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Resumen  

 

Título: Citotoxicidad y genotoxicidad en fibroblastos humanos de extractos y constituyentes 

vegetales promisorios en fotoprotección * 

Autor: Silvia Juliana Flórez González ** 

Palabras clave: Citotoxicidad, genotoxicidad, tinción azul de tripano, ensayo Cometa, 

fibroblastos humanos, fitoquímicos. 

 

Descripción: Se investigó la inocuidad de extractos y compuestos vegetales obtenidos de plantas que 

crecen en Colombia y que han mostrado previamente propiedades como filtro solar y antigenotóxicas. La 

citotoxicidad y genotoxicidad de los extractos y compuestos se estudiaron en fibroblastos humanos 

mediante el ensayo de exclusión con azul de tripano y una plataforma de alto rendimiento CometChip® 

(microplaca de 96 pocillos), respectivamente. Adicionalmente se realizó una comparación entre el método 

tradicional de Cometa (láminas) vs. la plataforma CometChip®. Los extractos de las especies Salvia 

aratocensis, Psidium sartorianum, Pipper eriopodon y Calycolpus moritzianus resultaron citotóxicos a 

todas las concentraciones ensayadas. Los valores restantes de CC50 fueron:  Lippia origanoides (89 µg/mL), 

Achyrocline satureioides (173 µg/mL), Chromolaena pellia (184 µg/mL), Ipomoea horsfalliae (398 

µg/mL), Rosa centifolia rosada (492 µg/mL) y Rosa centifolia roja (702 µg/mL). El extracto Posoqueria 

latifolia no mostró citotoxicidad en las concentraciones evaluadas. A concentraciones no citotóxicas, solo 

los extractos de I. horsfalliae (187,5 µg/mL) y R. centifolia (375,0 µg/mL) fueron significativamente 

genotóxicos. El compuesto trans-β-cariofileno resultó citotóxico en todo el rango de concentración 

ensayado. Los valores de CC50 restantes fueron: curcumina (11 M), resveratrol (91 M), pinocembrina 

(144 M), ácido dicafeoilquínico (147 M), quercetina (222 M), apigenina (226 M), naringenina (272 

M), ácido clorogénico (273 M), ácido cafeico (500 M), kaempferol-3-glucósido (676 M). Los 

compuestos escualeno y kaempferol no mostraron citotoxicidad a las concentraciones evaluadas. A 

concentraciones no citotóxicas, ninguno de los compuestos ensayados mostró genotoxicidad. Mostramos 

que los extractos de plantas y sus compuestos mayoritarios pueden ser citotóxicos en fibroblastos humanos, 

y algunos extractos también genotóxicos; evidenciando la necesidad de establecer concentraciones seguras 

de estos extractos para su potencial uso en cosmética. Igualmente, la plataforma CometChip® permitió una 

mejor tipificación del daño genético e incrementó en 40 veces la capacidad de escrutinio del ensayo, 

respecto al método tradicional. 

 

*Tesis de Grado 

**Escuela de Medicina. Facultad de Salud, Universidad Industrial de Santander. Director: Jorge 

L. Fuentes Lorenzo. Microbiólogo Ph.D. 
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Abstract 

 

Title: Cytotoxicity and genotoxicity in human fibroblasts of promising plant extracts and 

constituents in photoprotection. 

Author: Silvia Juliana Flórez González 

Key words: Cytotoxicity, genotoxicity, trypan blue stain, Comet assay, human fibroblasts, 

phytochemicals. 

 

Description: In this work, the safety of plant extracts and compounds obtained from plants growing in 

Colombia that have previously shown sunscreen and antigenotoxic properties was investigated Plant 

extracts and compounds cytotoxicity and genotoxicity were studied in human fibroblasts using the trypan 

blue exclusion assay and a CometChip® high-throughput platform (96-well microplate), respectively. 

Additionally, a comparison was made between the traditional Comet method (slides) vs. the CometChip® 

platform. The extracts from Salvia aratocensis, Psidium sartorianum, Pipper eriopodon and Calycolpus 

moritzianus species were cytotoxic at all concentrations tested. The remaining extracts showed CC50 values 

as follows: Lippia origanoides (89 µg/mL), Achyrocline satureioides (173 µg/mL), Chromolaena 

pellia (184 µg/mL), Ipomoea horsfalliae (398 µg/mL), Rosa centifolia fuchsia (492 µg/mL) y Rosa 

centifolia red (702 µg/mL). Posoqueria latifolia extract showed no cytotoxicity at the concentrations 

evaluated. At non-cytotoxic concentrations, only the extracts of I. horsfalliae (187.5 µg/mL) and R. 

centifolia (375.0 µg/mL) were significantly genotoxic. The compound trans-β-Caryophyllene was 

cytotoxic throughout the concentration range tested. On the other hand, the remaining compounds 

showed CC50 values as follows: curcumin (11 µM), resveratrol (91 µM), pinocembrin (144 µM), 

dicaffeoylquinic acid (147 µM), quercetin (222 µM), apigenin (226 µM), naringenin (272 µM), chlorogenic 

acid (273 µM), caffeic acid (500 µM), kaempferol-3-glucoside (676 µM). The compounds squalene and 

kaempferol did not show cytotoxicity at the concentrations evaluated. At non-cytotoxic concentrations, 

none of the pure compounds tested showed genotoxicity. Our study showed that certain plant extracts and 

their major compounds exhibit cytotoxicity and genotoxicity in human fibroblasts; evidencing the need to 

establish safe concentrations of these extracts for their potential use in cosmetics. Similarly, the 

CometChip® platform allowed a better typing of genetic damage and increased the screening capacity of 

the assay by 40 times compared to the traditional method developed on slides.  

 

*Thesis Project. 

**Faculty of Health, Program of Medicine. Universidad Industrial de Santander. Director: Jorge 

L. Fuentes Lorenzo. Microbiologist Ph.D. 
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Introducción 

 

Las plantas son ampliamente utilizadas como materia prima para la industria cosmética  

(Mileva et al., 2021). El uso extensivo de plantas como remedios ha demostrado que no son tan 

seguras como se afirmaba con frecuencia en el pasado (Capasso et al., 2000; Fennell et al., 2004; 

Fimognari et al., 2012; J. Zhou et al., 2013). Estas pueden producir una variedad de efectos tóxicos, 

incluido el daño genotóxico (por ejemplo, aductos de ADN, roturas de cadenas de ADN, enlaces 

cruzados de proteínas de ADN, rotura cromosómica, etc.) en los núcleos de las células (Prinsloo 

et al., 2018). Por lo tanto, es esencial estudiar los efectos adversos de los extractos y componentes 

de las plantas antes de que sean utilizadas como fuente de ingredientes cosméticos. 

