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RESUMEN 

La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) es originada por diferentes microorganismos, entre los cuales, los virus 

son los agentes causales de mayor distribución (70-80%), siendo el rotavirus la principal causa de esta 

enfermedad. Siendo así y con el fin de prevenir la infección por dicho virus, se encuentran comercialmente dos 

vacunas disponibles. Sin embargo, aunque estas hayan generado una disminución significativa de la enfermedad, 

presentan diversas desventajas, ya que pueden causar eventualmente reacciones adversas como la intusucepción, 

no ofrecen protección contra nuevas estirpes genéticas y por último, no en todos los países se tienen disponibles. 

Todo lo anterior indica que se continúa con una problemática de salud pública generada por el rotavirus, pues 

adicionalmente, en la actualidad no existen tratamientos específicos contra la infección causada por este virus. 

Dada esta situación y como estrategia al tratamiento de la EDA, se han estudiado múltiples plantas medicinales 

como alternativa de tratamiento dentro de las cuales se encuentra Achyrocline bogotensis (Kunth) DC (Compositae) 

que es una planta endémica de Colombia conocida ampliamente por sus usos tradicionales, además que ha sido 

muy estudiada por el Departamento de Química de la misma PUJ. A partir de esto, Téllez y colb., en 2015 

reportaron por primera vez la actividad antiviral in vitro de la fracción (F1/HM1) obtenida esta especie vegetal y 

posteriormente se continuó con la formulación de un producto fitoterapéutico (PFT) a escala piloto industrial 

frabricando dos lotes con buenas prácticas de manufactura (BPM). Estos lotes fueron evaluados nuevamente 

por su actividad antiviral y se encontró de manera consistente que son capaces de inhibir la infección In vitro por 

el rotavirus. Por otra parte, el primer lote se utilizó para avaluar la toxicidad oral sub-aguda que ejerce y se 

obtuvo que éste no generó efectos adversos en lechones de producción recién nacidos, confirmando la baja 

toxicidad de A. bogotensis descrita en el Vademécum de Plantas Medicinales de Colombia. No obstante, es preciso 

mencionar que cualquier sustancia con actividad antiviral, debe ser suficientemente estudiada por su toxicidad 

In vitro e In vivo. Teniendo en cuenta que el PFT de A. bogotensis está diseñado para consumo oral, el presente 

trabajo evaluó si este ejerce efectos sobre tres marcadores de muerte celular utilizando como modelo la línea 

intestinal humana -  C2BBe1. 
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INTRODUCCIÓN 

La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) es considerada una de las principales causas de mortalidad infantil a 

nivel mundial [1, 2]. El Rotavirus es el principal agente etiológico (88%) de esta enfermedad [3,4] debido a que 

anualmente causa entre 120.000 y 215.000 muertes en menores de cinco años [5, 6] y genera aproximadamente 

el 40% de las hospitalizaciones [7,8]. Por su parte, la EDA en Colombia es una de las primeras cinco causas de 

hospitalización de menores de cinco años y se estiman 40.000 hospitalizaciones cada año [9], además de que el 

rotavirus es el responsable de aproximadamente el 50% de estas [10, 11].  

En la actualidad no existe un tratamiento específico para la EDA incluyendo la causada por la infección por 

rotavirus, por lo cual, como primera opción se busca reemplazar los líquidos y electrolitos del paciente mediante 

el uso de sales de rehidratación (SRO) con sales de zinc [12,13]. Adicionalmente, la enfermedad producida por 

esta infección es prevenible a través de las vacunas Rotarix® y Rotateq®, incluidas en programas nacionales de 

inmunización [14, 15,16] donde se encuentra incluida Colombia [17]. No obstante, pese a que éstas han reducido 

entre un 36% al 50% la mortalidad de niños menores de 5 años [18,19], la eficacia de las vacunas difiere de 

manera significativa con respecto al lugar donde son aplicadas, por ejemplo, países desarrollados (80%-90%) y 

países en vía de desarrollo (30%-50%) [20, 21]. En Latinoamérica y el Caribe la eficacia de las vacunas se 

encuentra cerca al 80% [22, 23, 24].   

Así, la eficacia de las vacunas contra rotavirus depende de varios factores; primero, la distribución de cepas de 

rotavirus varía en comparación con los países en donde las vacunas mencionadas son desarrolladas, probadas e 

introducidas inicialmente [25]. Segundo, los niveles de anticuerpos específicos contra el rotavirus suficientes 

para la neutralización del virus, se encuentra entre un 30% y 50% [26]. Y por último, las vacunas no ofrecen 

protección contra nuevas estirpes genéticas virales que surgen a partir de reordenamientos genéticos entre las 

cepas vacunales con las silvestres [27, 28, 29]. Por otra parte, el efecto de estas vacunas es esencialmente prevenir 

o disminuir los efectos de la la enfermedad, pero no previene la infección, ni inhibe la multiplicación viral [31,23]. 

Ahora bien, como una alternativa para el tratamiento de la infección por rotavirus se ha planteado el uso de 

plantas medicinales conocidas por su uso tradicional y su amplio rango terapéutico [30,31]. El presente trabajo 

involucra la especie medicinal Achyrocline bogotensis (Kunth) DC. (Compositae), nativa de Colombia y ampliamente 

reconocida por sus usos tradicionales para el tratamiento de enfermedades de la piel, prostatitis, dolores renales, 

entre otros [12,32]. De acuerdo con el Vademécum colombiano de plantas medicinales, esta especie ha sido 

estudiada por su potencial antibacteriano, antimicótico y anti-inflamatorio.  

