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Resumen: El objetivo de este estudio fue determinar los
efectos citotéxicos producidos por el extracto de la
corteza AT en células Vero. Métodos: Se realiz6 un
estudio experimental utilizando el extracto AT obtenido
por el método de Soxhlet, desecado y diluido en buffer
fosfato salino. La viabilidad celular se determiné con
metil tetrazolio (MTT) y en presencia del extracto AT a
10, 20, 30, 50 y 55 pg/ ml que fueron probadas en una
densidad de 4.000 células por pozo. Para establecer
alteraciones morfologicas se utilizé la coloracion May-
Grunwald/Giemsa a 10, 20 y 30 ug/pL en una densidad
de 200.000 células/mL. Se incubaron durante 24 y 48
horas de exposicién y se compard con el grupo control
respectivo. Se analizaron los datos obtenidos con el
programa Graph PadPrism versién 5.0. Resultados: El
extracto produjo disminucién de la viabilidad celular
significativa (P<0,05) con respecto al grupo control, que
se evidencié por la formacién de vacuolas y expansioén
nuclear proporcional al tiempo y a la concentracion
utilizada. Conclusién: el extracto de AT puede ser
considerado como citotéxico.

Palabras
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Abstract: The objective of this study was to determine
the cytotoxic effects produced by the extract of the AT
cortex in Vero cells. Methods: An experimental study
was carried out using the AT extract obtained by the
Soxhlet method, dried and diluted in salt phosphate
buffer. Cell viability was determined with methyl
tetrazolium (MTT) and in the presence of the AT extract
at 10, 20, 30, 50 and 55 pg/ml that were tested at a density
of 4,000 cells per well. To establish morphological
alterations, the May-Grunwald/Giemsa stain at 10, 20
and 30 pg/pL at a density of 200,000 cells/mL was used.
They were incubated for 24 and 48 hours of exposure and
compared with the respective control group. The data
obtained with the Graph PadPrism version 5.0 program
were analyzed. Results: The extract produced a significant
decrease in cell viability (P<0.05) with respect to the
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control group, which was evidenced by the formation of
vacuoles and nuclear expansion proportional to time and
concentration used. Conclusion: AT extract can be
considered as cytotoxic.

Keywords: Angostura Trifoliata, Cytotoxic, Cytotoxicity,
Células erv.

INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud, ha publicado que el 80% de la poblacién mundial, utiliza plantas
medicinales para su atencion primaria en salud principalmente por la creencia en: su efectividad, que todo lo
natural es inocuo, la escasez de literatura sobre los efectos adversos que pueden producir, el bajo costo y la
falta de regulacion para su adquisicion. @

En Venezuela, el uso de plantas medicinales con fines curativos ha generado algunos casos de intoxicacion
tanto en nifios como en adultos *”, sin embargo, existe una tendencia cada dia mayor al uso de plantas para
la atencion primaria en salud, entre ellas, la Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elias (Rutaceae) (AT) que ha sido
utilizada para el manejo de ciertas enfermedades como: la diabetes tipo II, la malaria, la tuberculosis e incluso
para perder peso.?

En Latinoamérica, ha sido utilizada para: dispepsia, anorexia, gastritis, asma, tuberculosis, tosferina y para
el tratamiento de la diabetes. ® En Europa, se ha utilizado como antipitético, antipalidico, digestivo, para
fiebres intermitentes, disenteria, diarreas cronicas y tuberculosis. ©

El arbol Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elias, es muy frondoso, pudiendo alcanzar hasta 20 metros de altura,
pertenece a la familia Rutaceae y al género Angostura. Sus hojas son trilobuladas de color verde, corteza
parda amarillenta y flores de color blanco. Tradicionalmente es conocida como: quina de Guayana, quina de
Nueva Andalucia, Angostura verdadera, cuspa, cusparea, cascarillo, quina blanca, quina amarilla. @ Cabe
aclarar que no esta presente en la bebida aromatica y carminativa “Amargo de Angostura”.

De la corteza de Angostura trifoliata han sido aislados alcaloides del tipo quinolinico tales como: angosturina,
galipeina, cuspareina, galipenina, N-metil-4- hidroxi-3-(2",3"-epoxi-isobutil)-2-quinolona, candicina y
allocuspareina, los cuales han mostrado actividad contra el Mycobacterium tuberculosis. ©”

En la actualidad, la busqueda de la cura de ciertas enfermedades, sobre todo las enfermedades cronicas, ha
impulsado a una gran parte de la poblacién mundial a la utilizacién de plantas medicinales y mediante la
informacién etnobotanica los investigadores reunen datos sobre el uso de plantas medicinales, pero se
requiere la validacién de dichos usos, mediante, una investigacion rigorosa que arroje resultados como, la
veracidad o no de efectos terapéuticos de la planta y los diversos efectos toxicos que puedan producir.