 

En la unión europea se han implementado diferentes estándares, guías o procedimientos 

que utilizan pruebas de seguridad de ingredientes cosméticos (p. ej., colorantes, conservantes, 

filtros UV) libres de animales (Kim et al., 2021; Pauwels & Rogiers, 2010; Pfuhler et al., 2014; 

Vinardell, 2015; Vinardell & Mitjans, 2017). Estos estándares requieren el uso de ensayos de 

genotoxicidad in vitro que proporcionen información sobre criterios relevantes de valoración 

genética, como mutagenicidad, clastogenicidad y aneugenicidad (Pfuhler et al., 2010). Según 

nuestro conocimiento, no existe un estándar para las pruebas de seguridad de los fitoquímicos 

utilizados como ingredientes cosméticos. No obstante, los ensayos de genotoxicidad más utilizados 

para probar fitoquímicos son aquellos recomendados por las agencias reguladoras (Sponchiado et 

al., 2016). 
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El ensayo Cometa (Singh et al., 1988), se encuentra entre los métodos más utilizados para 

evaluar la clastogenicidad de plantas medicinales (Sponchiado et al., 2016), y recientemente, se 

propuso como una prueba de genotoxicidad de productos farmacéuticos (Frötschl, 2015). 

Brevemente, las células son embebidas en agarosa sobre una lámina de microscopio y se lisan con 

detergentes o enzimas; y la alta concentración de sal usada, permite formar nucleoides que 

contienen bucles de ADN superenrollados unidos a la matriz nuclear. Cuando se rompe el ADN, 

la electroforesis a pH alcalino da como resultado estructuras similares a cometas que se tiñen y se 

observan al microscopio. La intensidad de la cola del cometa con respecto a la cabeza refleja el 

número de roturas de ADN. La razón de ser de los cometas es que los bucles de ADN que contienen 

una ruptura pierden su estructura superenrollada, se relajan y migran hacia el ánodo (Collins, 

2004). El uso de una plataforma de alto rendimiento (microplacas de 96 pocillos) ha aumentado 

notablemente la capacidad general, la reproducibilidad y la solidez del ensayo del cometa  (Ge et 

al., 2015; Gutzkow et al., 2013; Sykora et al., 2018). 

 

Recientemente se ha demostrado que las plantas que crecen en Colombia tienen 

propiedades como filtro UV y antigenotóxicas (Fuentes et al., 2021, 2022); por lo tanto, estas 

podrían usarse como ingredientes de cosméticos que nos protegen de la radiación solar. Los 

objetivos del presente trabajo fueron evaluar la citotoxicidad y la genotoxicidad de extractos de 

estas plantas prometedoras, y de sus compuestos mayoritarios disponibles comercialmente, en 

células de fibroblastos humanos utilizando la plataforma de alto rendimiento CometChip®. Aquí, 

mostramos que los extractos de las plantas estudiadas son principalmente citotóxicos en células de 

fibroblastos humanos, y en algunos casos genotóxicos, dependiendo de su concentración. Además, 

se evidenció la necesidad de realizar pruebas de genotoxicidad en las plantas potencialmente útiles 
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en cosmética; así como, de establecer las concentraciones seguras de estos fitoquímicos para su 

potencial uso. 

 

1. Hipótesis  

 

Ha: Los extractos de plantas y sus constituyentes no son citotóxicos ni genotóxicos en 

fibroblastos humanos. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo general 

 

Evaluar la inocuidad de extractos y compuestos promisorios de plantas colombianas con 

potencial uso en cosmética en fibroblastos humanos. 

 

2.2. Objetivos específicos  

 

• Evaluar la citotoxicidad de los extractos de plantas y compuestos promisorios en 

fibroblastos humanos. 

• Establecer el ensayo Cometa en una plataforma de alto rendimiento CometChip 

para la detección de genotoxicidad en fibroblastos humanos. 

• Determinar la genotoxicidad de los extractos de plantas y compuestos promisorios 

en fibroblastos humanos. 

 

3. Materiales y métodos 

 

3.1. Material vegetal y sus extractos 

 

Se estudiaron 12 extractos obtenidos de 10 especies de plantas que crecen en Colombia 

que presentan propiedades fotoprotectoras/antigenotóxicas (Tabla 1). Todos los especímenes 

vegetales fueron colectados en el marco de un permiso de colecta (Contrato No. 270) otorgado por 
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el “Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible” de Colombia; excepto por las variedades 

comerciales de Rosa centifolia, las cuales fueron suministradas por Flexport - Colombia S.A.S. 

(Bogotá, Cundinamarca, Colombia). Los extractos de las especies Achyrocline satureioides, 

Calycolpus moritzianus, Chromolaena pellia, Lippia origanoides, Piper eriopodon, Psidium 

sartorianum y Salvia aratocensis, fueron obtenidos mediante extracción de fluidos (CO2) 

supercríticos a partir de sus tallos y hojas (Fuentes et al., 2021). Los extractos de Ipomoea 

horsfalliae, Posoqueria latifolia y Rosa centifolia fueron obtenidos mediante extracción por 

solvente (etanol) a partir de flores (Sierra et al., 2020). Todos los extractos fueron suministrados 

por el Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrialización de Especies Vegetales 

Aromáticas y Medicinas Tropicales (CENIVAM) y almacenados a -80 oC en un ultracongelador 

Thermo Scientific® Series-86 DEG C (Thermo Ficher Scientific, MA, USA). Antes de su uso, los 

extractos se descongelaron y se refrigeraron (5-8 oC) durante 24 horas.   
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Tabla 1.   

Lista de las especies de plantas que crecen en Colombia que presentan propiedades fotoprotectoras/antigenotóxicas. 

Familia Especie (CHN 

voucher) 

Localidad 

(Departamento) 

Cantidad relativa (%) de los compuestos en los extractos de plantas 

     Asteraceae Achyrocline 

satureioides (COL579420) 

Zapatoca 

(Santander) 
trans-β-Cariofileno (25,0), óxido de cariofileno (13,4), -Muuroleno (8,9), γ-

Cadineno (7,5), - Pineno (7,4) 

 Chromolaena pellia 

(COL559437) 

Los Santos 

(Santander) 
-Amirina (22,0), escualeno (18,5), non-identified sesquiterpenol (11,6), 

trans-β-cariofileno (8,1), óxido de cariofileno (5,3)   

Convolvulaceae Ipomoea horsfalliae 

(COL587134) 

Bucaramanga 

(Santander) 

Ácido dicafeoilquínico (60,1), ácido clorogénico (13,7), escopoletina (15,1) 

 

 

 

 

Labiatae Salvia aratocensis 

(COL560246) 

Los Santos 

(Santander) 
-Cadinol (31,6), 1,10-epi-cubenol (13,4), -eudesmol (5,4) 

Myrtaceae Calycolpus moritzianus 

(COL578360) 

Zapatoca 

(Santander) 

trans-trans-Geranil linalool (45,4), estigmast-4-en-3-ona (5,7) 

 Psidium sartorianum 

(COL578359) 

Zapatoca 

(Santander) 

Ácido elágico (23,1), Elagitaninos (8,1), derivados de flavonas (8,1), 

myricetin-3-O-penthoside B (5,4), myricetin-3-O-penthoside A (5,3), ácido 

gálico (5,0) 

Piperaceae Piper eriopodon 

(COL578364) 

Zapatoca 

(Santander) 
Compuesto no identificado (16,0), fitol (7,6) -eudesmol (5,9)  

