad total de extractos de las especies de Piper obtenidas fuerdn la siguientes;

Tabla 2.Valores de obtencidn de extractos de las especies de Piperaceae. Se aprecia el valor

obtenido del extracto crudo de las especies de Piperaceae.

MUESTRA PESO(g)
Extracto etandlico Piper arboreum 7,45
Extracto etanolico Piper krukoffi 7,90
Extracto etanolico Piper peltatum 8,52
Extracto etandlico Piper tuberculatum 6,94

4.1.3 Caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes
en los extractos etandlicos.

Para determinar la presencia de los diferentes metabolitos secundarios se realizd por
medio de la observacion de los colores caracteristico y cotejados con lo reportado por la

bibliografia,

Tabla 3.Deteccion cualitativa de Metabolitos secundarios. Caracteristicas de las manchas en

la deteccion de los metabolitos secundarios por cromatografia de capa delgada (CCD).

FITOCOMPUESTO .
CARACTERISTICA

Y/O METABOLITO | REVELADOR REFERENCIA

DE LA MANCHA

SECUNDARIO
Alcaloides Dragendorff Color anaranjado Harborne, (1998)
Se comparé con
zonas particulares
Etanol al 10% en | del extracto de etanol |
_ _ Jin et al., (2013)
H,SO, al 98% de Piper nigrum que
Amidas ya han sido

identificadas.

l,/Ninhidrina Color violeta o café Stahl, (1969)

Luz UV a 360 nm | Fluorescencia blanca | Stohr et al., (2001)
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o0 azul comparadas

con el extracto

etandlico de Piper

nigrum.
KOH al 5% en _
_ Fluorescencia blanca
Cumarinas etanol absoluto | Harborne, (1998)
0 azu
(UV 360 nm)
Esteroides y/o _
, Color amarillo, verde
Saponinas
_ o azul
Esteroidales
Liebermann — | Color rosa palido,
Esteroles _ )
Burchard gris 0 amarillo claro
Tri-terpénos ylo
_ Farnsworth, (1960)
Saponinas Color morado
Triterpénicas
Fluorescencias
_ AICl; al 1% en _ _
Flavonoides blanca, amarilla, roja,
etanol absoluto _
verde, naranja Yy
(UV 360 nm)
rosada.
_ Wagner and Bladt,
Lactonas Kedde Color violeta
(1996)
Color azul
Taninos: aguamarina o azul
hidrolizables y/o oscuro para fenoles
FeClz al 5% en HCI _
compuestos y/o taninos
. : 05N .
fendlicos; o taninos hidrolizables;  color

condensados verde o café para
taninos condensados
Fluorescencias de
KOH al 5% en _
_ color amarillo,
Quinonas etanol absoluto _ _
naranja, rojo, O
(UV 360 nm)

violeta.

Harborne, (1998)
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Tabla 4.Caracterizacion de Metabolitos secundarios del genero Piper. Caracterizacion fitoquimica por cromatografia de capa delgada (CCD)

en los extractos alcohélicos de las plantas del género Piper.

METABOLITOS SECUNDARIOS
ESTEROIDES .
Extracto TRI-TERPENOS FENOLES Y/O
10000 YIO TANINOS QUINONA
( ppm) ALCALOIDES AMIDAS CUMARINAS Y/O SAPONINAS ESTEROLES TANINOS FLAVONOIDES LACTONAS
SAPONINAS 3 CONDENSADOS S
TRI-TERPENICAS HIDROLIZABLES
ESTEROIDALES
Piper
- +++ +++ +++ - +++ - +++ +++ - - - +++
arboreum
Piper
- +++ +++ ++ +++ +++ - ++ +++ - +++ - +++
krukoffi
Piper
- ++ ++ +++ ++ +++ - +++ +++ - ++ - +++
peltatum
Piper
- +++ +++ ++ +++ +++ - +++ +++ - +++ - +++
tuberculatum
KOH al
Etanol AICl; al 1% en
L Luz UV | KOH al 5% en 5% en
al 10% | l/Ninhi . etanol
REVELADOR Dragendorff . a 360 | etanol absoluto Liebermann-Burchard FeCl; al 5% en HCI 0.5 N Kedde etanol
en drina absoluto
nm (UV 360 nm) absoluto
H,SO, (360 nm)
(360 nm)
, . . . B-Estradiol, Colesterol, Diosgenina, Estigmasterol, )
PATRON . Extracto de etanol de Piper | 7-Hidroxi- . L . . ) L Antraquin
Quinina . . Hecogenina, Lanosterol Acido galico Naringenina Digitoxina
(300 ppm) nigrum Cumarina L | ona
upeo

- Posible compuesto con estructura quimica similar a la 7-Hidroxi-cumarina

+Presencia minima del metabolito
++Presencia media del metabolito
+++Alta presencia del metabolito
-No hay presencia del metabolito
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Tabla b5.Caracterizacion de Metabolitos secundarios de plantas de la familia

Euphorbiaceae.

extractos alcohdlicos de Acalypha diversifolia Jacq y Alchornea calophylla.

Caracterizacion fitoquimica por cromatografia de capa delgada (CCD) en los

EXTRACTO METABOLITOS SECUNDARIOS
LACTONAS Y
1000 ppm FENOLES ¥ TERPENOS SAPONINAS FLAVONOIDES SESQUITERPENL | CUMARINAS
TANINOS
ACTONAS
Acalypha
diversifolia +Ht + ) ++ ) -
Alchornea
calophylla ++ + - +++ ) -
FeCl; al 5% en HCI ) AlClzal 1% en KOH al 5% en
REVELEDOR Liebermann-Burchard etanol absoluto Kedde etanol absoluto
0.5N
(360 nm) (uv 360 nm)
- - L N . Hidroxicumarin
PATRON (300 Acido galico Lupeol Digitonina Apigenina Digitoxina a
ppm)

+Presencia minima del metabolito
++Presencia media del metabolito
+++Alta presencia del metabolito
-No hay presencia del metabolito

4.2 Discusion

Los metabolitos secundarios cumplen funciones protectores en las plantas, estos
metabolitos se acumulan como compuestos de bajo peso molecular para facilitar su
desplazamiento. Los metabolitos son enviados como respuesta hipersensible ante la
invasion de un patégeno, inhibiendo la accién de bacterias, hongos etc. Otra funcion que
cumplen los metabolitos, es su participacién en la inactivacion de radicales libres y la
capacidad de las amidas para generar una mayor rigidez en la pared celular y de los
alcaloides que pueden actuar como neurotdxicos para evitar el dafio provocado por

herbivoros o insectos.[90]

El nimero de estudios de los metabolitos secundarios se ha elevado en los ultimos 50

afos, al representar una fuente importante de compuestos con actividad farmacologica,
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llevando a la industria farmaceutica a desarrollar estrategias donde se intentan obtener
estos metabolitos a partir de cultivos ceulares de plantas.[91]

Para el caso de la salud humana, se busca en los metabolitos secundarios la cura o
tratamiento de enfermedades que van desde el control o erradicacion de tumores, cancer
[92], autoinmunes, como la modulacién de células TH2 y la activacion de células
eosindfilos [93], hasta el tratamiento de enfermedades tan complejas como las

neurodegenerativas.

El caracterizar metabolitos secundarios es una oporte en la tarea de establecer que tipo
de compuestos estarian actuando sobre una enfermedad, esto ha permitido desarrollar
medicamentos como el Taxol, droga de origen natural y utilizada para el tratamiento del
cancer.[94] El andlisis fitoquimico realizado a las especies de la familia Piperaceae
mostré en comun la ausencia de compuestos perteneciente a la familia de alcaloides,
triterpénos y/o saponinas triterpénicas, taninos condensados y lactonas. Sin embargo
presencia positiva de compuestos amidas, curmarinas, esteroides y/o saponinas

esteroidales, esteroles, fenoles y/o taninos hidrolizables, flavonoides y quinonas.