En este sentido, por investigaciones previas realizadas por la autora con el extracto de esta planta, usando
una dosis Gnica por via intraperitoneal, se demostraron efectos: neurotéxicos, hiperglucémico, hiperkalémico
y de hiperosmolaridad en ratones de la cepa INH (Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”) ",
quedando pendiente realizar otros estudios preclinicos con el propésito de detectar posibles efectos toxicos
posteriores a su administraciéon. Considerando estos aspectos, se planted como objetivo de esta investigacion
el determinar los efectos citotoxicos producidos por el extracto de Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elfas.
(Rutaceae) en células Vero.

METODOS

Tipo de estudio: Este estudio se enmarca en la investigacién basica y fue experimental.

Material vegetal: ILas cortezas de Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elfas utilizadas para la presente
investigacion fueron recolectadas en el rio Cuyuni, Sierra de Imataca del estado Bolivar. La identificacién
botanica de la planta fue realizada por el Dr. Stephen Tillett y la profesora Giovannina Orsini, en el Herbario
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Owalles de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela. Se dejé una muestra de referencia
bajo el codigo de registro MYF 20936.

Las cortezas de Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elias fueron desecadas a temperatura ambiente, una vez
secas, fueron finamente molidas y sometidas a una extracciéon continua en la cimara de Soxhlet con etanol
al 95% por 48 h a 80° C. El extracto obtenido fue filtrado para eliminar los residuos, luego se concentré a
presion reducida hasta peso constante (eliminando el etanol) y guardado en un frasco ambar herméticamente
cerrado para evitar su descomposicion quimica o contaminaciéon microbioldgica.

El extracto AT fue preparado a una concentracion de 1 mg/mlL en buffer fosfato salina (PBS), esterilizado
mediante filtracién por una membrana de 0,20 pm (Millipore®) y luego se conservé a temperatura ambiente
bajo condiciones de esterilidad.

Linea celular Vero: La linea celular establecida fue la heteroploide Vero, obtenida del Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel”. Son células aneuploides procedentes de rifion de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops). Esta linea fue iniciada en 1962, y son de amplio uso en cultivo celular como un buen
modelo para realizar estudios toxicolégicos, (11) debido a que son susceptibles a efectos de sustancias
toxicas; presentan caracteristicas que las hacen 6ptimas para la realizacion de estudios morfologicos, como
son la presencia de fibroblastos, citoplasma amplio y plano, y la elevada densidad de organelos
citoplasmaticos. ¥

Determinacién de la viabilidad celular mediante el método de MTT: El método del metil tetrazolio (MTT)
es un ensayo colorimétrico basado en la incubacién de células con bromuro de este compuesto (3-(4,5-
dimetiltiazol — 2- il) 2,5 — difenitetrazolio) que es de color amarillo soluble en agua, y cuando es captado por
células vivas por endocitosis se reduce por la accién de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenada
(SDH), al romper el anillo de tetrazolium, se convierte en un compuesto insoluble de color morado. Este
compuesto es llamado formazan, que se acumula en los lisosomas y es transportado a la superficie celular
mediante un proceso de exocitosis.

El formazan obtenido, fue disuelto con dimetil sulféxido (DMSO) y la absorbancia fue leida con un lector
de placas de ELISA a 570 nm, ya que es directamente proporcional al nimero de células metabdlicamente
activas (vivas). Este método permite ademas, cuantificar el crecimiento celular por medicién de la
absorbancia, y puede ser aplicado tanto sobre una monocapa celular confluente como semiconfluente, lo
que nos permitié detectar como afecta o no el crecimiento celular,"*"” por lo que se utiliza como un
indicador directo de la viabilidad celular y es adecuado para determinar proliferacion de células en muestras
frescas o congeladas hasta por tres semanas a -70 °C."? Si bien se considera que la reduccién del MTT se
produce en las mitocondrias, se ha descrito también la reduccién de este compuesto en otros
compartimientos celulares.