 Piper eriopodon 

(COL578974)-F2 

Tame (Arauca) Compuesto no identificado (16,0), fitol (7,6) -eudesmol (5,9)  

Rosaceae Rosa x centifolia 

(variedad rosada) 

Bogotá 

(Cundinamarca) 

Quercetina (32,3), kaempferol (29,1), kaempferol-3-glucósido (13,1), 

kaempferol-ramnósido (12,7), quercetina-3-ramnósido (9,8)   

 Rosa x centifolia 

(variedad fuchsia) 

Bogotá 

(Cundinamarca) 

Quercetina (38,1), kaempferol (15,3), kaempferol-3-glucósido (12,3), 

cianidina-3,5-glucósido (10,2), quercetina-3- ramnósido (9,6), kaempferol- 

ramnósido (6,9), quercetina-glucósido (5,1)   

Rubiaceae Posoqueria latifolia 

(COL512080) 

Bucaramanga 

(Santander) 

trans-Resveratrol- diglucósido (49,9), cis-resveratrol- diglucósido (25,0), 

ecdisterona (11,4), ácido clorogénico (6,2) 

Verbenaceae Lippia origanoides 

(COL560259) 

Los Santos 

(Santander) 

Pinocembrina (54,9), trans-β-cariofileno (10,9), carvacrol (6,3), p-cimeno 

(6,2)   

Nota. Solo se presentaron los componentes cuya cantidad relativa fue superior al 5% en el extracto vegetal. CHN: Herbario Nacional Colombiano. 
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3.2. Reactivos, tampones, enzimas y medios de cultivo 

 

Los 13 compuestos vegetales (ácido cafeico, ácido clorogénico, ácido dicafeoilquínico, 

apigenina, β-cariofileno, curcumina, escualeno, kaempferol, kaempferol-3-glucósido, naringenina, 

pinocembrina, quercetina, resveratrol), el filtro estándar dióxido de titanio, el mutágeno estándar 

4-nitroquinolina 1-óxido (4NQO), la solución de azul de tripano (0,4%), la proteinasa K liofilizada 

y la agarosa de alta resolución se obtuvieron de Sigma-Aldrich Co. Inc. (Milwaukee, WI, USA). 

La solución de YOYO fue adquirida de (Thermo Scientific, MA, USA). El medio Eagle 

modificado de Dulbecco (DMEM), el suero fetal bovino (FBS), tampón fosfato salino (PBS), la 

solución de tripsina EDTA y la mezcla de antibióticos (penicilina/estreptomicina), fueron 

adquiridos de Gibco (Grand Island, Nueva York, USA). Los restantes reactivos se obtuvieron de 

las casas comerciales J.T. Baker (Phillipsburg, Nueva Jersey, USA) o Merck (Kenilworth, Nueva 

Jersey, USA). 

 

Las soluciones stock de los compuestos vegetales se prepararon en metanol o DMSO 

dependiendo de su solubilidad. A partir de estas soluciones, se prepararon las soluciones de trabajo 

para los ensayos. La solución stock del mutágeno estándar 4NQO se preparó en acetona. La 

solución stock de dióxido de titanio se preparó en metanol. 

 

3.3. Evaluación de la citotoxicidad en fibroblastos humanos 

 

La citotoxicidad de los extractos, compuestos vegetales, filtro estándar y mutágeno de 

referencia se evaluó en la línea celular de fibroblastos humanos MRC5 (Jacobs et al., 1970) 
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mediante el ensayo de exclusión con azul de tripano (Strober, 2015). Este ensayo permite evaluar 

la integridad de las membranas de los fibroblastos humanos los cuales hacen parte de la piel donde 

se aplican los protectores solares. Esta línea celular fue donada por el Departamento de 

Microbiología, del Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

Brasil. Los fibroblastos se cultivaron en 5 mL de medio DMEM suplementado con 10% de SFB 

inactivado por calor y una mezcla de antibióticos (penicilina-estreptomicina) preparada al 1 %. 

Las células se incubaron a 37°C y 5% de CO2 en una incubadora Midi 40 (Thermo Scientific, 

Marietta, OH, USA). Cada tres días, las células se cultivaron en medio fresco hasta alcanzar una 

confluencia del 80 %. Los cultivos celulares se mezclaron con cada extracto a concentraciones 

finales entre 62,5 y 750,0 µg/mL. Los compuestos vegetales, filtro estándar y mutágeno de 

referencia, se evaluaron a diferentes concentraciones dependiendo del rango de concentraciones 

con actividad fotoprotectora o mutagénica. Las células se incubaron bajo las condiciones indicadas 

anteriormente. Después de 24 horas, las células fueron tratadas con solución de tripsina EDTA, se 

colectaron por centrifugación a 2000 rpm durante 6 minutos, se disolvieron en tampón PBS (100 

µL) y 10 µL de la suspensión celular se mezcló con el mismo volumen de azul tripano (0,4 %) 

para evaluar su integridad. Las células vivas y no viables (muertas) se contaron utilizando una 

cámara de Neubauer y un microscopio óptico Eclipse E200 (Nikon Instruments Inc. NY, USA). 

Se realizaron al menos tres experimentos independientes para cada tratamiento. Los resultados se 

expresaron como porcentajes de viabilidad celular (%CV) de la siguiente manera: %CV = (Células 

vivas) / (Células totales) x 100. Se estimaron concentraciones citotóxicas 50% (CC50) y 30% 

(CC30) para cada muestra mediante interpolación gráfica (Ara et al., 2009). Dicho método permite 

calcular concentraciones citotóxicas desconocidas a partir de valores de citotoxicidad 

correspondientes a concentraciones superiores e inferiores ensayadas. Los valores de CC50 y CC30 
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se consideraron concentraciones citotóxicas y no citotóxicas limítrofes, respectivamente. Es decir, 

los extractos y compuestos vegetales fueron citotóxicos a valores ≥ CC50 (50% de letalidad celular) 

y no citotóxicos a valores ≤ CC30 (30% de letalidad celular); esto, considerando que los ensayos 

de genotoxicidad (p.ej. Cometa) son usados a tales rangos de concentraciones. 

 

3.4. Establecimiento del ensayo cometa en fibroblastos humamos usando la 

plataforma trevigen cometchip® 

 

Inicialmente, se evaluó la genotoxicidad del mutágeno de referencia 4NQO (0,29 – 4,7 

M) con la metodología tradicional en láminas usando una variante del ensayo Cometa que utiliza 

lisis enzimática con proteinasa K en lugar de la lisis alcalina (García Forero et al., 2019). 