Los compuestos del grupo amida maostraron una alta presencia con los tres reveledores
empleados. Las amidas se caracterizan por la conexion entre un grupo amina y un grupo
acilo. Estas tienen gran importancia en el campo de la farmacologia, uno de los mejores
ejemplos recaé en el Gambogic amida, esta es una molecula agonista para el receptor de
Tropomiosina receptor kinasa A (TrkA) por lo cual es capaz de imitar las funciones
prosupervivencia del factor de crecimiento nervioso, ademas de prevenir la muerte
neuronal inucida por la excesiva liberacion de glutamato y es capaz de promover el
crecimiento de neuritas en las células PC12. [95] Otros compuestos derivados de amidas
han mostrado propiedades antioxidantes evitando la peroxidaciéon de lipidos y la
produccion de radicales libres que se puedan producir después de una isquemia cerebral
0 en desordenes neurodegenerativos. Otro derivado es la palmitoiletanolamida
compuesto similar a los endocannabinoides aislado por primera vez de la lecitina de soya

poseen actividad anti-inflamatoria y modulacion del sistema inmune. [96,97]

Se determind en los extractos la presencia de cumarinas en tres especies del genero

piper; la Piper peltatum, la Piper Krukoffi y la Piper tuberculatum. Con mayor presencia
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en las dos Ultimas. Las cumarinas conocidas desde 1820 cuando fuerdon aisladas,
consideradas en primera aproximacion lactonas de los acidos 2-hidroxi-Z-cinamicos.
Todas las cumarinas se encuentran sustituidas en C-7 por un hidréxilo, en conclusion
pueden sufrir modificaciones que dan origen a varios compuestos farmacolégicos, entre
ellos: la Cumarina, Kelina, Visnadina, Bergapteno, Xantotoxina. Las cumarinas han
demostrado cualidades positivas, ejemplo son algunas con propiedades vasodilatadoras
coronarias y actividad favorable en los transtornos del envejecimiento cerebral, ademas
por sus propiedades antidematosas, se ha utilizado en la realizacién de estudios clinicos
en pacientes con canceres avanzados, por su condicidon inmunoestimulante y actividad

citotoxica.[98]

La presencia de saponinas esteroidales se evidencié en las extractos alcohdlicos de las
plantas analizadas, estos compuestos igualmente se han encontrado en extractos de
plantas del género Paris de la familia Liliaceae y son utilizados en la medicina tadicional
China para el tratamiento de tumores, como agentes analgésicos y antimicrobial.[99] Otro
ejemplo radica en plantas pertenecientes al genero Solanum en las cuales se han
encontrado este tipo de compuestos y algunos aislados siendo nuevos para la
comunidad cientifica, sin embargo la actividad biologica para contrarestar Ulceras

inducidas en ratones, la ha mostrado los extractos alcohdlicos con notable eficacia.[100]

Las quinonas son dicetonas ciclicas, son portadoras de electrones que les permite tomar
un papel importante en la fotosintesis. Como vitaminas, ellas repesentan una clase de
moleculas que previenen y tratan algunas enfermedades como la osteoporosis y
enfermedades cardiovasculares. Otros compuestos a base de quinonas estan en fase de

ensayo clinico para tratar el cancer.[101]

Aunque se considera de vital importancia los metabolitos antes mencionados, se destaca
el hallazgo de la alta presencia de compuestos fendlicos en los extractos alcohdlicos del
genero Piper. Los fenoles son compuestos con una alta actividad antioxidante, dicha
accion se basa por su capacidad de secuestrar radicales libres y de quelacion de
metales, formando compuestos de transicion mas estable y menos reactivos, debido a la
presencia de anillos aromaticos y grupos hidroxilo en su estructura que permiten la
deslocalizacion de electrones. A los fenoles se les atribuye propiedades antimicrobianas

y antimutagénicas, inhiben in vitro las lipoproteinas de baja densidad (LDL) relacionadas
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con enfermedades coronarias y protegen el ADN del dafio oxidativo que tiene graves
consecuencias en algunos canceres relacionados con la edad, ademas inhiben la

agregacioén plaquetaria y presentan afectos antiinflamatorios. [102]

Los flavonoides se caracterizan por ser polifenoles de bajo peso molecular, en su
mayoria son compuestos que se encuentran en frutas, vegetales, en bebidas de te, por lo
tanto hacen parte de nuestra dieta [103], su alta distribucién y cantidad proporcianan
actividad antioxidante, antiulcera, antibacterial, antiinflammatoria, y analgésicas [104].
Uno de sus compuestos ejemplos es la quercetina, hesperidina, naringenina, rutina. Que
pueden tener una actividad antilipoperoxidante dependiendo de la naturaleza hidrofilica o
hidrofébica del flavonoides, asi podra actuar sobre membranas cenlulares o
macromoleculas.[105] Los flavonoides ademas han mostrado actividad de proteccion
ante la reperfusion después de una isquemia aguda al miocardio. Los flavoniodes acttan
ante la produccion de ERO ocasionado por el desacoplamiento del complejo | y Il de la
cadena respiratoria, 0 en los canales de potasio que ocasionan la apertura irreversible

del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (PTPm).[106]

La mayoria de compuestos que estan considerados antioxidantes, antiinflamatorios, o de
captura de radicales libres se encuentran en la familia de los flavonoides y/o compuestos
fendlicos. Estos hicieron parte de los metabolitos secundarios a caracterizar en esta
investigacién, con presencia positiva de los mismos en los extractos alcohdlicos de las
especies de Pipereaceae y Euphorbiaceae. Implica que la actividad neuroprotectora

reace sobre este tipo de compuestos.



5. Ensayo de citotoxicidad y neuroproteccion
de los extractos alcoholicos en las lineas
celulares CAD y MO3.13

5.1 Resultados

5.1.1 Stocks de los extractos

Los seis extractos entre metanolicos y etandlicos fueron diluidos en DMSO concentrado,
llevados a una concentracién inicial de 800mg/ml. Estos stocks fueron almacenados a

una temperatura de -20°C, y los extractos crudos almacenados a 4 °C.

5.1.2 Prueba de Citotoxicidad del DMSO en células CAD y M0O3.13

El dimetilsulféxido es un compuesto altamente polar, el cual fue utilizado para disolver los
extractos. Por lo cual era necesario probar su toxicidad en las lineas celulares CAD y
MO3.13. La linea celular CAD fue diferenciada por 48 horas. (Anexo 2). Las CAD eran
tomadas de las cajas de cultivos, sembrando 7000 cel/pozo en caja de 96 pozos,
agregando 200ml/pozo de DMEM F12+SFB 0.25%. La linea celular MO3.13 fue
diferenciada por 120 horas, sembrando 50000 cel/pozo en caja de 96 pozos, en medio
DMEM+PMA. Se evalu6 la concentracion DMSO mas alta depositada en las células
diferenciadas calculada en 0.02%. El estudio se realiz6 por 24 horas de exposiciéon del
DMSO en células CAD y MO3.13, la viabilidad celular fue medida por MTT.
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Figura 5.1. Toxicidad del DMSO en células CAD y MO03.13. Los valores representan el
promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos independientes, cada uno con 5
réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni's Multiple
Comparison Test" ***p < 0.05.Comparaciones realizadas respecto a la células no tratadas con
DMSO (barra negra).

5.1.3 Toxicidad de los extractos alcohdlicos en las lineas
celulares CAD y MO3.13.

La concentracibn maxima utilizada de los extractos en las células CAD y MO3.13
diferenciadas fue de 160ug/ml, dosis de partida y bajando su concentracion a la mitad.
Obteniendo las siguientes dosis 160, 80, 40, 20, 10 ug/ml. (Anexo 3)

Los ensayos fueron realizados en dos periodos de tiempo (6 y 24 horas). Los extractos
del genero Piper, mostraron una alta toxicidad a bajas concentraciones en las dos lineas
celulares (CAD y M03.13). Un mayor tiempo de exposicion de las células a los extractos
del genero Piper generaron una menor viabilidad. El extracto de Piper peltatum, mostré la
mas alta toxicidad en las lineas celulares demostrado por la baja viabilidad celular en las

dos lineas celulares
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e Toxicidad de los extractos alcohdlicos en células CAD

En la Tabla 5.1 se relacionan los resultados de toxicidad que presentaron los extractos
alcohdlicos en la linea celular CAD, en concentraciones decrecientes en dos tiempos de
tratamientos (6 y 24 horas)

Tabla 6.Efecto de los extractos alcohdlicos en células CAD. Las células CAD fueron
diferenciadas por 48 horas y luego expuestas a 5 concentraciones decrecientes de los extractos
alcohdlicos durante 6 y 24 horas respectivamente. La viabilidad celular se calculd mediante el
reactivo de MTT continuando con un periodo de incubacién de dos horas. La fluorescencia fue
medida a una D.O de 492nm. Los valores representan la media £ D.E de minimo 3 experimentos
independientes cada uno con 5 réplicas de cada concentracion de extracto alcohdlico analizado.
p=0.05.