A. bogotensis fue utilizada en un estudio realizado por Téllez y colaboradores en la Pontificia Universidad 

Javeriana, a partir del cual se reportó por primera vez en 2015 que contiene substancias con actividad antiviral 

las cuales hacen parte de una de sus fracciones obtenidas por extracción líquido – líquido continuo denominada 

F1(HM1). En este estudio, se demostró que la fracción bioactiva F1 contiene fenoles, flavonoides, terpenos, 
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esteroles, esteroides y sesquiterpenlactonas. Posteriormente se formuló un producto fitoterapéutico (PFT) 

piloto (PFT), constituido por el extracto total de las partes aéreas de la planta, en el cual se encuentra la fracción 

F1 (HM1), junto con excipentes farmacéuticamente aceptados para consumo oral y se prepararon dos lotes con 

Buenas Prácticas de Manufactura a escala piloto industrial.  

Estudios posteriores del grupo de investigación evaluaron la actividad In vitro antirotavirus de los dos lotes 

mencionados mediante inmunocitoquímica, demostrando que ambos ejercían la actividad antiviral previamente 

determinada para la fracción F1(HM1) y posteriormente, los resultados de dicha actividad fueron validados 

mediante citometría de flujo. Se realizó también la determinación de la citotoxicidad en células susceptibles de 

infección por rotavirus Ma104, encontrando baja toxicidad del producto [33]. Paralelamente se realizó un 

estudio de toxicidad oral usando como modelo lechones comerciales privados de calostro a partir del cual se 

demostró la ausencia de efectos compatibles con toxicidad. 

A partir de los resultados colectados y con el ánimo de completar la evidencia científica que soporte la baja 

toxicidad oral del producto acorde a los lineamientos y recomendaciones internacionales [34], se hace necesario 

realizar ensayos In vitro que demuestren con modelos celulares intestinales el efecto sobre biomarcadores 

específicos involucrados en toxicidad y muerte celular [35, 36]. Así, en el presente trabajo se buscó valorar el 

efecto que ejerce el PFT de interés sobre tres marcadores diferentes de muerte haciendo uso de la línea celular 

de adenocarcinoma intestinal humano C2BBe1 (clon de CaCo2), caracterizada por su homogeneidad 

morfológica determinada por formar monocapas polarizadas con borde apical en cepillo, expresar enzimas 

similares a los enterocitos maduros humanos y expresar bombas de detoxificación, características que las hace 

ser una buena herramienta para evaluaciones de toxicidad, como ha sido reportado [37,38,39]. Finalmente es 

preciso comentar que lamentablemente no se dispone en la actualidad de un modelo celular intestinal no tumoral 

de origen humano, siendo una alternativa el uso de células normales de origen porcino. 

PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

La EDA por el rotavirus causa un impacto significativo en salud pública, ya que genera del 24 al 37 % de las 

muertes, 2.3 millones de hospitalizaciones en niños menores de 5 años a nivel mundial [16, 40] y en el caso de 

los países en vía de desarrollo, los niños contraen la infección antes de los 12 meses de edad [23]. En Colombia, 

de acuerdo con las estadísticas del Instituto Nacional de Salud, para la semana 42 del 2019, se reportaron 426.225 

casos de EDA en niños entre 1 y 4 años de edad, siendo este el grupo que representa la mayor incidencia de 

esta enfermedad con un 88,5 % por cada 1.000 habitantes. Además de esto, desafortunadamente la infección 

por rotavirus no es de reporte obligatorio en el país, y por tanto se desconoce en cuántos de ellos fue el agente 

causal. 
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Si bien se dispone de dos vacunas vivas atenuadas (Rotarix® y Rotateq®) contra el rotavirus; estas no evitan la 

infección por el rotavirus pero sí dismuniyen la gravedad de la enfermedad que produce [41], y se han reportado 

algunos casos con la presentación de invaginación intestinal [42]. Sin embargo, en vista de que el rotavirus genera 

un gran número de hospitalizaciones, el beneficio de la vacunación supera el riesgo porque se conoce que las 

dos vacunas reducen la duración de la enfermedad [41]. 

Dado este comportamiento la terapéutica a seguir una vez el paciente presenta diarrea, es la pronta hidratación 

haciendo uso de sueros con sales de rehidratación oral, preferiblemente con Zinc [43]. No obstante, este 

tratamiento suele no ser efectivo en pacientes infectados por rotavirus porque la proteína NSP4 deteriora las 

células intestinales al inhibir el co-transporte de sodio y glucosa. Asi, lo anterior indica que no se dispone de un 

tratamiento específico para la EDA producida por rotavirus, como estrategia, se ha planteado el uso de las 

plantas medicinales [44, 45, 40].  

Con base en lo anterior, en el Laboratorio de Virología se ha investigado desde hace más de 10 años la actividad 

antirotaviral de Achyrocline bogotensis (Kunth) DC. (Compositae). Así, se ha logrado comprobar de manera 

consistente que compuestos de esta especie vegetal son capaces de reducir la infección In vitro, en su mayoría 

cuando son puestos en contacto directo con las partículas virales infecciosas [12, 33]. Asimismo, se han realizado 

evaluaciones de toxicidad tanto In vivo como In vitro, en lechones de producción recién nacidos evaluando la 

toxicidad oral subaguda con prueba límite y en células MA104 evaluando la actividad de la succinato 

deshidrogenasa mitocondrial, respectivamente. En ambos casos se obtuvieron resultados que mostraron bajos 

niveles de toxicidad ejercida por el PFT de A.bogotensis.  