Brevemente, los fibroblastos humanos tratados con el mutágeno por 30 minutos fueron 

desprendidos de la placa de cultivo usando 500 µL de una solución de tripsina EDTA, se 

recogieron mediante centrifugación (2000 rpm) durante 6 minutos, se les realizó un lavado con 

una solución de NaCl (0,75 %), se centrifugaron nuevamente y se suspendieron en igual cantidad 

(500 µL) de solución fresca de NaCl y agarosa de bajo punto de fusión preparada al 1 % por 

tratamiento. La mezcla se extendió sobre láminas que contenían una capa de agarosa de grado 

molecular preparada al 1,3 % previamente solidificada. Los portaobjetos se mantuvieron a 

temperatura ambiente por 6 minutos y seguidamente 12 minutos a 6-8 °C para que la agarosa se 

solidificara. A cada lámina se le agregó 70 L de proteinasa K Bioultra preparada a 0,19 mg/mL 

en tampón PK (50 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, pH 8); se cubrieron con un cubreobjetos para una 

exposición uniforme, se mantuvieron a 37 °C durante 1 hora para la lisis de proteínas de la 

membrana celular y finalmente se retiró el cubreobjetos.  
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La evaluación de la genotoxicidad de la 4NQO en la plataforma de alto rendimiento 

Trevigen CometChip® (Gaithersburg, Maryland, USA) se desarrolló como lo indican Sykora et 

al. (2018), con modificaciones menores. Brevemente, un portaobjetos CometChip® previamente 

limpiado con etanol se cubrió con una solución de agarosa (preparada en PBS al 1,3 %) atemperada 

a 45 °C, y la agarosa se dejó solidificar durante 24 horas a 6 °C. Los fibroblastos humanos fueron 

desprendidos de la caja de cultivo usando 1 mL una solución de tripsina EDTA, se cuantificaron 

con una cámara de recuento de Neubauer, se recogieron mediante centrifugación a 2000 rpm 

durante 6 minutos, se lavaron dos veces con una solución de NaCl (0,75 %), se centrifugaron 

nuevamente y por último se suspendieron en una solución fresca de NaCl (3 mL). La suspensión 

celular (3 mL) preparada a 4,4 x 104 células/mL, se mezcló con igual volumen de agarosa de bajo 

punto de fusión (1% preparada en PBS); la mezcla se vertió en el portaobjetos CometChip® y se 

dejó solidificar por 6 minutos a temperatura ambiente y por 15 minutos a 4 °C. La cámara 

CometChip® fue ensamblada sellando herméticamente para evitar la mezcla entre los pocillos. 

Para los tratamientos celulares, las soluciones (100 L) con las diferentes concentraciones del 

mutágeno 4NQO se cargaron por duplicado en diferentes pocillos de la Cámara CometChip®. Una 

muestra de medio DMEM (100 L), se consideró como control negativo. La cámara se incubó por 

30 minutos a 37 °C en condiciones de CO2 (5%). Las soluciones de cada tratamiento y control se 

retiraron de los pocillos y en cada pocillo se añadieron 30 L de Proteinasa K Bioultra (0.19 

mg/mL) para lisis enzimática celular durante 1 hora a 37 °C. Después de la lisis, se retiró el 

sobrante de la Proteinasa K de cada pocillo y el portaobjetos CometChip® se retiró de la cámara 

CometChip®. 
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Tanto las láminas como el portaobjetos CometChip® (Figura 1) se sumergieron durante 15 

minutos a 4°C en un tanque de electroforesis Comet Cleaver Scientific Ltd (Rugby, Warwickshire, 

Reino Unido) que contenía tampón alcalino (0,3 N NaOH, 1 mM EDTA, pH 13), para permitir la 

descompactación de los núcleos. La electroforesis se realizó durante 30 minutos a 300 mA y 25 V 

en la oscuridad y a 6-8 °C. Las láminas y el portaobjetos CometChip® se sumergieron durante 15 

minutos en una bandeja que contenía solución neutralizante (0,4 M TRIS, pH 7,5), se secaron a 37 

°C en una incubadora Midi 40 y se almacenaron para su posterior visualización. Finalmente, los 

núcleos celulares contenidos en los geles de agarosa sobre láminas se tiñeron con 50 µL de 

solución YOYO (preparada 1 mM en DMSO al 5 %) y aquellos sobre el portaobjetos CometChip® 

con 7 µL. Finalmente, se tomaron fotografías de los núcleos con un microscopio de fluorescencia 

Zeiss Axio Observer 7 (GmbH, Oberkochen, Alemania) para posterior análisis de los tipos de 

daños. 

 

El daño del ADN se expresó en unidades arbitrarias basadas en la clasificación de los 

cometas en cinco categorías (0-4) como propusieron previamente Collins et al. (1997). Se calculó 

un índice de daño genético (GDI) para cada tratamiento de la siguiente manera: GDI = (N0x0 + 

N1x1 + N2x2 + N3x3 + N4x4) / n; donde Ni es el número de núcleos registrados en cada categoría 

y n es el número de células registradas por tratamiento (Pitarque et al. 1999). Se analizaron 

doscientas células por cada lámina o pocillo, y dos láminas o pocillos por tratamiento. Se 

promediaron los resultados de al menos tres experimentos independientes para obtener los valores 

de GDI para cada tratamiento.  
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Nota. La figura muestra A. las láminas usadas en la metodología tradicional de Cometa y B. la 

lámina usada en la metodología CometChip®. 

    

3.5. Evaluación de la genotoxicidad de las muestras en fibroblastos humanos 

 

La genotoxicidad de los extractos y compuestos vegetales se evaluó en fibroblastos 

humanos usando únicamente la plataforma de alto rendimiento Trevigen CometChip®, como se 

indicó en el acápite anterior. Estos se evaluaron a diferentes concentraciones dependiendo del 

rango de concentraciones con actividad fotoprotectora (ver Fuentes et al., 2021, 2022). Para los 

tratamientos celulares, se añadieron por duplicado las soluciones con diferentes concentraciones 

de las muestras en diferentes pocillos de la Cámara CometChip®. Una muestra (100 L) de medio 

DMEM se consideró como control negativo y una muestra (100 L) de 4NQO (0.97 µg/mL) como 

control positivo. La cámara CometChip® con los tratamientos se incubó por 30 minutos a 37 °C 

en condiciones de CO2 (5%). La lisis enzimática con Proteinasa K, la descompactación de los 

núcleos celulares, la electroforesis, la neutralización y tinción de los núcleos; así como, el registro 

y análisis de los tipos de daños, se desarrollaron como indicamos en el acápite anterior.  

 

 

A B 

Figura 1.  

Metodologías utilizadas para el ensayo cometa. 
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3.6. Análisis estadístico 

 

Se calcularon los valores de supervivencia celular (%) y GDI; así como, sus 

correspondientes errores estándar. En todos los casos, los datos pasaron las pruebas Kolmogorov-

Smirnov y F-maximum para normalidad y homogeneidad de varianza, respectivamente; por lo 

tanto, las pruebas paramétricas se utilizaron en análisis a posteriori de los datos. Cuando se obtuvo 

un valor F significativo en el análisis de varianza de una vía (ANOVA), los grupos se compararon 

con la prueba de Tukey. Se utilizó el análisis de correlación de Pearson para examinar la relación 

entre las concentraciones de los extractos y compuestos con la supervivencia y genotoxicidad en 

fibroblastos humanos. Para todos los análisis estadísticos, un valor de p < 0,05 indicó significancia. 

El programa R (R Core Team, 2013) se utilizó para todos los análisis.   