6 HORAS 24 HORAS
Extracto etanélico Concentracion Viabilidad Concentracion Viabilidad
del extracto celular del extracto celular
0 ug/ml 100,0 + 7,093 0 ug/ml 100,0 + 3,999
160 ug/ml 35,57 + 5,734 160 ug/ml 13,63 + 0,8554
40 ug/ml 64,67 + 4,500 40 ug/ml 14,68 + 0,9097
20 ug/ml 83,51 + 5,090 20 ug/ml 20,42 + 2,245
10 ug/ml 96,26 + 3,249 10 ug/ml 74,40 + 9,778
0 ug/ml 100,0 + 1,628 0 ug/ml 100,0 + 6,889
160 ug/ml 28,75 + 4,509 160 ug/ml 18,65 + 2,760
80 ug/ml 71,00 £11,50 80 ug/ml 14,53 + 0,8668
Piper krukoffi (P.K) 40 ug/ml 86,18 + 3,108 40 ug/ml 44,93 + 6,635
20 ug/ml 97,47 + 4,473 20 ug/ml 87,23 +7,176
10 ug/ml 100,9 + 6,633 10 ug/ml 102,7 + 5,446
0 ug/ml 100,0 + 7,688 0 ug/ml 100,0 + 6,404
160 ug/mi 65,77 £ 7,767 160 ug/ml 12,16 + 1,062
80 ug/ml 74,81 + 2,564 80 ug/ml 15,01 + 0,4420
Piper tuberculatum (P.T) | 40 ug/m| 85,77 + 5,968 40 ug/ml 29,59 + 3,305
20 ug/ml 99,55 + 7,507 20 ug/ml 75,01 + 5,173
10 ug/ml 101,7 +12,95 10 ug/ml 91,44 + 4,543
0 ug/ml 100,0 + 9,467 0 ug/ml 100,0 + 8,922
160 ug/mi 92,49 + 2,042 160 ug/ml 55,30 + 3,589
80 ug/ml 89,66 + 6,298 80 ug/ml 64,93 + 6,885
Piper arboreum (P.A) 40 ug/ml 99,48 + 2,459 40 ug/ml 76,75 + 6,755
20 ug/ml 99,32 + 8,099 20 ug/ml 90,33 + 10,13
10 ug/ml 92,37 + 5,968 10 ug/ml 92,52 + 8,668
0 ug/ml 100,0 + 2,895 0 ug/ml 100,0 £ 4,124
160 ug/ml 100,4 + 2,962 160 ug/ml 56,38 + 2,520
80 ug/ml 90,79 + 4,601 80 ug/ml 67,74 + 2,182
Achalipha diversifolia (A.D) | 40 ug/m| 95,25 + 2,972 40 ug/ml 78,78 + 4,850
20 ug/ml 99,89 * 3,044 20 ug/ml 85,32 + 7,241
10 ug/ml 102,8 + 4,826 10 ug/ml 92,47 + 6,761
0 ug/ml 100,0 * 2,857 0 ug/ml 100,0 * 2,490
160 ug/ml 82,44 + 2,649 160 ug/ml 70,73 + 1,635
Alchornea calophyla (A.C) | 80 ug/ml 96,00 + 3,962 80 ug/ml 74,21 + 2,792
40 ug/ml 92,43 £5,017 40 ug/ml 85,84 £ 4,776
20 ug/ml 95,76 + 1,927 20 ug/ml 83,44 + 4,551
10 ug/ml 103,9 + 1,328 10 ug/ml 93,45 + 1,870
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Figura 8. Toxicidad del Piper peltatum en células CAD diferenciadas por 48 horas. Los
valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).
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Figura 9.Toxicidad del Piper krokofii en células CAD diferenciadas por 48 horas. Los valores
representan el promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos independientes, cada
uno con 5 réplicas. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni's
Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a la células no
tratadas con el extracto (barra negra).
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Figura 10. Toxicidad del Piper tuberculatum en células CAD diferenciadas por 48 horas. Los
valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05.Comparaciones realizadas respecto a la
células no tratadas con el extracto (barra negra).
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Figura 11.Toxicidad del Piper arboreum en células CAD diferenciadas por 48 horas. Los
valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).Sin embargo para el tratamiento de 6 horas no se
encontraron diferencias en el andlisis de varianza de una sola via ni entre las medias ***p < 0.05.
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Figura 12.Toxicidad del Acalypha diversifolia en células CAD diferenciadas por 48 horas.
Los valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).
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Figura 13. Toxicidad del Alchornea calophyla en células CAD diferenciadas por 48 horas.
Los valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estdndar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).

e Toxicidad de los extractos alcohélicos en células MO3.13

En la Tabla 3.2 se relacionan los resultados de toxicidad que presentaron los extractos
alcohdlicos en la linea celular MO3.13, en concentraciones decrecientes en dos tiempos
de tratamientos (6 y 24 horas)
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Tabla 7.Efecto de los extractos alcohdlicos en células MO3.13. Las células MO3.13 fueron
diferenciadas por 120 horas y luego expuestas a 5 concentraciones decrecientes de los extractos
alcohdlicos durante 6 y 24 horas respectivamente. La viabilidad celular se calculé mediante el
reactivo de MTT continuando con un periodo de incubacién de dos horas. La fluorescencia fue
medida a una D.O de 492nm. Los valores representan la media + D.E de minimo 3 experimentos
independientes cada uno con 5 réplicas de cada concentracion de extracto alcohdlico analizado.
p=0.05.

6 HORAS 24 HORAS
Extracto etanélico Concentracion Viabilidad Concentracion Viabilidad
del extracto celular del extracto celular

0 ug/ml 100,0 + 19,30 0 ug/ml 100,0 + 5,367
160 ug/ml 25,58 + 4,395 160 ug/ml 43,85 + 4,502
Piper peltatum (P.P) 80 ug/ml 39,42 + 4,153 80 ug/ml 42,63 £ 9,201
40 ug/ml 70,48 £ 13,50 40 ug/ml 35,86 + 4,717
20 ug/ml 93,83 £ 9,933 20 ug/ml 47,60 £ 10,27
10 ug/ml 112,6 + 15,21 10 ug/ml 61,00 + 6,854
0 ug/ml 100,0 + 9,064 0 ug/ml 100,0 + 4,286
160 ug/mi 53,04 £ 5,371 160 ug/ml 46,58 + 4,213
80 ug/ml 62,08 £ 8,270 80 ug/ml 62,05 * 6,560
Piper krukoffi (P.K) 40 ug/ml 82,59 + 4,634 40 ug/ml 65,82 £ 3,549
20 ug/ml 97,39 £ 9,090 20 ug/ml 72,83 £ 2,996
10 ug/ml 98,19 + 8,191 10 ug/ml 80,22 + 5,204
0 ug/ml 100,0 + 9,064 0 ug/ml 100,0 + 4,286
160 ug/ml 44,12 + 5,099 160 ug/ml 54,29 + 9,032
80 ug/ml 46,56 + 2,042 80 ug/ml 49,07 £ 1,876
Piper tuberculatum (P.T) | 40 ug/m| 56,36 + 1,900 40 ug/ml 73,54 + 5,575
20 ug/ml 69,36 + 5,934 20 ug/ml 85,48 + 4,141
10 ug/ml 76,64 + 8,277 10 ug/ml 94,48 + 5,337
0 ug/ml 100,0 + 9,064 0 ug/ml 100,0 + 11,83
160 ug/ml 78,47 £ 7,378 160 ug/ml 63,16 + 12,84
80 ug/ml 101,8 + 7,394 80 ug/ml 91,75 £ 5,155
Piper arboreum (P.A) 40 ug/ml 103,0 + 10,33 40 ug/ml 106,3 + 12,45
20 ug/ml 1145+11,41 20 ug/ml 86,45 + 6,508
10 ug/ml 114,6 + 6,878 10 ug/ml 85,32 £ 5,211
0 ug/ml 100,0 + 19,30 0 ug/ml 100,0 + 5,367
160 ug/mi 61,18 + 3,854 160 ug/ml 61,45 + 3,391
80 ug/ml 77,79 £ 5,930 80 ug/ml 81,07 £ 18,36
Achalipha diversifolia (A.D) | 40 ug/ml 88,42 + 12,08 40 ug/ml 74,65 + 12,77
20 ug/ml 99,11 £ 13,09 20 ug/ml 66,15 + 6,342
10 ug/ml 97,92 + 11,33 10 ug/ml 63,87 + 3,958
0 ug/ml 100,0 + 9,064 0 ug/ml 100,0 + 11,93
160 ug/mi 101,9 + 13,49 160 ug/ml 61,10 + 4,535
Alchornea calophyla (A.C) | 80 ug/ml 104,5 + 13,04 80 ug/ml 54,95 + 1,707
40 ug/ml 118,9+ 11,14 40 ug/ml 61,30 £ 1,675
20 ug/ml 103,8 + 12,47 20 ug/ml 66,69 * 4,220
10 ug/ml 127,2 £ 6,855 10 ug/ml 73,30 £ 2,461
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Figura 14.Toxicidad del Piper peltatum en células M0O3.13 diferenciadas por 120 horas. Los
valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).
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Figura 15.Toxicidad del Piper krukofii en células MO3.13 diferenciadas por 120 horas. Los
valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).
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Figura 16.Toxicidad del Piper tuberculatum en células MO3.13 diferenciadas por 120 horas.
Los valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).
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Figura 17.Toxicidad del Piper arboreum en células MO3.13 diferenciadas por 120 horas. Los
valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estandar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).
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Figura 18.Toxicidad del Acalypha diversifolia en células M03.13 diferenciadas por 120
horas. Los valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estdndar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).