Las células Vero se sembraron en placas fondo plano de 96 pozos a una densidad de 4.000 células/pozo
fueron incubadas en una atmosfera himeda de 5 % de CO, a 37 °C por 48 horas, verificando las
caracteristicas del cultivo mediante un microscopio invertido a ciertos intervalos de tiempo hasta confluencia
en monocapa. Transcurrido este tiempo, se cambié el medio de cultivo y fueron incorporadas diferentes
concentraciones del extracto AT a evaluar (10, 20, 30, 50 y 55 pg/ mL). Se incubaron por 24 y 48 horas,
tiempo en el cual fue retirado por inversion enérgica y se adiciono6 50 pL. de MTT diluido en solucién buffer
fosfato (PBS) a una concentracién de 0,4 mg/mlL en cada pozo. Las placas fueron incubadas por 3 horas a
37°Cy 5% COs. Posteriormente, se descarté el MTT'y se agregd 100 p. DMSO para solubilizar el formazan
y realizar la respectiva lectura en un lector de ELISA a una longitud de onda 570 nm para la determinacion
de la concentracion citotoxica media o concentracion citotéxica cincuenta (CCso).

Evaluaciéon morfolégica del cultivo de células Vero: Para analizar alteraciones morfologicas y el
comportamiento in vitro, las células fueron cultivadas en tubos de Leighton a una densidad de 200.000
células/ml.,, incubadas en medio nutritivo en una atmosfera himeda de 5 % de CO; a 37 °C para permitir
su adherencia de las células a las laminillas por 24 horas. Pasado este tiempo, se expusieron las células con el
extracto AT a concentraciones de 10, 20 y 30 pg/mL por 24 y 48h, luego fueron fijadas con metanol para
su evaluacion morfoldgica mediante coloracion de May-Grunwald/Giemsa. Para obtener buenos resultados
se realizo la tincion durante las dos horas siguientes a la preparacion del colorante. También, se tuvo el
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cuidado con la homogeneidad de las células incubadas en las laminillas para obtener una mejor fijacién del
colorante.

Para la coloracion de las células se siguieron las siguientes fases: se cubrieron las laminillas con 2 mL del
colorante May-Griinwald y se dej6 actuar durante 5 min; después, se retiré el exceso de colorante inclinando
el portaobjetos y se lavo ligeramente con agua destilada, seguidamente, se cubrié con Giemsa recién diluido
en una proporcion 1:18 con agua tamponada a un pH entre 7,0 — 7,2 y se dej6 en contacto por 20 min.
Luego se lavo con el agua tamponada y se dejo secar a temperatura ambiente; seguidamente se lleva a cabo
la deshidratacion de las laminillas haciéndolas pasar rapidamente por una mezcla de soluciones de acetona-
xileno. Finalmente, se montaron con balsamo de Entellam en un porta-objetos perfectamente limpio y se
dejaron secar al aire, para su posterior lectura al microscopio 6ptico con aumento 100x.

Consideraciones éticas: Este trabajo recibi6 el aval del Comité de Bioética del Instituto de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina de la UCV (CB-IME) en enero del 2021.

Analisis estadistico: Los datos fueron expresados como la media mas o menos el error estandar de la
media a un 95 % de confianza, donde “n” se corresponde al nimero de determinaciones realizadas por cada
grupo. Todos estos resultados fueron analizados y graficados mediante el programa Graph PadPrism version
5.0, considerandose como diferencia estadisticamente significativa entre los grupos cuando P< 0,05.

RESULTADOS

A la concentracion de 50 pg/mL del extracto AT, las pruebas de viabilidad celular por el método de MTT
muestran diferencias significativas con respecto al control a 24 y 48 horas, observandose un porcentaje de
85,4 % promedio de células viables que representa una tasa de muerte celular de 12,6 % (p<0,05). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de células tratadas con el extracto AT a esa dosis
(p>0,05).Por otra parte, la toxicidad aumenté al incrementar la concentracion del extracto AT, a 55 pg/mL
se encontré que el porcentaje de viabilidad cay6 a 76,2 % a las 48 horas de exposicién correspondiéndose a
una tasa de muerte del 26,8 %, valor que fue estadisticamente significativa (p<0,05) respecto al grupo
control, pero no respecto a la misma dosis a las 24 horas, como se observa en la Figura 1.

o Celulas Vero 24 horas
- (Celulas Vero 48 horas

% Viabilidad

704

1 |l 1

0 20 40 60
[extracto AT (pg/mL)].