 

4. Resultados 

 

4.1. Citotoxicidad de los extractos de plantas en fibroblastos humanos  

 

Durante los ensayos de citotoxicidad usando azul de tripano, se observaron tres respuestas 

bien diferenciadas en los fibroblastos durante los tratamientos con los extractos (Figura 2). Estos 

son: células con membranas intactas que resultaron no teñidas (A), células con membranas 

alteradas que se tiñeron, pero que mantienen su forma (B) y fragmentos de membranas teñidas que 

resultaron de la destrucción celular (C). 
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Nota. La figura muestra tres respuestas de los fibroblastos observadas en el ensayo con azul de 

tripano siendo A – Células no teñidas; B – Células teñidas; y C – Fragmentos de células destruidas. 

En cada una se observan 4 campos de conteo de la cámara de Neubauer. 

 

De los doce extractos de plantas evaluados en el rango de concentración entre 125 – 750 

µg/mL, cinco (P. eriopodon, P. eriopodon-F2, C. moritzianus, S. aratocensis, y P. sartorianum) 

mostraron destrucción celular en todas las concentraciones estudiadas (ver Figura 2C). Las curvas 

dosis-respuesta para los otros siete extractos de plantas son presentadas en la Figura 3AB.  

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3.  

Citotoxicidad de extractos de plantas en fibroblastos humanos (MRC5). 

Figura 2.  

Respuesta de células de fibroblastos humanos durante el ensayo de exclusión con azul de 

tripano observadas en la cámara de Neubauer. 
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Nota. Se muestra la citotoxicidad de extractos obtenidos por extracción de fluidos (CO2) 

supercríticos (A) e hidroalcohólica (B). Se delimitan tres zonas con base en el grado de 

citotoxicidad: Alta (rojo), media (amarilla) y baja (verde). 

 

B 

A 
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Mediante interpolación gráfica, se calcularon las concentraciones de los extractos de 

plantas que producen un 50% (CC50) y un 30% (CC30) de citotoxicidad en fibroblastos humanos 

(Tabla 2).  

 

Tabla 2.  

Concentraciones citotóxicas 50% (CC50) y 30% (CC30) en fibroblastos humanos (MRC5) para 

los extractos de planta evaluados 

Especie (CHN voucher) Tipo de 

extracción 

Concentraciones citotóxicas en 

fibroblastos (µg/mL) 

CC50 CC30 

Lippia origanoides (COL560259) EFS 89 74 

Achyrocline satureioides (COL579420) EFS 173 140 

Chromolaena pellia (COL559437) EFS 184 149 

Ipomoea horsfalliae (COL587134) Hidroalcohólica 398 250 

Rosa centifolia (rosada) Hidroalcohólica 492 363 

Rosa centifolia (roja) Hidroalcohólica 702 492 

Posoqueria latifolia (COL512080) Hidroalcohólica > 750 > 750 

Bloqueador comercial †    

Eau Thermale Avène SPF 50+ ‡ Hidroalcohólica 51 69 

 

Nota. CHN: Herbario Nacional Colombiano. EFS: Extracción de fluidos supercríticos.   

†, Para la comparación, se incluyó una extracción hidroalcohólica de un protector solar comercial 

ampliamente utilizado (Eau Thermale Avène SPF50+).  

‡, La mayor concentración (v/v) de protector solar evaluada fue de 30 mg/mL disueltos en agua 

destilada. 

 

Con base en los valores de CC50, la citotoxicidad relativa de los extractos fue como sigue: 

L. origanoides (89 g/mL) > A. satureioides (173 g/mL) > C. pellia (184 g/mL) > I. horsfalliae 
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(398 g/mL) > R. centifolia rosada (492 g/mL) > R. centifolia roja (702 g/mL). Estos extractos 

fueron inocuos para las células de fibroblastos a concentraciones menores o igual () a la CC30 

como sigue: L. origanoides (74 g/mL), A. satureioides (140 g/mL), C. pellia (149 g/mL), I. 

horsfalliae (250 g/mL), R. centifolia rosada (363 g/mL), y R. centifolia roja (492 g/mL). Como 

se puede constatar, los extractos obtenidos por extracción de fluidos (CO2) supercríticos resultaron 

más citotóxicos que los obtenidos por extracción hidroalcohólica. 

 

En general, los extractos vegetales estudiados resultaron menos tóxicos para los 

fibroblastos humanos que una extracción hidroalcohólica de un bloqueador comercial (Eau 

Thermale Avène SPF 50+, Tabla 2) usado como control para su comparación. El extracto de P. 

latifolia fue único que resultó no citotóxico para los fibroblastos humanos en todo el rango de 

concentración estudiado. 

 

4.2.  Citotoxicidad de los compuestos mayoritarios en fibroblastos humanos  

 

De los compuestos puros estudiados, el trans-β-cariofileno resultó citotóxico para el rango 

de concentración entre 918 – 14680 µM (datos no mostrados). Los valores de porcentaje de 

viabilidad celular obtenidos para los restantes compuestos estudiados son presentados en las Figura 

4. Excepto por el escualeno y el kaempferol, todos los compuestos mostraron algún nivel de 

citotoxicidad a las concentraciones estudiadas. Las concentraciones de los compuestos que 

producen un 50% (CC50) y un 30% (CC30) de citotoxicidad en fibroblastos humanos son 

presentadas en la Tabla 3. Con base en los valores de CC50, la citotoxicidad de los compuestos fue 

como sigue: curcumina (11 M) > resveratrol (91 M) > pinocembrina (144 M) > ácido 
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dicafeoilquínico (147 M) > quercetina (222 M) > apigenina (226 M) > naringenina (272 M) 

> ácido clorogénico (273 M) > ácido cafeico (500 M) > kaempferol-3-glucósido (676 M). 

Estos compuestos fueron inocuos para las células de fibroblastos a concentraciones  al CC30 como 

sigue: curcumina (8 M) > resveratrol (70 M) > ácido dicafeoilquínico (79 M) > apigenina (80 

M) > pinocembrina (102 M) > quercetina (141 M) > naringenina (211 M) > ácido 

clorogénico (212 M) > kaempferol-3-glucósido (376 M) > ácido cafeico (389 M) > kaempferol 

(710 M) > escualeno (820 M). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  

Citotoxicidad de compuestos vegetales en fibroblastos humanos (MRC5). 
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Nota. En la imagen se muestra para su mejor comprensión tres zonas con base en el grado de 

citotoxicidad: Alta (rojo), media (amarilla) y baja (verde). 
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Tabla 3.  

Concentraciones citotóxicas 50% (CC50) y 30% (CC30) en fibroblastos humanos (MRC5) para 

los compuestos evaluados. 