VIABILIDAD DE LAS CELULAS M03.13 VIABILIDAD DE LAS CELULAS M03.13
1501 6H 150- 24 H
é 100+ I == § é 1004
= e =
o | - _
- 504 e \ >o 504 alae]
S % % S el
o W= : x\ 0- =4 E
N N N N N N N N N
00%\®\9°0q\6\ %Q\)Q\é\ D‘Q\\Q)\& (&OQ\& '\9\50"\6\ QOQ\(Q Q)QQQ’\(Q %Q\)Q’\{Q b(g\)

CONCENTRACION DE ALCHORNEA CALOPHYLA CONCENTRACION DE ALCHORNEA CALOPHYLA

Figura 19.Toxicidad del Alchornea calophyla en células M03.13 diferenciadas por 120
horas. Los valores representan el promedio +/- DE (Desviacion estdndar) de tres experimentos
independientes, cada uno con 5 réplicas. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido
por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05. Comparaciones realizadas respecto a las
células no tratadas con el extracto (barra negra).
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5.2 Ensayo de neuroproteccion de los extractos
alcohodlicos en células CAD y MO3.13

5.2.1 Ensayo de dosis L50 de C2-ceramida en las células CAD y
MO3.13

Para este ensayo se estandarizo la concentracion de C2-ceramida necesaria para
provocar la muerte celular comprendida entre el 40-65% en las células de las lineas
celulares CAD y MO3.13 , la concentracion de este neurotoxico en las células CAD se
determiné mediante un estudio rapido teniendo en cuenta lo reportado por el grupo de
Muerte Celular de la Universidad Nacional de Colombia dirigido por el docente Gonzalo
Humberto Arboleda Bustos y modificado levemente (Figura 4.1). Para las células MO3.13
se realizaron los ensayos respectivos para determinar la dosis Ls, de C2-ceramida
(Figura 4.2).

Para este ensayo se tuvo en cuenta los datos arrojados en el ensayo de toxicidad de los
extractos etandlicos del capitulo anterior. Se trabajé con tres concentraciones del
extracto en dos tiempos distintos (6 y 24H).

DOSIS LETAL DE C2 CERAMIDA EN CELULAS CAD DOSIS LETAL DE C2 CERAMIDA EN CELULAS CAD
150~ 150~

*kk

=
Q
=]
1
[
=
Q
S
1
L]

o
<

% VIABILIDAD
$
»
% VIABILIDAD

S AR S D R
6 HORAS DE TRATAMIENTO 24 HORAS DE TRATAMIENTO

Figura 20. Dosis letal 50 de ceramida en células CAD. Las CAD fueron diferenciadas por 48
horas y sometidas a una concentracion creciente de C2-ceramida por un periodo de 6 y 24 horas.
La viabilidad fue calculada por el método de MTT. Los resultados representan la media + D.E de
dos experimentos independientes con 5 réplicas, los datos fueron analizados por analisis de
varianza de una sola via (ANOVA) seguido de una prueba de comparaciéon de media de Dunnett,
utilizando el programa informatico GraphPadPrism version 5.0. Se consideré P<0.05 como valor
estadisticamente significativo.
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Figura 21.Dosis letal 50 de ceramida en células M0O3.13. Las M0O3.13 fueron diferenciadas por
120 horas y sometidas a una concentracion creciente de C2-ceramida por un periodo de 6 y 24
horas. La viabilidad fue calculada por el método de MTT. Los resultados representan la media +
D.E de dos experimentos independientes con 5 réplicas, los datos fueron analizados por analisis
de varianza de una sola via (ANOVA) seguido de una prueba de comparacion de media de
Dunnett, utilizando el programa informatico GraphPadPrism versién 5.0. Se consideré p<0.05
como valor estadisticamente significativo.

5.2.2 Viabilidad mitocondrial de las células CAD

Las células CAD fueron diferenciadas por 48 horas, pretratadas con los extractos
alcohdlicos con tres concentraciones considerados no téxicas, luego de una hora a las
células se les agrego la concentraciébn de C2-ceramida para causar el dafio en la
viabilidad mitocondrial.

En la Tabla 5.3 se relacionan el efecto de los extractos etandlicos sobre la viabilidad de
las células CAD tratadas con C2 ceramida (25uM) y (12um), en 6 y 24 horas de
tratamientos respectivamente.
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Tabla 8.Efecto de los extractos alcohdlicos en células CAD sometidas al neurotoxico. Las
células CAD fueron diferenciadas por 48 horas. Se realizd un pretratamiento con los extractos alcohdlicos
con 3 concentraciones decrecientes durante 6 y 24 horas respectivamente. La viabilidad celular se calculo
mediante el reactivo de MTT continuando con un periodo de incubacion de dos horas. La fluorescencia fue
medida a una D.O de 492nm. Los valores representan la media + D.E de minimo 3 experimentos
independientes cada uno con 4 réplicas de cada uno de los tratamientos. La comparacién .se realizé para

cada uno de los tratamientos vs Tratamientos ceramida p=0.05.

6 HORAS 24 HORAS
Extracto etandlico | Tratamientos | Viabilidad celular | Tratamientos Viabilidad celular

CONTROL 100,0 + 6,857 CONTROL 100,0 + 14,67
CERAMIDA 61,67 + 8,169 CERAMIDA 40,82 + 1,731
A.D 10 ug/ml 97,54 + 9,769 A.D 10 ug/ml 86,70 £ 5,918
A.D 5 ug/ml 98,62 + 17,65 A.D 5 ug/ml 95,32 + 12,05
Achalipha diversifolia | A D 2.5 ug/ml 121,6 25,22 A.D 2.5 ug/ml 89,10 + 3,233
(A.D) A.D 10 ug/m+CERAMIDA 99,97 + 12,87 A.D 10 ug/m+CERAMIDA | 41,33 + 1,090
A.D 5 ug/m+CERAMIDA 93,94 + 15,67 A.D 5 ug/m+CERAMIDA | 40,48 + 2,391
A.D 2.5 ug/m+CERAMIDA 1257 + 10,14 A.D 2.5 ug/m+CERAMIDA | 41,01 + 4,031
CONTROL 100,0 * 6,857 CONTROL 100,0 * 14,67
CERAMIDA 61,67 + 8,169 CERAMIDA 40,82 1,731
P.P 5 ug/ml 137,5 + 25,46 P.P 5 ug/ml 87,71+ 2,261
) P.P 2.5 ug/ml 113,4 + 16,98 P.P 2.5 ug/ml 94,15 + 12,43
Piper peltatum P.P 1.25 ug/ml 109,5 + 8,524 P.P 1.25 ug/ml 92,07 + 10,33
(P-P) P.P 5 ug/m+CERAMIDA  124,7 +31,40 P.P 5 ug/m+CERAMIDA | 39,84 + 1,740