No obstante lo anterior, los análisis In vitro se han realizado en las células susceptibles de infección viral como 

la línea MA104 procedente de riñón de mono verde, faltando la evaluación de toxicidad intestinal hasta la 

realización del presente trabajo.  La importancia de realizar el presente trabajo radica en que el PFT de interés 

está diseñado para ser consumido por vía oral, de manera que es relevante acopiar evidencia científica que 

demuestre con suficiencia la poca o baja alteración de marcadores que conduzcan a la muerte celular. 

Todo lo anterior correlaciona con lo reportado en el Vademécum colombiano de plantas medicinales, donde se 

describe que el extracto obtenido de dicha planta evidencia baja toxicidad asociado con la administración del 

mismo. Sin embargo, sigue teniendo importancia la investigación sobre si se generarn o no reacciones adversas 

y el monitoreo de seguridad por el uso de los productos naturales, pues cualquier actividad biológica debe ser 

suficientemente demostrada y documentada en diferentes condiciones [31, 46, 47]. Ha sido reportado que 

agentes tóxicos pueden por ejemplo inducir y liberar compuestos que afectan directamente la estructura del 

ADN y la membrana celular causando apoptosis [48, 49, 50]. 



 6 

Finalmente, pese a que en los estudios realizados con PFT por el grupo de investigación han demostrado la baja 

toxicidad del producto, existen autoridades internacionales como la FDA, OCDE, Organización Mundial de la 

Salud y la Conferencia Internacional de Armonización, entre otras, las cuales recomiendan implementar pruebas 

In vitro de citotoxicidad, fragmentación de DNA, apoptosis, entre otras, además por supuesto de pruebas In vivo. 

MARCO TEÓRICO 

 

Enfermedad diarréica aguda (EDA). 

La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) se define como la deposición de tres o más veces al día de heces líquidas 

y representa una infección del tracto digestivo transmitida por el consumo de agua o alimentos contaminados 

[51]. A nivel mundial, la diarrea es considerada un problema en la salud pública porque representa el 10% de 

todas las muertes de niños menores de 5 años [52]. Dentro de los síntomas se encuentran; la diarrea acuosa, 

vómito, fiebre y dolor de cabeza [53]. Además, esta enfermedad tiene varios agentes causales como bacterias 

(Escherichia coli, Salmonella spp. Vibrio spp), virus enteropatógenos (rotavirus, norovirus, sapovirus) y protozoos 

parásitos (Giardia lamblia, Entamoeba hystolitica) [54]. Dentro de los cuales, el agente causal más común de la diarrea 

en niños menores de cinco años es el rotavirus con un 70% aproximadamente [23], y se estima que el 90% de 

las muertes causadas por este virus ocurren en África y Asia [55].  

Generalidades del rotavirus y su ciclo de replicación.  

El rotavirus es un virus desnudo de estructura icosaédrica que pertenece a la familia Reoviridae. Éste posee una 

cápside de tres capas protéicas; la cápside más externa se encuentra conformada por las proteínas estructurales 

VP7 y VP4, la intermedia por VP6 y la nucleocápside por VP2 [56]. Su genoma está compuesto por 11 

segmentos de RNA de doble cadena, los cuales codifican 6 proteínas no estructurales (NSP1- NSP5/NSP6) y 

6 proteínas estructurales (VP1-VP6) [57]. Por su parte, las proteínas estructurales se encuentran implicadas en 

la entrada celular, la especificidad del hospedero y funciones enzimáticas asociadas con la replicación y 

transcripción del genoma viral [58]. Mientras que, dentro de las proteínas no estructurales, la NSP4 cumple un 

rol importante en el ciclo replicativo del virus y en su patogenicidad, pues al unirse a la membrana del retículo 

endoplasmático, ayuda al ensamblaje de nuevos viriones [59]. Y al ser secretada al medio extracelular produce 

en las células vecinas un desbalance osmótico causado por una abundante liberación de calcio mitocondrial [60]. 

Por otro lado, esta proteína se transloca a la mitocondria e induce apoptosis formando poros en la membrana 

mitocondrial, a través de los cuales se liberan factores apoptóticos en el citosol [61, 62,63].  

 

Siendo así, la replicación del rotavirus inicia mediante el clivaje de la proteína de cápside externa VP4, por efecto 

de la tripsina, en VP5 y VP8. La adherencia del virus a las células epiteliales del intestino (enterocitos maduros) 

se da mediante los receptores celulares primarios (ácido siálico) y secundarios (integrinas). Posteriormente, el 
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virus atraviesa la membrana celular y se internaliza en endosomas, donde por acción del pH y la baja 

concentración de calcio pierde la capa más externa de la cápside, quedando como partículas DLPs [64]. Estas 

partículas salen del endosoma al citosol, dando comienzo a los procesos de transcripción y traducción mediante 

las proteínas VP1 y VP3 [56]. Las proteínas NSP2 y NSP5 son componentes esenciales de las estructuras 

citoplasmáticas llamadas viroplasmas, y dentro de estas, las proteínas virales interactúan con los ARN dando 

lugar a la replicación y ensamblaje de partículas subvirales de doble capa (DLPs) [20]. Éstas partículas geman a 

través del retículo endoplasmático e interatúan con la proteína NSP4, la cual sirve de receptor intracelular y se 

encuentra implicada en la maduración de las partículas. Actúa también como viroporina liberando iones Ca2+y 

finalmente se obtiene el ensamblaje completo de la cápside, convirtiéndose en partículas (TLPs). Luego, los 

viriones se liberan de las células a través de lisis celular o mediante un mecanismo de transporte vesicular 

independiente de Golgi en células polarizadas [27].  