No. Compuestos Concentraciones citotóxicas en fibroblastos  

CC50 (µM) CC50 (µg/mL) CC30 (µM) CC30 (µg/mL) 

 Fitoquímicos     

1 Ácido cafeico 500 89 389 69 

2 Ácido clorogénico 273 97 212 75 

3 Ácido dicafeoilquínico 147 76 79 41 

4 Apigenina 226 61 80 21 

5 Curcumina 11 4 8 3 

6 Escualeno > 937 > 385 >820 >337 

7 Kaempferol >1398 > 400 >710 >203 

8 Kaempferol-3-glucósido 676 303 376 169 

9 Naringenina 272 76 211 57 

10 Pinocembrina 144 33 102 23 

11 Quercetina 222 67 141 43 

12 Resveratrol 91 21 70 16 

 Mutágeno estándar     

13 4-nitroquinolina 1-óxido 2,5 0,5 1,0 0,2 

 Filtro estándar     

14 Dióxido de titanio 704 56 455 36 

 

Todos los compuestos estudiados resultaron menos tóxicos para los fibroblastos humanos 

que el mutágeno de referencia usado, la 4NQO. Sin embargo, solo los compuestos escualeno y el 

kaempferol mostraron menor citotoxicidad que el compuesto usado como estándar de filtro solar 

(Dióxido de titanio). Las curvas de citotoxicidad para el filtro solar estándar y mutágeno de 

referencia 4NQO se presentan en el Anexo No. 1. 

 

4.3. Establecimiento del ensayo cometa en fibroblastos humamos usando la 

plataforma trevigen cometchip®  
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Para establecer la utilidad de la plataforma Trevigen Cometchip® para la evaluación 

genotóxica de fitoquímicos en fibroblastos humanos, se compararon los resultados del ensayo 

Cometa en dicha plataforma con los desarrollados en láminas portaobjetos (método tradicional); 

considerando para la comparación la estructura de los “Cometas” y la variación de los datos 

obtenidos. A tales fines, se usó el mutágeno estándar 4NQO, evaluando 5 concentraciones 

diferentes y las células no tratadas (control).  En la Figura 5 se muestran imágenes representativas 

de cada tratamiento y el control obtenidas con ambas metodologías. 

 

Figura 5.  

Registros fotográficos de los Cometas producidos con las dos metodologías para los diferentes 

tratamientos. 

Trevigen Cometchip® Láminas portaobjetos 

Control no tratado 
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Tratamiento No. 1 (0.3 µM 4NQO) 

  

Tratamiento No.2 (0.6 µM 4NQO) 

   

Tratamiento No. 3 (1.2 µM 4NQO) 
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Tratamiento No. 4 (2.3 µM 4NQO) 

   

Tratamiento No. 5 (4.7 µM 4NQO) 

Concentración 5  Concentración 5  

 

Como se puede constatar, los microgeles de agarosa obtenidos con la plataforma Trevigen 

Cometchip® facilitan la migración del ADN fragmentado, produciendo cometas más alargados y 

uniformes a lo largo de los campos observados. En tales estructuras, se logra una clara 

diferenciación entre el núcleo y la cola del Cometa, facilitando la clasificación de los núcleos en 

las diferentes categorías de daño (0-4). Por el contrario, los Cometas observados en las láminas se 

observan más compactos entre redondos y elípticos, haciendo más difícil distinguir el núcleo de 

su cola; por ende, la tipificación del daño genético. Como consecuencia de lo anterior, el nivel de 

daño estimado (GDI) resultó ligeramente mayor usando láminas (Figura 6), posiblemente por una 

sobreestimación de la categoría de daño tipo IV; es decir, fue difícil distinguir entre las categorías 
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daños tipos III y IV. La variación de los valores GDI fue muy similar usando ambas metodologías, 

pero la correlación observada entre la concentración y el daño genético usando la plataforma 

Trevigen Cometchip® fue superior a la obtenidas usando el método tradicional [R = 0.72 (p < 0.1) 

& R = 0.57 (p < 0.2)]. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. La figura muestra las curvas obtenidas con el mutágeno 4NQO usando la metodología 

Trevigen Cometchip® y la tradicional en láminas portaobjetos. Se presentan los valores promedio 

de tres ensayos y sus correspondientes errores estándar. 

 

 

Figura 6.  

Valores de daño genético (GDI) obtenidos en las curvas dosis-respuesta. 
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4.4. Genotoxicidad de los extractos de plantas en fibroblastos humanos 

 

El análisis de la genotoxicidad de los extractos estudiados en fibroblastos humanos se 

presenta en la Tabla 4.   

 

Tabla 4.  

Genotoxicidad de los extractos de flores y del disolvente usado (metanol) en células de 

fibroblastos humanos MRC5. 

 

Nota. Se dan los valores del índice de daño genético (GDI) y sus errores estándar correspondientes, 

calculados a partir de al menos tres experimentos independientes. También se presenta el 

Conc. GDI + Error estándar 

(µg/mL) Achyrocline 

satureioides 

Chromolaena 

pellia 

Ipomoea horsfalliae Rosa centifolia 

(rosada) 

0.0 0.19 ± 0.07 0.29 ± 0.07 0.21 ± 0.04 0.12 ± 0.05 

46.9 0.40 ± 0.07 0.79 ± 0.29 0.51 ± 0.22 0.39 ± 0.04 

93.7 0.41 ± 0.01 0.98 ± 0.28 0.90 ± 0.25 0.46 ± 0.04 

187.5 0.49 ± 0.02 0.93 ± 0.02 2.20 ± 0.40 0.98 ± 0.09 

375.0 0.70 ± 0.08 1.36 ± 0.30 3.31 ± 0.05 1.30 ± 0.33 

750.0 0.87 ± 0.20 1.80 ± 0.35 3.82 ± 0.03 2.39 ± 0.52 

4NQO 3.91 ± 0.03 3.90 ± 0.03 3.93 ± 0.02 3.91 ± 0.02 

R = 0.95 (p ˂ 0.05) 0.93 (p ˂ 0.05) 0.92 (p ˂ 0.05) 0.99 (p ˂ 0.05) 

Conc. GDI + Error estándar 

(µg/mL) Rosa centifolia  

(roja) 

Posoqueria  

latifolia 

Lippia origanoides Dilución 

equivalente de 

disolvente  

0.0 0.08 ± 0.02 0.20 ± 0.05 0.16 ± 0.11 0.19 ± 0.05 

46.9 0.21 ± 0.09 0.48 ± 0.03 0.41 ± 0.08 0.80 ± 0.28 

93.7 0.27 ± 0.07 0.65 ± 0.13 0.64 ± 0.14 0.84 ± 0.28 

187.5 0.74 ± 0.20 0.66 ± 0.08 0.90 ± 0.12 0.83 ± 0.28 

375.0 1.93 ± 0.28 0.99 ± 0.27 1.50 ± 0.14 0.85 ± 0.30 

750.0 3.55 ± 0.04 1.56 ± 0.09 2.72 ± 0.48 0.91 ± 0.28 

4NQO 3.91 ± 0.01 3.93 ± 0.02 3.92 ± 0.04 3.90 ± 0.08 

R = 1.00 (p ˂ 0.05) 0.98 (p ˂ 0.05) 1.00 (p ˂ 0.05) 0.53 (p = 0.28) 
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coeficiente de correlación de Pearson (R) que muestra la relación entre las concentraciones del 

compuesto y los valores de GDI. Los criterios de daño en el ADN fueron los siguientes: i) valores 

de GDI entre 0 y 1 (sin daño en el ADN), ii) valores de GDI entre 1 y 2 (escaso daño en el ADN), 

iii) valores de GDI entre 2 y 3 (daño moderado en el ADN) y, iv) valores de GDI entre 3 y 4 (daño 

severo en el ADN). Además, debe existir una clara relación dosis-respuesta (concentración-daño 

en el ADN). El mutágeno estándar 4NQO (0,97 µg/mL) se utilizó como control positivo. 