P.P 2.5 ug/m+CERAMIDA  103,1 + 25,12 P.P 2.5 ug/mi+CERAMIDA | 41,70 + 0,6018
P.P1.25ug/mi+CERAMIDA 82,24 + 11,89 P.P1.25ug/mi+CERAMIDA | 40,32 + 1,438
CONTROL 100,0 + 4,844 CONTROL 100,0 + 13,22
CERAMIDA 66,11 + 6,919 CERAMIDA 62,21 + 8,265
A.C 40 ug/ml 111,7 + 7,480 A.C 40 ug/ml 97,06 + 11,29
A.C 20 ug/ml 103,7 + 8,302 A.C 20 ug/ml 93,15 + 17,43
Alchornea calophyla | A ¢ 10 ug/ml 112,0 + 6,730 A.C 10 ug/ml 92,37 £ 13,14
(AC) A.C 40 ug/ml+CERAMIDA 90,11 + 9,361 A.C 40 ug/ml+CERAMIDA | 61,52 + 4,848
A.C 20 ug/m+CERAMIDA 90,82 + 5,146 A.C 20 ug/ml+CERAMIDA | 72,18 + 2,831
A.C 10 ug/ml+CERAMIDA 88,73 + 8,437 A.C 10 ug/ml+CERAMIDA | 69,07 * 10,39
CONTROL 100,0 + 4,844 CONTROL 100,0 + 13,22
CERAMIDA 66,11 + 6,919 CERAMIDA 62,21 + 8,265
P.T 20 ug/ml 110,4 + 5,494 P.T 10 ug/ml 98,47 + 10,74
) P.T 10 ug/ml 108,4 + 4,784 P.T 5 ug/ml 106,0 + 8,842
Piper tuberculatum | p 1 5 yg/m| 106,8 + 5,450 P.T 2,5 ug/ml 103,2 + 8,950
(P.T) P.T 20 ug/m+CERAMIDA 93,51 + 4,376 P.T 10 ug/m+CERAMIDA | 71,08 +9,031
P.T 10 ug/m+CERAMIDA 85,81 + 6,608 P.T 5 ug/m+CERAMIDA | 71,28 + 8,160
P.T 5 ug/mi+CERAMIDA 83,92 + 12,37 P.T 2,5 ug/ml+CERAMIDA | 61,72 + 8,416
CONTROL 100,0 * 15,72 CONTROL 100,0 + 11,63
CERAMIDA 51,06 + 5,933 CERAMIDA 63,14 + 10,24
P.A 40 ug/ml 86,48 + 10,64 P.A 20 ug/ml 105,2 + 7,820
_ P.A 20 ug/ml 86,82 + 9,669 P.A 10 ug/ml 92,78 + 8,252
Piper arboreum P.A 10 ug/ml 89,22 + 1,813 P.A 5 ug/ml 100,0 + 9,842
(P.A) P.A 40 ug/mi+CERAMIDA 45,47 + 3,852 P.A 20 ug/mi+CERAMIDA | 61,85 + 16,33
P.A 20 ug/mi+CERAMIDA 48,85 * 2,266 P.A 10 ug/mi+CERAMIDA | 57,63 + 7,850
P.A 10 ug/ml+CERAMIDA 86,67 + 11,38 P.A 5 ug/m+CERAMIDA | 52,77 + 4,552
CONTROL 100,0 + 15,72 CONTROL 100,0 + 11,63
CERAMIDA 51,06 + 5,933 CERAMIDA 63,14 + 10,24
P.K 20 ug/ml 83,93 + 6,253 P.K 20 ug/ml 92,48 + 6,834
_ _ P.K 10 ug/ml 88,00 + 7,884 P.K 10 ug/ml 92,60 + 3,832
Piper krukoffi P.K 5 ug/ml 95,48 + 12,88 P.K 5 ug/ml 103,3 + 5,244
(P-K) P.K 20 ug/m+CERAMIDA 61,16 + 13,85 P.K 20 ug/mi+CERAMIDA | 61,73 12,29
P.K 10 ug/m+CERAMIDA 92,23 + 2,773 P.K 10 ug/mi+CERAMIDA | 57,58 + 4,113
P.K 5 ug/m+CERAMIDA 99,85 + 6,286 P.K 5 ug/m+CERAMIDA | 57,93 + 6,377
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Figura 22.Células CAD diferenciadas expuestas al extracto de Achalipha diversifolia y
ceramida. El extracto de Achalipha diversifolia  fue agregada a las células CAD en
concentraciones decrecientes. (a) Luego de una hora se agregdé 25 uM de C2-ceramida para el
tratamiento de 6 horas. (b) 12 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de
viabilidad se calculé con el método de MTT. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por
"Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05 comparaciones con respecto a la barra del
tratamiento con CERAMIDA.
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Figura 23.Células CAD diferenciadas expuestas al extracto de Piper peltatum y ceramida. El
extracto de Piper peltatum fue agregada a las células CAD en concentraciones decrecientes. (a)
Luego de una hora se agregd 25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 6 horas. (b) 12 uM de
C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de viabilidad se calcul6 con el método de
MTT. Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes. Andlisis de
varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni‘'s Multiple Comparison Test" ***p < 0.05
comparaciones con respecto a la barra del tratamiento con CERAMIDA.
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Figura 24.Células CAD diferenciadas expuestas al extracto de Alchornea calophyla vy
ceramida. El extracto de Alchornea calophyla fue agregada a las células CAD en concentraciones
decrecientes. (a) Luego de una hora se agregé 25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 6
horas. (b) 12 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de viabilidad se
calcul6é con el método de MTT. Los resultados representan la media = DE de tres experimentos
independientes. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni's Multiple
Comparison Test" ***p < 0.05 comparaciones con respecto a la barra del tratamiento con
CERAMIDA.
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Figura 25.Células CAD diferenciadas expuestas al extracto de Piper tuberculatum vy
ceramida. El extracto de Piper tuberculatum fue agregada a las células CAD en concentraciones
decrecientes.(a)Luego de una hora se agregd 25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 6
horas.(b) 12 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de viabilidad se calcul6
con el método de MTT. Los resultados representan la media + DE de tres experimentos
independientes. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni's Multiple
Comparison Test" ***p < 0.05 comparaciones con respecto a la barra del tratamiento con
CERAMIDA.
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Figura 26.Células CAD diferenciadas expuestas al extracto de Piper arboreum y ceramida.
El extracto de Piper arboreum fue agregada a las células CAD en concentraciones decrecientes.
(a)Luego de una hora se agregd 25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 6 horas.(b) 12 uM
de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de viabilidad se calculé con el método
de MTT. Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes. Analisis
de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p <
0.05 comparaciones con respecto a la barra del tratamiento con CERAMIDA.
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Figura 27.Células CAD diferenciadas expuestas al extracto de Piper krukoffi y ceramida. El
extracto de Piper krukoffi fue agregada a las células CAD en concentraciones decrecientes.
(a)Luego de una hora se agregd 25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 6 horas.(b) 12 uM
de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de viabilidad se calculé con el método
de MTT. Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes. Analisis
de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p <
0.05 comparaciones con respecto a la barra del tratamiento con CERAMIDA.
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5.2.3 Viabilidad mitocondrial de las células MO3.13

Las células M0O3.13 fueron diferenciadas por 120 horas, pretratadas con los extractos
alcohdlicos con tres concentraciones considerados no téxicas, luego de una hora a las
células MO3.13 se les agrego la concentracién de C2-ceramida para causar el dafio en la
viabilidad mitocondrial.

En la Tabla 5.4 se relacionan el efecto de los extractos etanélicos sobre la viabilidad de
las células MO3.13 tratadas con C2 ceramida (25uM) y (12um), en 6 y 24 horas de
tratamientos respectivamente.
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Tabla 9.Efecto de los extractos alcohdlicos en células MO3.13 sometidas al neurotdxico. Las
células CAD fueron diferenciadas por 120 horas. Se realizé un pretratamiento con los extractos alcohdlicos
con 3 concentraciones decrecientes durante 6 y 24 horas respectivamente. La viabilidad celular se calculé
mediante el reactivo de MTT continuando con un periodo de incubacion de dos horas. La fluorescencia fue
medida a una D.O de 492nm. Los valores representan la media + D.E de minimo 3 experimentos
independientes cada uno con 4 réplicas de cada uno de los tratamientos. La comparacién .se realizé para
cada uno de los tratamientos vs Tratamientos ceramida p=0.05.