 

En la actualidad se han clasificado 10 diferentes grupos de rotavirus (A-J). El grupo A es la causa más común 

de infecciones en humanos y hasta la fecha hay 32 genotipos G y 46 genotipos P [27]. Así, los genotipos de 

rotavirus más predominantes que circulan por a nivel mundial son; G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] y G9P[8], 

mientras que G12[P6] y G12[P8] son genotipos emergentes [55]. Y en el caso de Colombia, los genotipos más 

frecuentes son G3P[8] (32,7%), G2P[4] (21,1%) y G1P[8] (19,1%) [65, 66]. 

Fitoterapéuticos. 

Según la OMS (2002), las plantas medicinales son utilizadas para desarrollar fitoterapéuticos como una 

alternativa para el tratamiento de enfermedades ya que el 80% de la población mundial utiliza la medicina 

tradicional para su atención primaria de salud.  Así la OMS (2002) define estas preparaciones como productos 

herbales que contienen como ingrediente activo, partes o material de plantas en estado crudo o procesados, 

además de excipientes (diluyentes, conservantes o solventes)  

Por su parte, en Colombia, el Decreto 2266 de 2004 define los fitoterapéuticos como “productos medicinales 

empacados y etiquetados, cuyas sustancias activas provienen de material de la planta o asociaciones de estas, 

presentado en estado bruto o en forma farmacéutica que se usan con fines terapéuticos”. De esa misma manera, 

según la resolución 2834 de 2008, el Vademécum colombiano de plantas medicinales es el responsable de 

construir un listado de plantas aprobadas para la elaboración de los productos fitoterapéuticos.   

Los productos hechos a base en plantas medicinales han demostrado tener un potencial importante en los 

tratamientos de enfermedades, ya que tienen un amplio rango terapéutico y menos efectos secundarios negativos 

[31]. Sin embargo, es importante indicar que la complejidad de los extractos de las plantas medicinales dificulta 

la producción de preparaciones estandarizadas y definidas [67,68], además de que en la mayoría de los casos el 

principio activo se desconoce [31,57]. Debido a esto, la seguridad de dichos productos ha venido obteniendo 
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importancia nivel mundial [31], pues la evaluación de la seguridad de estas preparaciones debe tener estudios 

toxicológicos documentados [69]. 

Achyrocline bogotensis 

En el Vademécum colombiano de plantas medicinales (2008) se encuentra registrada la planta Achyrocline 

bogotensis (Kunth) DC. (Compositae), según su descripción, se distribuye en los departamentos de Boyacá, 

Cundinamarca y Nariño, y es comúnmente llamada “vira-vira, cenizo, o suso”. Alcanza un metro de altura 

aproximadamente, presenta inflorescencia amarilla y las hojas poseen aceites esenciales. Es ampliamente 

reconocida por sus usos tradicionales, dentro de los cuales se encuentra la decocción de hojas y tallos, la infusión 

de sus ramas y finalmente, la decocción de sus hojas, tallos y flores. El primero se usa para tratar las 

enfermedades de la piel, el segundo para el tratamiento de prostatitis, dolores renales y procesos inflamatorios, 

y el tercero para tratamiento de la tos crónica.  

En este mismo se indica que el extracto de las partes aéreas de A. bogotensis tiene actividad antifúngica, 

antibacteriana y antiinflamatoria, y dentro de sus principales constituyentes se encuentran; alcaloides, 

flavonoides, taninos, quercetina, pinorresinol y escoporoan, entre otros. Adicionalmente, se menciona que dicha 

planta tiene baja toxicidad, la cual ha sido evidenciada en estudios realizados con anterioridad [70]. Por otro 

lado, no se encuentra incluido el reporte realizado por Téllez y col. en 2015, en el cual se evidenció la actividad 

antiviral contra rotavirus y astrovirus ejercida por la fracción F1(HM1) [12].  

Antecedentes 

En 2015 Téllez y colaboradores evaluaron la actividad antiviral de extractos y fracciones obtenidos a partir de 

un fraccionamiento químico con diferentes solventes. Se tomaron las hojas, tallos y flores de la planta A. 

bogotensis y se llevaron a sequedad en temperatura ambiente. Así se obtuvieron tres extractos; extracto 1 

(cloroformo), extracto 2 (hexano) y extracto 3 (etanol). Con éste último se realizó un fraccionamiento líquido-

líquido, con el cual se determinaron tres fracciones; fracción 1 (hexano), fracción 2 (diclorometano) y fracción 

3 (acetato de etilo). Para la evaluación antiviral de los extractos y fracciones mencionadas, se utilizaron tres 

estrategias virológicas: bloqueo, actividad virucida y actividad post-infección. Como resultado se determinó que 

la fracción F1 (HM1) a una concentración de 3,91 g/mL, presentó un porcentaje de inhibición de la 

infectividad viral (Virucida) correspondiente a 33,5% (1 hora), 30,5% (2 horas) y 41,8% (4 horas).  