 

De acuerdo con el criterio usado (GDI), la genotoxicidad de los extractos estudiados fue 

como sigue: Ipomoea horsfalliae > Rosa centifolia (roja) > Lippia origanoides > Rosa centifolia 

(rosada) > Chromolaena pellia > Posoqueria latifolia > Achyrocline satureiodes. El extracto de 

Achyrocline satureiodes resultó no genotóxico (GDI < 1) en todo el rango de concentraciones 

evaluadas (46,9-750 µg/mL), mientras que el extracto de Posoqueria latifolia mostró escaso daño 

(1 < GDI < 2) a la concentración de 750 µg/mL; resultando estos extractos los más inocuos. El 

metanol, usado como disolvente de los extractos, resultó no genotóxico en todas las 

concentraciones equivalentes. En resumen, con la excepción de A. satureioides y P. latifolia, los 

extractos mostraron genotoxicidad entre baja y moderada en alguna de las concentraciones 

estudiadas. Tal genotoxicidad muestra una clara relación dosis-respuesta (concentración del 

extracto-daño en el ADN). Comparando con el mutágeno estándar (Anexo No. 2), estos datos 

también sugieren un modo de acción genotóxico dependiente de la citotoxicidad de los extractos. 

Solo los extractos de Ipomoea horsfalliae y Rosa centifolia mostraron genotoxicidad a 

concentraciones no citotóxicas, indicando que estos deben considerarse con reserva para su uso en 

fotoprotección. 
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4.5. Genotoxicidad de los compuestos de plantas en fibroblastos humanos 

 

Por su potencial utilidad en cosmética, seis de los trece compuestos estudiados se evaluaron 

para su genotoxicidad (Tabla 5). De acuerdo con los criterios establecidos, la genotoxicidad de los 

compuestos estudiados fue como sigue: quercetina (moderada)  kaempferol (escasa)  apigenina 

(escasa)  resveratrol (escasa)  kaempferol 3-glucosido (inocuo)  escualeno (inocuo). En todos 

los casos, la genotoxicidad fue claramente dependiente de la concentración del compuesto. Así, 

los compuestos escualeno y kaempferol 3-glucosido resultaron no genotóxico (GDI < 1), la 

apigenina, el kaempferol y el resveratrol mostraron escaso daño (1 < GDI < 2) y, la quercetina 

resultó moderadamente genotóxica (1 < GDI < 3), en el rango de concentraciones evaluadas. En 

general, los compuestos escualeno, kaempferol 3-glucosido y resveratrol, resultaron los más 

inocuos para los fibroblastos humanos, pero ninguno de los compuestos mostró genotoxicidad a 

concentraciones no citotóxicas.  

 

 Tabla 5.  

Genotoxicidad de compuestos promisorios células de fibroblastos humanos MRC5. 

Conc. GDI + Error 

estándar 

Conc. GDI + Error 

estándar 

Conc. GDI + Error 

estándar 

(µM) Apigenina (µM) Escualeno (µM) Kaempferol 

0.0 0.12 ± 0.05 0.0 0.12± 0.05 0.0 0.21 ± 0.03 

15.74 0.81 ± 0.19 92.73 0.33 ± 0.11 54.59 0.38 ± 0.06  

31.47 0.87± 0.19 187.47 0.32 ± 0.04 109.18 0.48 ± 0.12 

62.95 0.99 ± 0.29 374.94 0.33 ± 0.10 218.36 0.55 ± 0.06 

125.90 1.18 ± 0.36 749.88 0.48 ± 0.07 436.71 0.71 ± 0.18  

251.80 1.70 ± 0.38 1499.7

7 

0.52 ± 0.13 873.42 1.27 ± 0.07 

- - - - 1746.8 1.95 ± 0.10 

PC = 3.85 ± 0.12 PC = 3.87 ± 0.08 PC = 3.62 ± 0.48 

R = 0.87 (p ˂ 0.05) R = 0.84 (p ˂ 0.05) R = 0.99 (p ˂0. 05) 
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Nota. Se dan los valores del índice de daño genético (GDI) y sus errores estándar correspondientes, 

calculados a partir de al menos tres experimentos independientes. También se presenta el 

coeficiente de correlación de Pearson (R) que muestra la relación entre las concentraciones del 

compuesto y los valores de GDI. 

 

Los criterios de daño en el ADN fueron los siguientes: i) valores de GDI entre 0 y 1 (sin daño en 

el ADN), ii) valores de GDI entre 1 y 2 (escaso daño en el ADN), iii) valores de GDI entre 2 y 3 

(daño moderado en el ADN) y, iv) valores de GDI entre 3 y 4 (daño severo en el ADN). Además, 

debe existir una clara relación dosis-respuesta (concentración-daño en el ADN). El mutágeno 

estándar 4-NQO (0,97 µg/mL) se utilizó como control positivo. 

 

5. Discusión 

 

Este trabajo se centró en la evaluación de la inocuidad de extractos y compuestos vegetales 

con potencial cosmético, los cuales que podrían ser utilizados como ingredientes en protección 

solar (Fuentes et al., 2021, 2022). Entre las especies de plantas estudiadas, cuatro (P. eriopodon, 

Conc. GDI + Error 

estándar 

Conc. GDI + Error 

estándar 

Conc. GDI + Error 

estándar 

(µM) Kaempferol 3-

glucosido 

(µM) Quercetina (µM) Resveratrol 

0.0 0.16 ± 0,06 0.0 0.09 ± 0.01 0.0 0.23 ± 0.10 

43.91 0.65 ± 0.11 14.06 0.45 ± 0.13 6.24 0.64 ± 0.07 

87.82 0.67 ± 0.09 28.12 0.64 ± 0.06 12.48 0.68 ± 0.12 

175.63 0.69 ± 0.08 56.25 0.87 ± 0.18 24.97 0.77 ± 0.05 

351.26  0.72 ± 0.04 112.49 1.27 ± 0.15 49.94 0.86 ± 0.03 

702.53 0.79 ± 0.10 224.99  2.15 ± 0.21 99.89 1.19 ± 0.04 

PC = 3.85 ± 0.08 PC = 3.85 ± 0.07 PC = 3.96 ± 0.03 

R = 0.61 (p = 0.2) R = 0.99 (p ˂ 0.05) R = 0.89 (p ˂ 0.05) 
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C. moritzianus, S. aratocensis, y P. sartorianum) fueron citotóxicas para los fibroblastos humanos 

a las concentraciones estudiadas (entre 125 y 750 mg/mL). Esto significa que los extractos y 

compuestos generan un valor de viabilidad cero por su capacidad de ruptura de la membrana 

celular, lo que limita su uso en la preparación de cosméticos para la piel. Se conoce poco sobre la 

seguridad de estas especies de plantas para los humanos. Velandia et al. (2018) mostró una alta 

citotoxicidad para los aceites esenciales de especies de Piper como P. eriopodon, P. cumanense y 