6 HORAS 24 HORAS
Extracto etandlico | Tratamientos | Viabilidad celular | Tratamientos Viabilidad celular
CONTROL 100,0 * 3,755 CONTROL 100,0 7,200
CERAMIDA 47,83 + 6,440 CERAMIDA 59,61 + 2,602
P.P 10 ug/ml 96,28 + 7,260 P.P 5 ug/ml 98,03 + 12,67
) P.P 5 ug/ml 121,5+4,778 P.P 2.5 ug/ml 130,1 + 2,333
Piper peltatum P.P 2,5 ug/ml 116,8 + 11,45 P.P 1.25 ug/ml 1245 + 2,846
P-P) P.P 10 ug/m+CERAMIDA 71,12 + 4,744 P.P 5 ug/m+CERAMIDA | 61,48 + 6,002
P.P 5ug/m+CERAMIDA 52,33+ 14,73 P.P 2.5 ug/m+CERAMIDA | 59,88 + 5,036
P.P 2,5 ug/m+CERAMIDA 46,12 +17,33 P.P1.25ug/mi+CERAMIDA | 62,64 + 4,675
CONTROL 100,0 * 9,951 CONTROL 100,0 * 3,586
CERAMIDA 60,86 + 8,434 CERAMIDA 60,88 + 9,406
P.A 40 ug/ml 114,7 + 4,211 P.A 20 ug/ml 99,32 + 20,24
_ P.A 20 ug/ml 110,4 + 1,068 P.A 10 ug/ml 141,7 + 4,550
Piper arboreum P.A 10 ug/ml 113,5 + 6,738 P.A 5 ug/ml 150,4 + 3,550
(P.A) P.A 40 ug/m+CERAMIDA 85,57 + 4,773 P.A 20 ug/m+CERAMIDA | 48,87 + 2,543
P.A 20 ug/m+CERAMIDA 82,55 + 3,360 P.A 10 ug/m+CERAMIDA | 57,79 + 10,92
P.A 10 ug/mi+CERAMIDA 78,00 + 3,185 P.A 5 ug/ml+CERAMIDA | 56,93 + 11,68
CONTROL 100,0 * 7,631 CONTROL 100,0 * 13,56
CERAMIDA 67,20 + 6,869 CERAMIDA 46,39 + 4,372
P.K 20 ug/ml 118,0 + 3,287 P.K 10 ug/ml 114,7 + 9,585
) ) P.K 10 ug/ml 115,2 + 2,767 P.K 5 ug/ml 114,5 + 2,080
Piper krukoffi P.K 5 ug/ml 115,3 + 6,105 P.K 2,5 ug/ml 113,1 + 2,798
(P-K) P.K 20 ug/m+CERAMIDA 79,72 +9,117 P.K 10 ug/m+CERAMIDA | 26,29 + 4,485
P.K 10 ug/m+CERAMIDA 77,02 + 13,17 P.K 5 ug/ml+CERAMIDA | 30,31 + 4,820
P.K 5 ug/m+CERAMIDA 74,95 + 6,855 P.K 2,5 ug/ml+CERAMIDA | 28,81 + 2,288
CONTROL 100,0 * 7,631 CONTROL 100,0 * 13,56
CERAMIDA 67,20 + 6,869 CERAMIDA 46,39 + 4,372
P.T 10 ug/ml 105,4 + 11,54 P.T 10 ug/ml 95,82 + 7,656
) P.T 5 ug/ml 106,1 + 11,20 P.T 5 ug/ml 110,6 + 3,195
Piper tuberculatum | p 12 5 yg/mi 107,2 + 3,713 P.T 2,5 ug/ml 113,0 + 1,960
G P.T 10 ug/ml+CERAMIDA 71,60 + 8,637 P.T 10 ug/ml+CERAMIDA | 44,49 + 10,00
P.T5ug/m+CERAMIDA 60,31 + 12,94 P.T 5 ug/m+CERAMIDA | 34,18 + 1,634
P.T 2,5 ug/ml+CERAMIDA 66,06 + 11,87 P.T 2,5 ug/m+CERAMIDA | 34,18 + 3,628
CONTROL 100,0 * 9,951 CONTROL 100,0 * 3,586
CERAMIDA 60,86 + 8,434 CERAMIDA 60,88 + 9,406
A.D 20 ug/ml 113,1 + 4,016 A.D 20 ug/ml 95,22 + 5,048
A.D 10 ug/ml 123,0 + 1,921 A.D 10 ug/ml 111,3 + 14,20
Achalipha diversifolia | A D 5 ug/ml 117,4 +5,782 A.D 5 ug/ml 100,5 * 4,215
(A.D) A.D 20 ug/m+CERAMIDA 90,63 + 9,882 A.D 20 ug/mi+CERAMIDA | 51,11 + 8,794
A.D 10 ug/m+CERAMIDA 78,98 + 5,864 A.D 10 ug/m+CERAMIDA | 61,64 + 13,96
A.D 5 ug/m+CERAMIDA 75,61 +6,121 A.D 5 ug/m+CERAMIDA | 42,48 + 11,82
CONTROL 100,0 * 3,755 CONTROL 100,0 * 7,200
CERAMIDA 47,83 + 6,440 CERAMIDA 59,61 + 2,602
A.C 20 ug/ml 87,75+ 2,917 A.C 10 ug/ml 97,86 + 2,457
A.C 10 ug/ml 100,0 + 9,107 A.C 5 ug/ml 100,2 + 6,304
Alchornea calophyla | A ¢ 5 ug/ml 87,74+ 1,974 A.C 2,5 ug/ml 99,86 + 0,7719
(A.C) A.C 20 ug/ml+CERAMIDA 52,66 + 8,928 A.C 10 ug/ml+CERAMIDA | 57,53 + 10,29
A.C 10 ug/m+CERAMIDA 54,96 + 9,452 A.C 5 ug/ml+CERAMIDA | 67,03 + 3,038
A.C 5 ug/m+CERAMIDA 69,50 + 11,52 A.C 2,5 ug/ml+CERAMIDA | 62,31 + 7,065
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Figura 28.Células M03.13 diferenciadas expuestas al extracto de Piper peltatum vy
ceramida. El extracto de Piper peltatum fue agregado a las células MO3.13 en concentraciones
decrecientes. (a)Luego de una hora se agregé 50 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 6
horas. (b) 25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de viabilidad se
calculé con el método de WST-1. Los resultados representan la media + DE de tres experimentos
independientes. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni's Multiple
Comparison Test" ***p < 0.05 comparaciones con respecto a la barra del tratamiento con
CERAMIDA.
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Figura 29.Células M03.13 diferenciadas expuestas al extracto de Piper arboreum vy
ceramida. El extracto de Piper arboreum fue agregado a las células MO3.13 en concentraciones
decrecientes.(a)Luego de una hora se agregé 50 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 6
horas.(b) 25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de viabilidad se calculé
con el método de WST-1. Los resultados representan la media + DE de tres experimentos
independientes. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni's Multiple
Comparison Test" ***p < 0.05 comparaciones con respecto a la barra del tratamiento con
CERAMIDA.
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Figura 30.Células M03.13 diferenciadas expuestas al extracto de Piper krukoffi y ceramida.
El extracto de Piper krukoffi fue agregado a las células MO3.13 en concentraciones decrecientes.
(a)Luego de una hora se agregé 50 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 6 horas.(b)25 uM
de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de viabilidad se calculé con el método
de WST-1. Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes.
Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por "Bonferroni's Multiple Comparison
Test" ***p < 0.05 comparaciones con respecto a la barra del tratamiento con CERAMIDA.
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Figura 31.Células M03.13 diferenciadas expuestas al extracto de Piper tuberculatum vy
ceramida. El extracto de Piper tuberculatum fue agregado a las células MO3.13 en
concentraciones decrecientes.(a)Luego de una hora se agregé 50 uM de C2-ceramida para el
tratamiento de 6 horas.(b)25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de
viabilidad se calculé con el método de WST-1. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por
"Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05 comparaciones con respecto a la barra del
tratamiento con CERAMIDA.
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Figura 32.Células M03.13 diferenciadas expuestas al extracto de Achalipha diversifolia y
ceramida.El extracto de Achalipha diversifolia fue agregado a las células M03.13 en
concentraciones decrecientes. (a)Luego de una hora se agregé 50 uM de C2-ceramida para el
tratamiento de 6 horas. (b)25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de
viabilidad se calculé con el método de WST-1. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por
"Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05 comparaciones con respecto a la barra del
tratamiento con CERAMIDA.
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Figura 33.Células MO3.13 diferenciadas expuestas al extracto de Alchornea calophyla y
ceramida. El extracto de Alchornea calophyla fue agregado a las células MO3.13 en
concentraciones decrecientes. (a)Luego de una hora se agregé 50 uM de C2-ceramida para el
tratamiento de 6 horas. (b)25 uM de C2-ceramida para el tratamiento de 24 horas. El efecto de
viabilidad se calculé con el método de WST-1. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido por
"Bonferroni's Multiple Comparison Test" ***p < 0.05 comparaciones con respecto a la barra del
tratamiento con CERAMIDA.
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5.3 Discusiodn

La oferta como el consumo de productos naturales para tratar enfermedades en los
humanos ha representado un incremento en las Gltimas décadas, que se traducen en
millonarias ventas. Sin embargo existe un concepto equivocado; “Todo lo natural es
bueno”. Por lo contrario, se ha comprobado que muchos compuestos activos de
productos naturales a base de plantas son téxicos debido a sobredosis o ante una
equivocada preparacion, causando enfermedades graves, lesiones o incluso la muerte.
Ejemplo de estos compuestos activos se encuentran los alcaloides, glucésidos, terpenos
etc. Obligando al sometimiento de estos extractos, compuestos o derivados de plantas a
andlisis de sus efectos negativos, mediante ensayos celulares y clinicos [107, 108].

Alrededor del mundo las dietas ricas en flavonoides y polifenoles han aumentado
considerablemente, llevando incluso a incidir a un nocivo nivel de estos compuestos,
catalogandolos como pro-oxidativos.[109] No obstante las plantas y productos vegetales
poseen potencial terapéutico, y su potencial es debido a una posible sinergia de sus
constituyentes quimicos. Sin embargo este perfil de compuestos se puede alterar por
factores que rodean el desarrollo de la planta, su procesamiento y extraccion de
compuestos [110]. Las discusiones sobre la seguridad en los medicamento a partir de
hierbas se estan basando en estudios de genotoxicidad y la cantidad de publicaciones
gue existan sobre este tema o conocimientos previos de las plantas y ensayos

celulares.[111]

Sin embargo las Piperaceaes ha despertado profundamente el interés de la comunidad
cientifica debido al alto uso etnobotanico para el tratamiento de diversas enfermedades
incluyendo las que afectan el sistema nervioso central, pero no existe claridad sobre los
efectos toxicos de los extractos en el comportamiento de los individuos ante una posible
sobredosis 0 consecuencias negativas a mediano o largo plazo.[112] Aunque cabe
destacar otros estudios donde demuestran la actividad citotoxica del (e)-nerolidol
compuesto de aceite esencial de Piper gaudichaudianum Kunth en células de
Saccharomyces cerevisiae sin consecuencias genotéxicas.[113] Otras investigaciones
destacan la funcién de la piperina, un compuesto de origen alcaloide que se encuentra en

el Piper nigrum, al igual que otros compuestos del mismo tipo con propiedades
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insecticidas, anti cancer, antiinflamatorio etc. estas apreciaciones demuestran que los

metabolitos tienen sus contras y pro.[114,115]

Al igual que las Piperaceae las especies de plantas de la familia Euphorbiaceae en
Colombia han sido ampliamente estudiadas. Su uso abarca lo medicinal, lo alimenticio,
maderables e industrial. Algunas investigaciones han demostrado la presencia de
metabolitos secundarios como el Fucan, flavoniodes, lignanos, fitoestrogenos, alcaloides,
terpenos. Dentro de algunos usos etnobotanicos registrados y mas importantes esta el
antiofidico, otras investigaciones realizadas en laboratorio de extractos crudos de
alcaloides o] alcohdlicos evidenciaron actividad antimalarica,
antivirales.[116,117,21,118,119]