A partir de estos resultados, se continuó con la formulación y preparación a escala piloto industrial con Buenas 

Prácticas de Manufactura de un primer lote de un producto fitoterapéutico (PFT), líquido para consumo oral, 

que contiene un extracto total libre de solventes y excipientes (vehículo y conservante). Éste fue evaluado por 

su actividad citotóxica (MTT) y antirotaviral (Inmunocitoquímica) por Valle C y Ulloa JC (datos no publicados) 

en células susceptibles de infección por rotavirus MA 104, determinando las concentraciones atóxicas del 
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producto (0,06 mg/mL a 0,49 mg/mL) y de actividad virucida (0,49 mg/mL) con un porcentaje de inhibición 

de 53%.  

Posteriormente, se llevó a cabo la preparación del segundo lote del fitoterapéutico, el cual fue utilizado en el 

estudio realizado por Ramírez MC y Ulloa JC en 2017 (En preparación). De igual forma que para el primer lote 

de PFT, se realizó la evaluación de la actividad citotóxica y virucida determinando el rango de concentraciones 

atóxicas (0,015 mg/mL hasta 0,49 mg/mL) y máxima reducción del porcentaje de infectividad (60%) para la 

concentración 0,49 mg/mL. También se obtuvieron resultados a partir de la evaluación de los excipientes, 

comprobando de esa manera que el glicerol al 50% actúa como potenciador de la actividad antiviral pues se 

obtuvo un porcentaje de infectividad de 31% y de UFF/mL de 63%. Posteriormetne, en un estudio realizado 

por Méndez KJ y Ulloa JC en 2018, validaron los resultados de la actividad virucida del producto mediante 

citometría de flujo, demostrando nuevamente que la concentración 0,49 mg/mL es la que ejerce el mayor efecto 

de reducción de la infectividad rotaviral con un valor de 35,1% [33]. 

Posteriomente, en otro estudio del mismo grupo de investigación de Virología, Amaya y col. en 2015 evaluaron 

la toxicidad oral sub-aguda con prueba límite usando lechones de producción recién nacidos y privados de 

calostro, tratándolos con dos concentraciones del producto de 1.000 y 5.000mg/Kg de peso corporal durante 

14 días. Como resultado se observó ausencia de efectos adversos asociados a la administración del producto y 

como hallazgo interesante se encontró una aparente actividad hipoglicemiante. Los animales además no 

presentaron cambios en su patrón natural de conducta.  

Finalmente, es importante mencionar que la fracción bioactiva y la formulación del PFT de A. bogotensis fueron 

patentadas en 2017 (Patente No. 16-017515 Superintendencia de Industria y Comercio Colombia). 

 

Toxicidad predictiva intestinal y marcadores de muerte celular. 

La toxicología predictiva se encarga de utilizar diferentes herramientas entre ellas las OMICAS las cuales 

permiten predecir posibles efectos de compuestos químicos en sistemas In vivo [71]. Una de estas herramientas 

es el uso de modelos celulares (In vitro) y en el caso de la línea celular C2BBe1 ha sido un ejemplo de utilidad 

para análisis de toxicidad de xenobióticos [72,73,74].   

El estudio de marcadores de muerte celular proporciona información sobre los efectos que potencialmente se 

pueden dar despues de la exposición a sustancias, además de permitir su cuantificación. En muchos casos, los 

marcadores que se pueden evaluar In vitro coinciden con los marcadores In vivo y por esto, representan una 

herramienta que permite la evaluación y predicción de los efectos adversos producidos por sustancias que son 

suministradas a los humanos [75].   
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Uno de los marcadores más estudiados es la apoptosis o muerte celular programada. Las sustancias que generan 

apoptosis, activan una cascada de señalización intracelular generada por la unión entre ligandos específicos y 

receptores de muerte que se encuentran en la membrana celular [76]. A partir de estas cascadas de señalización, 

las células expresan diferentes marcadores, indicando el proceso en el que se encuentran [77]. Además, se activan 

enzimas intracelulares específicas para coordinar la descomposición de estructuras celulares, y además en estos 

procesos las señales se controlan mediante moduladores e inhibidores [60].  

Así, las células que experimentan la apoptosis temprana translocan el fosfolípido (fosfatidilserina) desde el 

interior hacia la parte externa de la membrana plasmática antes de que ocurra la apoptosis, por lo que dicho 

fosfolípido actúa como indicador de alteraciones en la estructura de la membrana plasmática [78].  

Por otra parte, la fragmentación nuclear es un indicador de la muerte celular apoptótica tardía, pues es uno de 

los eventos finales e irreversibles en dicho proceso. La degradación del ADN ocurre en respuesta a varios 

estímulos apoptóticos, el aumento del calcio intracelular activa las caspasas, las cuales a su vez activan la ADNasa 

dependiente de Ca2+/Mg2+, fragmentando el ADN [79]. Además de esto, puede haber disfunción 

mitocondrial mediada por algunas moléculas que pueden inhibir la cadena respiratoria. Por lo cual, la 

mitocondria es un indicador de toxicidad significativa, pues cumple un rol importante en la respuesta a 

estímulos, cambios redox, mantenimiento de la homeostasis celular, entre otros [80].   

OBJETIVOS 

 

General 

• Evaluar la producción de marcadores de muerte por parte de un fitoterapéutico antiviral en células 

intestinales humanas polarizadas C2BBe1.  

 

Específico 

• Evaluar el efecto producido sobre la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa, estabilidad 

estructural de la membrana plasmática y la fragmentación del DNA, en células intestinales humanas 

polarizadas C2BBe1 tratadas con un fitoterapéutico antirotaviral.  
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METODOLOGÍA 

Cultivo celular y producto fitoteraéutico (PFT) de A. bogotensis. 