FIGURA 1.
Efecto del extracto de Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elias sobre la viabilidad de la linea celular renal Vero a
concentraciones crecientes del extracto. - = Expuestas durante 24h.-- = Expuestas durante 48 h. * = Diferencias
significativas (p < 0.05).
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Por otro lado, se evalué el efecto del extracto de Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elfas a concentraciones de
10, 20 y 30 pg/mL a 24 h y 48 horas, respectivamente, con trespecto al grupo control, sobre la morfologia
de la linea celular renal Vero. En las Figuras 2 y 3 se observan imagenes de las estructuras de células,
obtenidas por microscopia éptica de contraste de fase (CF) a diferentes amplitudes desde 10x a 40x. A cada
grupo se le asigné una letra: serie A, para las muestras control; serie B: células tratadas con 10 pg/mlL; setie
C: células tratadas con el extracto 20 pg/mL y serie D: células tratadas con 30 pg/mL.

Las células Vero control presentaron la morfologia fibroblastica caracteristica de esta linea celular, con un
citoplasma amplio y plano en el que se observaron gran cantidad de organelos y se identificaron con claridad
el nacleo y los nucléolos, sin cambios significativos que describir. Por su parte, en las células tratadas con el
extracto AT, se produjeron cambios morfoldgicos, observandose formacién de multiples vacuolas en el
citoplasma, directamente proporcional a la concentraciéon del extracto y al tiempo de exposicion. De igual
manera, en las ldminas incubadas por 48 horas, se observé una expansion del nicleo significativa a la
concentracién de 30 pg/mL.

20X

Cc3 2 '&-‘0

- ’ N ‘ . & %0
é d’\"- ’1 !‘.'/ ‘.:
40X 4 re S £I°8 4
‘R‘ ~".' ’ .‘&
_—) A, o,

Control 10 ug/mL 20 ugimL 30 ug/mL

FIGURA 2.
Efectos de concentraciones crecientes del extracto Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elias (Rutaceae) sobre la
morfologia de células Vero durante 24 horas. Control=Al a 10X, A2 a 20X, A3 a 40X. Células tratadas con el
extracto 10 ug/mL = B1 a 10X, B2 a 20X, B3 a 40X. Células tratadas con el extracto 20 ug/mL= C1 a 10X, C2
a 20X, C3 a 40X. Células tratadas con el extracto 30 ug/mL= D1 a 10X, D2 a 20X, D3 a 40X. La morfologia
celular general se analizé a través de la observacion directa de células vivas mediante microscopia Optica de
contraste de fase (CF).
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FIGURA 3.
Efectos de concentraciones crecientes del extracto Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elias (Rutaceae) sobre la
morfologia de células Vero durante 48 horas. Control: Al a 10X, A2 a 20X, A3 a 40X. Células tratadas con el
extracto 10 ug/mL: B1 a 10X, B2 a 20X, B3 a 40X. Células tratadas con el extracto 20 ug/mL: C1 a 10X, C2 a
20X, C3 a40X. Células tratadas con el extracto 30 ug/mL: D1 a 10X, D2 a 20X, D3 a 40X. La morfologia celular
general se analiz6 a través de la observacion directa de células vivas mediante microscopia 6ptica de contraste
de fase (CF).

DISCUSION

El uso etnobotanico de plantas medicinales tiene, un innegable aceptacién por parte de la poblacion en
general, y son utilizadas tanto para enfermedades crénica como la diabetes,!” asi como para el tratamiento
de enfermedades agudas tan compleja y reciente como el COVID-19"%" de ahi la importancia de realizar
sus respectivos estudios de validacion, los cuales deben transitar con la realizaciéon de pruebas de toxicidad,
cuyos resultados tendran en todo caso una utilidad cientifica importante. Siendo la citotoxicidad una de las
pruebas iniciales usadas para evaluar la utilidad de una sustancia como herramienta farmacoldgica, debido a
que mide el nivel de toxicidad de una determinada sustancia cuando interactia directamente con las células.
Dentro de las pruebas de citotoxicidad, los métodos de MTT vy la coloracién de May- Grunwald/Giemsa
son muy fiables para determinar los efectos toxicos a nivel celular de extractos de plantas medicinales.