De otro modo algunos estudios revelan la genotéxicidad y potencial mutagénico de
algunas especies de la familia Euphorbiaceae, un ejemplo es una serie de compuestos
como ésteres de forbol y curcina encontrados en la Jatropha curcas L. que producen
diarrea, lesiones en la piel e incluso en el higado y rifibn en humanos y ratas. Al igual que
dosis altas de extracto acuoso de Euphorbia prostrata Ation para el tratamiento de
salmonelosis en ratas, produciendo lesiones en el higado y rifion.[120,121] No obstante
la alta toxicidad de algunas especies son utilizadas parar llevar a cabo investigaciones
para tratar el Aedes aegypti (Diptera:Culicidae) vector biolégico de enfermedades
tropicales.” Otras especies como la Jatropha multifida L. Euphorbia helioscopia,
demostraron que el latex y la sabia son seguro para uso farmacéuticos y su extracto

metandlico no es perjudicial a menos de 10 ug/ml.[123,124]

Para nuestro caso las especies de plantas que pertenecen a la familia Piperaceae, y las
especies de la familia Euporbiaceae demostraron un alto porcentaje de toxicidad en las
lineas celulares CAD y M0O3.13, incluso a bajas concentraciones como la de 10 ug/ml en
24 horas de evaluacion, esta toxicidad se establecié teniendo en cuenta la capacidad de
la mitocondria para producir sal de formazan y posteriormente cuantificada (Ensayo de
MTT). La previa caracterizacion de los metabolitos secundarios en las Piper se establecio
gue la alta toxicidad no se debi6 a los alcaloides, ya que los extractos alcohdlicos
mostraron presencia negativa para este tipo de metabolitos secundarios. Es de afadir
gue varios investigadores concuerdan con la presencia de amidas, flavonoides,

kavapironas, lignanos, neolignanos, piperolidas, propenilfenoles, alcamidas, chalconas,
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benzopironas, cromenos, lactonas, terpenos y negativo para alcaloides en especies de

Piper y, similar a la caracterizado en este trabajo de investigacion [125, 126, 127].

Los datos de toxicidad evidenciaron una tendencia positiva entre la concentracion del
extracto vs el tiempo de exposicion (6 y 24 H), tanto en las CAD como el MO3.13. A
pesar de la alta toxicidad registrada, se pudo llegar a concentraciones tolerables del
extracto en las células. Se revis6 en detalle que la poblacion celular tratadas con los
extractos alcohdlicos no presentara diferencias significativas en comparacion con las
células no tratadas con el compuesto. De este modo los extractos alcohdlicos que a dosis
de 10 ug/ml mostraron diferencias significativos *P < 0.05 en comparaciéon con el
tratamiento sin extracto, seria descartada esa concentracion para el ensayo de
neuroproteccion, sin embargo los extractos que presentaron este comportamiento fueron
llevados a una dilucion seriada obteniendo concentraciones de 5, 2.5y 1.25 ug/ml. En
general es de considerar la importancia que desencadena que un extracto alcohdlico a
tan baja concentracion como 10ug/ml tenga la capacidad de mostrar actividad biolégica,
ocasionando parada del metabolismo celular en células inmortales, como son las CAD y
MO3.13.

No obstante la ingesta de alimentos ricos en antioxidantes para contrarrestar el EO
celular ha sido una apuesta de la comunidad médica, en este campo los nutracéuticos,
tienen la capacidad de potenciar la salud, prevenir la enfermedad y actuar en la
recuperacion del individuo. Algunos alimentos dada la variedad de metabolitos
secundarios han demostrado una amplia gama de actividades biol6gicas. En general,
estos metabolitos tienen baja potencia como compuestos bioactivos en comparacion con
las drogas farmacéuticas, pero su ingesta con regularidad y en cantidades significativas

en la dieta, pueden tener efectos fisioldgicos positivos a largo plazo.[128,129,130,131]

Sin embargo existe otra linea bautizada etnobotanica, en este campo se encuentran
plantas que derivan del Neotrépico y que han sido utilizadas por milenios por
comunidades indigenas para el tratamiento y prevencién de enfermedades. En este
estudio se contaron con elementos para realizar un acercamiento a la patologia de la EP
y EM, se utilizo6 la linea celular CAD y MO3.13 diferenciadas y un neurotéxico enddgeno

como la C2-ceramida. Un modelo que permitié evaluar la neuroproteccion de extractos
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alcohdlicos de plantas endémicas de la geografia colombiana. Las especies de plantas
gue se evaluaron pertenecen a la familia Pipereceae y Euphorbiaceae. Estas familias de
plantas cuentan con una amplia gama de usos dentro de ello la medicinal, lo que ha
despertado el interés de la comunidad cientifica con el fin de determinar los compuestos
gue acttan en la detencién de hemorragias que provocan las mordeduras de serpientes,
compuestos capaces de detener el ciclo celular de tumores, suspender vias de
sefializacion inflamatorias NF-kB (Factor nuclear kappa B), antiparasitaria, antimicéticas,
antibacterial, accion analgésica, ansioliticos, y en especial la antioxidante, actividad que
posiblemente esté actuando en la actividad neuroprotectora demostrada en este trabajo
de investigacion. [66,67,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77,78,79,80,81,82,83,84,85,86,87]

En esta investigacion se trabajo con un neurotéxico de origen enddgeno, que actuara
sobre la mitocondria. Segun investigaciones recientes indican que la ceramida para
inducir apoptosis actua a través de un efecto directo sobre la mitocondria [132, 133]. La
mitocondria posee enzimas capaces de generar ceramida (ceramida sintasa y ceramida
reversa) [134,135] y varios estimulos de apoptosis han demostrado inducir apoptosis
mediante el incremento de niveles de ceramida mitocondrial.[127, 136, 137, 138] Se ha
reportado que la ceramida tiene numerosos efectos sobre la mitocondria, incluyendo
mayor produccién de especies reactivas de oxigeno, alteracién de la homeostasis del
calcio en la mitocondria y reticulo endoplasmatico, deplecién de ATP, colapso del
potencial de membrana mitocondrial, inhibicion y/o activacién de las actividades de varios
componentes de la cadena transportadora de electrones y liberacién de proteinas del
espacio intermembrana. [128, 130, 139, 140] Con este antecedente era valido la
evaluacion de la actividad mitocondrial para concluir una neuroproteccion en las células
CAD y MO03.13 al ser sometidas a los extractos alcohdlicos y posteriormente al
neurotoxico. La bibliografia igualmente reporta que en cultivos celulares y mitocondrias
aisladas, se ha visto que C2-Ceramida induce la liberacién de citocromo c y apoptosis.
Demostrando que la C2-ceramida estaria actuando de manera intrinsica en el camino de
la apoptosis. [133, 134] Por ende la C2-ceramida empleada en este estudio es totalmente

valida tanto para la linea celular CAD y MO3.13.
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En la investigacion se control6 la variable de la concentracion del extracto alcohdlico vs
dosis letal en la lineas celulares CAD y M0O3.13. En el capitulo anterior se establecieron
las dosis letales de cada uno de los extractos alcohdlicos en las lineas celulares CAD y
MO3.13 en los dos tiempos empleados (6 y 24 horas), sin embargo en cada ensayo
realizado y mostrado en este capitulo se corrobor6 que las dosis empleadas de extractos
alcohdlicos no fueran tdxicas en las lineas celulares dentro de las margenes de tiempos
empleados (6 y 24 horas). Esta investigacion demostré una recuperacion de la actividad
mitocondrial la cual fue evaluada mediante el ensayo de MTT en las células CAD y WST-
1 en las células MO3.13, esté recuperacion se evidencio a las 6 horas de tratamiento, un
comun denominador en los extractos alcohdlicos, ninguno demostré actividad
neuroprotectora a las 24 horas de tratamiento en las dos lineas celulares (CAD y
MO3.13). Lo que significa que el tiempo de accion de un compuesto que deriva de un
extracto alcohdlico estd determinado por el tiempo (oxidacion) o por la ausencia de la
renovacion del mismo con respecto al tiempo. Este es un problema que ocurre en la
actualidad con respecto a los farmacos que actian como neuroprotectores utilizados en

una isquemia cerebral.***

Las especies que mostraron actividad neuroprotectora a las 6 horas de tratamiento de
manera  significativa  (**p=0.05) CERAMIDA vs CONCENTRACION DEL
EXTRACTO+CERAMIDA en la linea celular CAD fueron Achalipha diversifolia a
2,5ug/ml de concentracion, Piper peltatum a 5ug/ml, Alchornea calophyla a 40, 20,
10ug/ml, Piper tuberculatum a 20, 10, 5ug/ml, Piper arboreum a 10ug/ml, Piper krukoffi a
10 y 5 ug/ml. Para este caso todos los extractos mostraron tener propiedades que
evitaron que la ceramida actuara de manera negativa en la mitocondria. Para el caso de
la linea celular MO3.13 los extractos alcohodlicos que mostraron actividad neuroprotectora
significativa (***p=0.05) a las 6 horas de tratamiento fueron, Piper arboreum a 40, 20,

10ug/ml, Achalipha diversifolia a 20ug/ml.