Se utilizó la línea celular C2BBe1-ATCC 2102™ proveniente de células de adenocarcinoma de colon humano 

(subclon CaCo2). Las células se cultivaron a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de atmósfera húmeda en medio de cultivo 

Advanced DMEM (InvitrogenTM) suplementado con 5% de suero fetal bovino, antibiótico/antimicótico y L-

glutamina (2mM).  

El PFT de A. bogotensis utilizado para el desarrollo del presente trabajo provino del segundo lote preparado a 

escala industrial con buenas prácticas de manufactura. Asimismo, previo a los ensayos el PFT fue filtrado por 

membrana con tamaño de poro de 0,8 µm a fin de evitar interferencia de la lectura espectrofotométrica por los 

sólidos suspendidos del extracto vegetal. Adicionalmente es preciso aclarar que las concentraciones del PFT 

evaluadas en el presente trabajo estuvieron en el orden de mg/mL, debido a que está preparado con el extracto 

total de las partes aéreas de la planta y no solamente con la fracción antiviral F1 (HM1). Esto se permite lograr 

la biodisponibilidad de los compuestos de F1 en los ensayos, los cuales corresponden aproximadamente al 10% 

del extracto total según estudios cromatográficos previamente realizados por nuestro grupo de investigación. 

Finalmernte el uso del extracto total en el PFT permite a su vez reducir los costos de producción y la ausencia 

de solventes orgánicos. 

Determinación del efecto citotóxico medidado por la actividad de la succinato deshidrogenasa 

mitocondrial, ejercido por el PFT de A. bogotensis (segundo lote) en células intestinales - C2BBe1.  

Para determinar el efecto citotóxico ejercido por el fitoterapéutico piloto de interés sobre las células C2BBe1, 

se utilizó el método de MTT que mide la actividad metabólica dependiente de la respiración mitocondrial. Para 

esto entonces se sembraron 10.000 células por pozo diluidas en Advanced DMEM durante 14 días para lograr 

su polarización. Así, las células fueron tratadas durante 48 horas con 15 concentraciones del PFT, realizando 

diluciones base dos, desde la concentración de 250 mg/mL hasta 0,01 mg/mL. Cada concentración fue evaluada 

por triplicado dejando como controles células sin tratamiento y como control de actividad citotóxica células 

expuestas a 50 mM de peróxido de hidrógeno (H2O2).  

Transcurrido el tiempo de exposición, se continuó con la medición de la viabilidad celular utilizando el reactivo 

MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol – Sigma-Aldrich® Cat# M2128) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Así, se agregaron 50 μL del reactivo a concentración final de 0,17 μg/pozo y las placas se 

incubaron a 37ºC por 4 horas. A cabo de este tiempo se retiró todo el contenido líquido del pozo y se agregaron 

100 μL de DMSO (Merck, Cat# 317275). Luego, las placas fueron agitadas a 550 rpm durante 15 minutos a 

temperatura ambiente y en oscuridad, y finalmente se realizó una lectura de absorbancia a una longitud de onda 

de 540nm utilizando el fotómetro de placas Multiskan FC (Thermo Scientific). Las absorbancias obtenidas de 

tres experimentos independientes fueron normalizadas a porcentaje teniendo en cuenta que el valor de los 
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controles sin tratamiento correspondió al 100% de la viabilidad celular y posteriormente se promediaron los 

resultados de todos los experimentos. 

Determinación de marcadores de muerte asociados a apoptosis producidos por el PFT de A. 

bogotensis (segundo lote) en las células intestinales - C2BBe1. 

Para la determinación de marcadores de muerte producidos por el fitoterapéutico piloto en las células C2BBe1, 

se usó el estuche comercial ApoDETECT™ - Annexin V-FITC - Kit (Catálogo # 33-1200/Invitrogen™) con 

medición por fluorometría.  En este caso se buscó medir la fosfatidilserina translocada y la fragmentación del 

DNA, y para esto, de igual manera que en el paso anterior, se cultivaron 10.000 células en placas negras fondo 

claro de 96 pozos (Costar® Cat # 3603) diluidas en el medio Advanced DMEM por 14 días hasta su 

polarización. Posteriormente, las células fueron tratadas por triplicado con 5 concentraciones del fitoterapéutico 

(250/62,5/15,62/3,9/0,97mg/mL), que representan un rango de las 15 concentraciones evaluadas mediante el 

método de MTT, durante 24 horas. Como control de tratamiento se usaron células sin tratamiento. No se logró 

realizar un ensayo adicional previsto para probar un control de inducción de apoptosis por el cierre de la 

Universidad por la situación actual de pandemia.  

Al cabo de las 24 horas y siguiendo las instrucciones de fabricante, se agregaron en oscuridad los reactivos: 

Anexina V conjugada con el FITC (Fluorescein isothiocyanate) y el fluorocromo de Yoduro de propidio 

(20μg/mL). Posteriormente, se midió la fluorescencia utilizando el lector de placas Omega FLUOStar® con 

filtros de 488nm y 617nm, respectivamente. Los resultados de tres experimentos independientes se expresaron en 

Unidades de Fluorescencia Relativa (UFR). 

Estadística 

Los resultados correspondientes a cada prueba fueron analizados utilizando la prueba no paramétrica de U de 

Mann-Whitney, con un nivel de confianza del 95% (significancia <0.05) mediante el uso del programa GraphPad 

Prism 6 (GraphPad Software). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Efecto citotóxico ejercido por PFT de A. bogotensis en células polarizadas - C2BBe1. 