En cuanto a la citotoxicidad, se utilizé el ensayo de reduccion del MTT, que analiza principalmente el
metabolismo oxidativo. Ya que este método determina la capacidad de las células de reducir la sal de
tetrazolio a formazan después de su exposicién a un compuesto presumiblemente téxico, lo que permite
obtener informacién acerca de la toxicidad ocasionadas en rutas metabolicas o en la integridad estructural,
pudiendo estar o no relacionadas directamente con la muerte celular. *”

En este trabajo no se obtuvo la concentracion téxica cincuenta (CT'sg), pero al comparar con el grupo
control, se logré observar una disminucién moderada de la viabilidad celular que fue proporcional al tiempo
de exposicion. Con una concentracion de 55 pg/mlL, la caida de la viabilidad celular fue del 12,6 % a las 24
horas y 26,8 % a las 48 horas. Por lo tanto, se puede afirmar que el extracto AT produce citotoxicidad basal
cuantitativa sobre las células Vero.

Estos efectos se correlacionan con los hallazgos morfolégicos observados en el estudio de coloracion de
May- Grunwald/Giemsa que permitié revisar en forma muy detallada las estructuras subcelulares, ® y se
pudo distinguir que el extracto AT produjo la formaciéon de multiples vacuolas en el citoplasma en cantidad
directamente proporcional a la concentracién del extracto y al tiempo de exposicion. De igual manera, en
las laminas incubadas por 48 horas, se observé una expansion del nucleo significativo a la concentracion de
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30 pg/mlL, demostrando que el extracto AT ejerce efectos citotdxicos sobre blancos intracelulares
especificos de las células Vero con cambios morfolégicos en la integridad del nucleo de estas células y al
producir la disminucién de la viabilidad celular observadas por el método del MTT quiere decir que también
se ven afectadas las mitocondrias y los lisosomas. Las células muertas y aquellas que presentan dafios en su
membrana plasmatica o una disfuncién mitocondrial como consecuencia de la accién citotoxica de un
xenobidtico no pueden reducir el MTT vy, por lo tanto, no producen formazan.

Estos hallazgos de citotoxicidad, ya habian sido reportados para la linea celular PC-12 y en cultivo primario
de células cerebrales de feto de ratén ®. Asi mismo, otros autores como Hougton et al. ® han demostrado
que el extracto de la corteza de Angostura trifoliata contiene alcaloides quinolinicos e isoquinolinico con
actividad citotoxica para el Mycobacterinm Tuberculosis.

Ademas, la autora ® encontr6 que el extracto AT en el tejido hepéatico causé: pérdida parcial de su
arquitectura, binucleacién, vasos congestivos con elementos inflamatorios, nuicleos hipercromaticos,
espacios de Disse dilatados con hematies y areas de necrosis, mientras que, en el rifidén, origind congestion
vascular en los tubos contorneados proximales y distales, concomitante con ruptura y necrosis de la
membrana basal.

Por lo tanto, aunque los sistemas experimentales son diferentes, y no se conozcan los mecanismos
moleculares responsables, es posible que el extracto AT ejerza su efecto sobre diferentes estructuras
esenciales para la supervivencia, la proliferacion y/o la funcién celular, incluyendo la integridad de la
membrana plasmatica y del citoesqueleto, el metabolismo, la sintesis y degradaciéon de constituyentes
celulares, la regulacion de iones y la division celular.

A pesar de que no se puede realizar una extrapolacioén entre los resultados obtenidos en ensayos in vitro y
los in vivo se pudo observar, que el extracto AT produjo alteraciones en las células Vero a nivel morfolégico
cuyos efectos se ven reflejados en la disminuciéon de células viables, lo que apoya el efecto deletéreo o
histotéxico observado en el hipocampo, cerebelo y corteza cerebral de los ratones a quienes se le administrd
una dosis del extracto en trabajos. "’ Esto concuerda con numerosos estudios que muestran una buena
correlacion entre pruebas de citotoxicidad basal y valores de toxicidad aguda in vivo. ®” Por lo tanto, se
puede inferir que los componentes del extracto AT pueden interactuar directamente con ciertas estructuras
celulares induciendo cambios importantes a nivel celular y subcelular en forma rapida en cuanto a sus
estructuras y funcion.

CONCLUSIONES

Los hallazgos citologicos del estudio demuestran que Angostura trifoliata (Willd) T.S. Elias (Rutaceae) posee
propiedades citotoxicas. Las alteraciones celulares observadas, como la formacion de vacuolas, la expansion
nuclear y la disminucién de la viabilidad celular, sugieren que sus componentes interactian directamente con
estructuras celulares esenciales. Estos efectos se vieron reflejados en las pruebas de MTT y May-
Grunwald/Giemsa, confirmando la toxicidad basal del extracto.
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