Aungue los andlisis con MTT demostré una recuperacion significativa de las células CAD
y WST-1 en las células MO3.13, no se puede afirmar con certeza el o los compuestos
gue estarian actuando en la recuperacion o proteccion de la mitocondria ante el ataque
de la ceramida, debido al conjunto de compuestos que se puede albergar en un extracto

general como los alcohdlicos, sin embargo la caracterizacion de los metabolitos



Ensayo de citotoxicidad y neuroproteccion de los extractos alcohdlicos en las lineas 77
celulares CAD y MO3.13

secundarios de los extractos alcohdlicos de las especies de Piperaceae arrojé positivo
para compuestos fendlicos y flavonoides. Esta clase de compuestos son capaces de
evitar la proliferacion de RL, mediante la captura y construccién de compuestos mas

estables, por inhibicidn de enzimas productoras de RL o inhibicién NF-kB [142].

Hoy la ciencia ha determinado el procesamiento, trafico y almacenamiento celular de
flavonoides en las plantas, debido al interés por los compuestos fendlicos y flavonoides
dada sus funciones biolégicas para el tratamiento o prevencion de enfermedades en
humanos.[143] Como el cdncer, melanomas y demas tipos de tumores que se forman a
partir de mutaciones [144,145]. Se ha demostrado la accion de los flavonoides en
actividades epigenéticas para contrarrestar la progresion en enfermedades
neurodegenerativas, el crecimiento de lineas celulares tumorales humanas de tipo
esofago (KYSE-150), colon (HT-29), préstata (PC-3), y mama (MCF7 y MDA-MB-231)
[146,147], en procesos neuroinflamatorios que desencadenan trastornos cognitivos a
partir de una sobreexpresion de interleuquinas (IL) generados por la microglia [148].

Los compuestos fendlicos estdn ampliamente descritos y abundan en las plantas, de
manera directa o indirecta en nuestra dieta, por ende su actividad biolégica ha sido
registrada en el tratamiento y prevencion de enfermedades de tipo neuronal, en
consecuencia es acertado afirmar que los compuestos fendlicos son los que estan
causando la neuroproteccién obtenida en las lineas celulares CAD y M0O3.13, ademas las
especies de plantas que hicieron parte de esta investigacion pertenecen a la familia
Piperaceae y Euphorbiaceae, ampliamente distribuidas en el Neotrdpico [149] contando
con un registro detallado de sus actividades bioldgicas y usos por parte de comunidades

indigenas y ancestrales.

Aunque se pudo evidenciar el efecto neuroprotector de las extractos alcohdlicos, existe
una clara diferencia entre la neuroproteccién presentada en las lineas CAD con respecto
a la M0O3.13. La linea celular CAD es de origen murino y catecolaminérgica con la
capacidad de producir NT-3 de manera autocrina [60], una neurotrofina que se produce
en la diferenciacién celular de las CAD. Sin embargo el objetivo final de las células CAD
no es producir ceramida ni productos de naturaleza lipidica. De otro modo la linea celular

MO3.13 es de origen humano compartiendo caracteristicas morfologicas y bioquimicas
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con cultivos primarios, sin embargo los oligodendrocitos en estado maduro son células
formadoras de vainas de mielina, estas vainas principalmente estan formadas por lipidos,
algo que no ocurre con la linea celular MO3.13, aunque durante su diferenciacién celular

presentan marcadores de oligodendrocitos maduros [150].

Continuando, al revisar la concentracion de C2-ceramida (50 y 25uM a las 6 y 24 horas
respectivamente) utilizada para generar dosis Lso en las células MO3.13 se utilizé el doble
de lo empleado con las células CAD. Este fenbmeno de tolerancia se puede deber a la
similitud en las caracteristicas lipidicas de la ceramida y la mielina, a su origen enddgeno,
y la funcion que pueden cumplir en la célula. No obstante el incremento de la ceramida
en las MO3.13 y la afectacion en la viabilidad mitocondrial demuestra que las
concentraciones altas o acumulacion de ceramida a nivel intracelular desencadenan una
orden de muerte, que para el caso de esta investigacion los extractos alcohélicos de las
especies Piper arboreum y Achalipha diversifolia mostraron capacidad neuroprotectora
representada en la recuperacion de la viabilidad mitocondrial.



6. Conclusiones, recomendaciones vy
perspectivas.

6.1 Conclusiones

1. Los metabolitos secundarios caracterizados a partir de los extractos alcohdlicos del
género Piper mostraron presencia positiva para: Amidas, cumarinas, esteroides y/o
saponinas esteroidales, esteroles, fenoles y/o taninos hidrolizables, flavonoides vy

guinonas.

2. Las lineas celulares CAD de tipo murino, catecolaminérgicas al producir NT-3 en
estado de diferenciacién y la MO3.13 de tipo humano y presentar marcadores molecular
de oligos maduros, son un buen modelo para los ensayos en busqueda de

neuroprotectores como acercamiento en el tratamiento de la EP y EM.

3. La concentracion de DMSO utilizada para disolver los extractos alcohdlicos en los
medios de suspensién para el mantenimiento y diferenciacién de las células CAD y

MO3.13 no causa proceso de toxicidad.

4. Se estableci6é que la dosis Lsy, de la C2-ceramida en las células CAD a las 6 horas de
tratamiento fue de 25uM, a las 24 horas de tratamiento 12uM. Para las células MO3.13
en el tratamiento de 6 horas fue de 50uM y para el tratamiento de 24 horas una

concentracion de 25uM.
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5. El extracto alcohdlico de Piper peltatum mostré actividad toxica significativa de ***p <
0.05 a una concentracion de 10ug/ml en 24 horas de tratamiento en comparacion a las
células no tratadas con el extracto en las lineas celulares CAD y MO3.13. Los extractos
de Piper krukoffi, Acalypha diversifolia, Alchornea calophyla, mostraron actividad toxica
en la linea celular MO3.13 a las 24 horas de tratamiento. El extracto del Piper
tuberculatum tuvo efectos de toxicidad A 10 um en la linea celular MO3.13 a las 6 horas

de tratamiento.

6. Los extractos alcohdlicos mostraron la capacidad de recuperar la viabilidad
mitocondrial en las células CAD tratadas con el neurotdxico (C2-ceramida) de manera

significativa ***p < 0.05 con respecto al grupo de células CAD+C2-ceramida.

7. El extracto alcohdlico de Piper arboreum y Acalypha diversifolia mostraron la
capacidad de recuperar la viabilidad mitocondrial en las células MO3.13 tratadas con la
neurotoxina (C2-ceramida) de manera significativa ***P < 0.05 con respecto al grupo de
células MO3.13+C2-ceramida.

6.2 Recomendaciones y Perspectivas

1. Realizar fraccionamiento a los extractos alcohdlicos para la busqueda de los
compuestos que estan relacionado con la actividad neuroprotectora evidenciada en esta
investigacion.

2. Efectuar con los extractos alcoholicos el trabajo de toxicidad y recuperacién de la
viabilidad mitocondrial en cultivos primarios.

3. Analizar por western blot la via de supervivencia PI3BK/AKT en el contexto neurotdxico
planteado en este trabajo de investigacion en las células CAD y MO3.13.

4. Continuar con la busqueda de compuestos a partir de extractos generales o
alcohdlicos de plantas de la biogeografia colombiana que puedan mostrar una capacidad
neuroprotectora a concentraciones bajas.



/. Anexos

ANEXO 1. RECOLECCION DE LOS ESPECIES DEL GENERO PIPER EN EL
PIDEMONTE DEL CAQUETA'Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Piedemonte del Caqueta. Zona ubicada al sur de Colombia, donde se extrajeron las
plantas del género Piper.
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Procesamiento de las mue

stras de plants del género Piper. Las plantas fueron

identificadas, rotulados y almacenadas para ser llevada al herbario Nacional de
Colombia.
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ANEXO 2. CELULAS CAD

CELULAS CAD EN DIVISION CELULAR .(100X)

CELULAS CAD DIFERENCIADAS EN 48 HORAS. (100 X)
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ANEXO 3. PREPARACION DE LOS STOCK A PARTIR DE LOS EXTRACTOS
ALCOHOLICOS.

800mg/ml de extracto
etandlico

<
N —1

Setomd 5 ulLy sellevé aun
tubo falcon con 4995 ulL de
medio para cultivo

Concentracién
de 800ug/ml

| Diluy6 a la mitad | | Diluyé a la mitad | | Diluyé a la mitad |

N

CNCNCN 7YY

Stock

Stock

Stock

Stock

Stock

Concentracion Concentracion
de 800ug/ml de 400ug/ml

Concentracion
de 200ug/ml

Concentracién
de 100ug/ml

Concentracién
de 50ug/ml

J

Se tomd 40 ul de cada uno de los stocks y se diluyé en 160 ml del
medio con las células designadas para la investigacién, obteniendo
una concentracion final de 160, 80, 40, 20, 10ug/ml en cada pozo
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