Para evaluar el efecto producido sobre la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial, se 

expusieron las células polarizadas C2BBe1 a 15 concentraciones de PFT de A. bogotensis en el rango de 250 

mg/mL hasta 0,01 mg/mL. La Figura 1 corresponde a la representación gráfica de los porcentajes de viabilidad 

obtenidos a partir del ensayo de MTT. A partir de los resultados, se determinó que las concentraciones del PFT 

≤62,5 mg/mL mantienen una viabilidad celular mayor al 95%. Sin embargo, se observó que las concentraciones 

de 62,5 mg/mL y 31,25 mg/mL mostraron un incremento significativo de 182% y 160%, respectivamente. 
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Finalmente, las concentraciones que mostraron ejercer disminución de la viabilidad o citotoxicidad (Viabilidad 

menor al 95%), fueron 125mg/mL y 250mg/mL. 

 

Figura 1. Evaluación de la actividad succinato deshidrogenasa mitocondrial en células polarizadas C2BBe1 

tratadas con 15 concentraciones del PFT piloto obtenido de A. bogotensis. Como control de tratamiento se usó 

medio de cultivo sin suero fetal bovino (C-) y como control de actividad citotóxica 50 mM de H2O2. Se 

realizaron 3 experimentos independientes por triplicado y todos los valores se expresan como promedio ± d.s/ 

*(p <0,05) Prueba U de Mann-Whitney.  

Las mismas concentraciones del PFT presentadas en la Figura 1, fueron las evaluadas por Ramírez y Ulloa en 

2017, quienes determinaron un rango de concentraciones atóxicas (≤95% de viabilidad) desde 0,01mg/mL hasta 

0,49mg/mL en células normales de riñón de mono MA104. Los resultados de citotixidad obtenidos en el 

presente trabajo concuerdan con en el rango utilizado por los autores mencionados, pues las concentraciones 

que permitieron mantener una viabilidad ≥95%, oscilaron entre 0,01mg/mL hasta 62,5 mg/mL. Es bien 

conocido que las células tumorales son más resistentes a diferentes compuestos en comparación con células 

normales, toda vez que tienen alteradas sus vías de señalización, metabolismo y división celular [83, 84]. Para el 

presente trabajo se intentó buscar un control de actividad pro-apoptótica y desde la literatura se determinó que 

las células CaCo2, línea progenitora de las C2BBe1, son resistentes a una colección de compuestos antitumorales 

como la doxorubicina, irinotecan y cisplatino [85, 86, 87].  

Por otro lado, se observó que concentraciones mayores de 62,5mg/mL del PFT son capaces de producir 

toxicidad en las células de adenocarcinoma de colon C2BBe1, resultado relevante porque podría estudiarse otro 
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uso para este producto. Thomas y colaboradores reportaron en 2012 que A. bogotensis contiene isómeros de 

flavona A y B, los cuales ejercen citotoxicidad en CaCo2 [90]. En este reporte se describe que las posiciones de 

los grupos-OH y –OCH3 de estos isómeros alteran la conformación y localización de los compuestos que se 

captan por la célula porque generan deslocalización de carga en estos. Como resultado de esta característica en 

las flavonas se ha visto que hay un comportamiento diferencial entre el efecto citotóxico que ejercen los 

compuestos en células normales y células tumorales [90].  

No obstante lo anterior, anteriores resultados coinciden con lo mencionado en el estudio de Pombo y colab., 

en el cual se realizó la caracterización fitoquímica y farmacológica de un extracto de A. bogotensis, determinando 

que la planta se encuentra dentro del grupo denominado “prácticamente no tóxicos” de acuerdo con la tabla de 

clasificación de Williams [89]. Como se mencionó anteriormente, A. bogotensis contiene diversos compuestos 

entre ellos una proporción de flavonoides [90, 12], para lo cuales se ha reportado consistentemente que ejercen 

un papel tanto protector como citotóxico dependiendo de las concentraciones de uso [91] no obstante el PFT 

de A. bogotensis por contener un número no determinado a la fecha de compuestos, la citotoxicidad observada 

es el resultado de los efectos sinérgicos de sus compuestos. 

 

Ahora bien, las concentraciones de 31,25mg/mL y 62,5mg/mL mostraron ejercer una estimulación de la 

respiración mitocondrial a través de la significativamente mayor actividad observada de la enzima succinato 

deshidrogenasa por la prueba de MTT. Esto puede conllevar a eventos intracelulares intensamente pro-

oxidantes, lo que teóricamente lleva a la apoptosis celular. De recordar que el modelo In vitro trabajado 

corresponde a células polarizadas, las cuales no se didiven porque se encuentran diferenciadas formando una 

barrera intestinal en forma de cepillo, por tanto, la respuesta de aumento de viabilidad no corresponde al 

aumento de la proliferación celular. Los resultados que se muestran más adelante pueden estar relacionados con 

esta condición.  

Para tratar de explicar un poco más los resultados anteriores, se puede especular que hubo una continua 

generación de ROS en las células, lo cual llevaría al aumento del valor en el porcentaje de viabilidad en 

comparación con el control negativo. Esto podría deberse a que la enzima succinato deshidrogenasa se 

encuentra involucrada en la homeostasis de las especies reactivas de oxígeno (ROS), pudiendo en este caso 

permitir la producción de ROS [92, 93, 94]. De acuerdo a esto, los flavonoides presentes en el PFT evaluado 

podrían estar involucrados, pues según el estudio de Kunzt y colaboradores, los flavonoides con los grupos 

orto-OH en el anillo B incrementan los niveles de las especies reactivas de oxígeno en las células tumorales. 

Esto se debe a que los flavonoides con este tipo de estructura tienen un radical fenoxilo de alto potencial de 

oxidación, el cual permite la formación de radicales en lugar de eliminarlos. Además, según lo reportado en la 

literatura, este tipo de flavonoides produce un aumento desde 30 a 50 veces la formación de estas especies [95], 

pudiendo generar incluso la oxidación de lípidos [96, 97, 98].  
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Finalmente, los taninos, otro constituyente del PFT, pueden estar involucrados en la reducción de la viabilidad 

en células tumorales, debido a que generan citotoxicidad dependiendo de las concentraciones [99]. De modo 

que, en este caso, al exponer las células a una concentración tan alta como la es 250 mg/mL, los taninos podrían 

estar causando disfunción mitocondrial al incrementar la concentración del radical anión superóxido [100], el 

cual afecta el equilibrio oxidante-antioxidante.  

Determinación de los marcadores de muerte producidos por el PFT de A. bogotensis en células 

polarizadas - C2BBe1.  

Para evaluar la pérdida de la asimetría de la membrana citoplasmática y la fragmentación del DNA como 

marcadores de muerte celular ejercidos por el fitoterapéutico piloto de A. bogotensis, se expusieron las células 

polarizadas C2BBe1 a 5 concentraciones de este, en el rango de 250 mg/mL hasta 0,97 mg/mL. La Figura 2 

muestra que las concentraciones ≤15,62mg/mL no generan fragmentación del DNA y no comprometen la 

estabilidad de la membrana. En contraste, concentraciones ≥62,5mg/mL producen la pérdida de la estructura 

de la membrana plasmática y le fragmentación del DNA. 

 

Figura 2. Evaluación de marcadores de muerte producidos por 5 concentraciones del PFT piloto obtenido de 

A. bogotensis en células polarizadas C2BBe1. (a) Medición mediada por la translocación de la fosfatidilserina 

(488nm) y (b) fragmentación del DNA (617nm). El control sin tratamiento (C-) corresponde a las células 

tratadas con Advanced DMEM sin suero fetal bovino. Todos los valores se expresan como promedio ± d.s / 

*(p <0,05) Prueba U de Mann-Whitney. 

Como se ha mencionado la mitocondria juega un papel fundamental en las respuestas generadas tras la 

exposición a diferentes compuestos debido a que en ésta se encuentra un sistema complejo de sensores que 

detectan perturbaciones en la homeostasis intracelular. Como se observa en la Figura 2, los resultados de efectos 

negativos sobre las células C2BBe1 mediados por la pérdida de la integridad de la membrana plasmática y 

fragmentación celular, se correlacionan con los resultados observados en los ensayos de citotoxicidad celular 
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mediada por la respiración mitocondrial con la prueba de MTT. Las concentraciones que muestran de manera 

consistente los efectos deletéreos sobre la línea celular son aquellas ≥62,5mg/mL, y se puede afirmar que el 

efecto es agresivo toda vez que se produce la desestabilización estructural de la membrana y del material 

genético. 

En este caso, es muy probable a que la perturbación se deba al estrés oxidativo causado por las especies reactivas 

de oxígeno (ROS) [101] generadas por las altas concentraciones del fitoterapéutico. De esa manera los resultados 

sugieren que hubo apoptosis extrínseca porque la mitocondria recibe señales extrínsecas de estrés para ejecutar 

la muerte celular [101, 60]. Los xenobióticos estimulan los procesos apoptóticos porque expresan ligandos 

extracelulares que son recibidos por los receptores de muerte de la membrana [102,103]. Esto podría deberse a 

que, compuestos del fitoterapéutico como los terpenos y fenoles, tienen la capacidad de inducir la pérdida de 

potencial de la mitocondria, activando la caspasa 8 (involucrada en la vía extrínseca), la cual a su vez activa las 

caspasas ejecturoras (3 y 7), llevando a las células a la muerte [104, 105]. La activación de las caspasas ejecutoras, 

generan una cascada proteolítica que causa la escisión de proteínas celulares, en la cual se encuentra incluida la 

proteína inhibidora de la DNasa, la cual fragmenta el DNA nuclear [48].  

Ahora bien, teniendo en cuenta que los resultados muestran ser positivos para los dos fenómenos evaluados, se 

sugiere que la apoptosis producida es tardía. Pues luego de la fragmentación del DNA, ocurre también la 

translocación de la fosfatidilserina por la desintegración de la membrana celular causada por la activación de 

señales enzimáticas [106,107]. Posiblemente ensayos de cinética a la exposición al PFT podrían esclarecer este 

proceso. 

Finalmente, y por otro lado, otra posible explicación para estos resultados, es que puede haber inhibición de la 

proteína quinasa en las células tumorales pues esta participa en la transmisión de señales de supervivencia. No 

obstante, reportes han indicado que dependiendo de los componentes de los extractos de las plantas medicinales, 

puede presentarse la regulación negativa de la proteína mencionada, generando de es manera factores pro-

apoptóticos [108,109].  

CONCLUSIÓN 

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se sugiere que el producto fitoterapéutico antirotaviral 

de A.bogotensis ejerce baja toxicidad intestinal In vitro lo que correlaciona con los resultados previos obtenidos 

por nuestro grupo de investigación tanto In vitro como In vivo. 
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