P. sibflavum en líneas celulares de cáncer de mama y de cuello uterino humano. Aunque no hay 

informes en humanos, el extracto metanólico y el aceite esencial P. sartorianum han mostrado 

citotoxicidad en parásitos como Taenia crassiceps (Aguilar-Vega et al., 2016) y micobacterias 

(Bueno et al., 2011), respectivamente. Además, especies relacionadas como Calycolpus 

moritzianus y Salvia officinalis mostraron una alta citotoxicidad en líneas celulares humanas de 

cáncer de mamas y cuello uterino (Velandia et al., 2018; Yáñez-Rueda et al., 2009). En este 

sentido, nuestros hallazgos proporcionan nueva evidencia sobre la citotoxicidad de las especies de 

plantas P. eriopodon, C. moritzianus, S. aratocensis, y P. sartorianum. 

 

Los extractos de L. origanoides, A. satureioides, C. pellia, I. horsfalliae y R. centifolia 

produjeron una citotoxicidad relativamente menor a los cinco extractos anteriores (ver Tabla 2), 

en los fibroblastos humanos. Los extractos de C. pellia y L. origanoides además producen daños 

en el ADN entre bajo y moderado a concentraciones citotóxicas (ver Tabla 4). Esto sugiere que 

estos son resultados falsos positivos para su genotoxicidad, con patrones que contrastan con los 

observados para el mutágeno estándar (Anexo 2); los cuales son genotóxicos a concentraciones 

que producen viabilidad celular ≥ 70%. Estos hallazgos indican que la genotoxicidad del extracto 

está relacionada con su citotoxicidad (Vock et al., 1998). Por el contrario, los extractos de I. 
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horsfalliae y R. centifolia (ver Tabla 4) produjeron roturas en el ADN a concentraciones no 

citotóxicas, indicando que ellos contienen compuestos cuyas mezclas resultan genotóxicas.  

En estudios anteriores (Frieauff et al., 2001; Henderson et al., 1998; Koppen et al., 2017), 

han recomendado evaluar concentraciones que producen viabilidades ≥ 70% para evitar resultados 

falsos positivos de genotoxicidad con el ensayo cometa. En este sentido, los ensayos de exclusión 

con azul de tripano y cometa, que miden la citotoxicidad (rotura de la membrana) y la 

genotoxicidad (roturas del ADN) respectivamente, fueron complementarios en nuestro estudio 

para este propósito. Esto indica que el uso en cosmética de plantas como I. horsfalliae y R. 

centifolia estaría limitado a concentraciones no citotóxicas ni genotóxicas de sus extractos.  

 

C. pellia es una especie de planta colombiana poco estudiada (Fuentes et al., 2021). 

Especies relacionadas (p. ej., C. odorata) son toxicas en las siguientes líneas celulares humanas: 

cáncer de mamas MCF-7, cáncer cervical HELA, y embrionarias de riñón HEK293 (Velandia et 

al., 2016);  mientras que C. hirsute y C. squalida muestran actividad antimicrobiana (Taleb-Contini 

et al., 2003). El género sinónimo Eupatorium ha demostrado ampliamente sus propiedades 

antimicrobianas (Nogueira-Sobrinho et al., 2017). Alternativamente, la bioactividad de L. 

origanoides ha sido ampliamente estudiada (Oliveira et al., 2014), incluyendo sus efectos tóxicos 

en diferentes modelos como insectos (Caballero-Gallardo et al., 2012; Nerio et al., 2009; Sivira et 

al., 2011), crustáceos (Olivero-Verbel et al., 2009) y protozoos (Raposo-Borges et al., 2012). Por 

último, el aceite esencial de R. centifolia produce baja citotoxicidad en células hepáticas humanas. 

Además, este exhibe capacidad de inhibición de biofilm de C. albicans (Nikolić et al., 2021).  

Gerasimova et al. (2022) observó un efecto citotóxico en ratones de las aguas residuales de R. alba 

L., e igualmente observo una débil actividad genotóxica en este sistema de prueba.   
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Por su parte, el extracto metanólico de I. horsfalliae, una especie con propiedades 

fotoprotectoras reportadas previamente (Sierra et al., 2020), demostró ser genotóxico para 

fibroblastos humanos a concentraciones no citotóxicas (ver Tablas 2 y 4). Su patrón de 

genotoxicidad fue muy similar al observado con el mutágeno estándar (ver Anexo 2). Poco se 

conoce sobre la toxicidad de esta especie. Por ejemplo, Sierra et al. (2020) no encontraron 

citotoxicidad relevante del extracto metanólico de I. horsfalliae en células de carcinoma 

hepatocelular (HepG-2), leucemia (THP-1), riñón (HEK-293) y pulmón (MCR-5). Por su parte, el 

extracto etanólico de la especie relacionada I. batata muestra efectos tóxicos en órganos vitales 

(hígado y riñones) a dosis superiores a 1000 mg/kg (Imafidon et al., 2015). En este sentido, los 

resultados de citotoxicidad y genotoxicidad obtenidos para el extracto I. horsfalliae, indican 

toxicidad del extracto en humanos y estos son de relevancia para su potencial uso en cosmética. 

Se recomienda ampliar sus estudios de toxicidad in vitro e in vivo, antes de que dicho extracto sea 

usado en formulaciones cosméticas.  

 

Por el contrario, el extracto de A. satureioides no resultó citotóxico ni genotóxico para 

fibroblastos humanos a concentraciones relevantes para la fotoprotección (Fuentes et al., 2021). 

La especie A. satureioides se utiliza en la medicina popular brasileña como digestivo, eupéptico, 

emenagogo, antiespasmódico, antiinflamatorio, expectorante y antidiarreico (Gonçalves et al., 

2018). Las propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras de esta planta han sido 

confirmadas en estudios farmacológicos (Cosentino et al., 2008; Megret et al., 2013). Esta planta 

también muestra actividad anticancerígena (Bianchi et al., 2020; Souza et al., 2018) y resulta no 

irritante para la piel humana (Balestrin et al., 2021), lo que respalda su uso en administración 

tópica. Nuestros hallazgos respaldan el potencial de A. satureioides en la fotoprotección cosmética. 
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De similar manera, el extracto de P. latifolia mostró ser no citotóxico (CC50  750 µg/mL) 

y produce escaso daño (1 < GDI < 2) solo a la mayor concentración evaluada. P. latifolia 

comúnmente conocida como jazmín de árbol, es una planta nativa de América Central y del Sur 

(Delprete, 2009) que ha mostrado propiedades como filtro solar con alta eficacia fotoprotectora y 

actividad antigenotóxica frente a la radiación UVB (Fuentes et al., 2022). De acuerdo con la 

revisión bibliográfica, no existen reportes acerca de los efectos citotóxicos y genotóxico de esta 

especie. La especie relacionada P. acutifolia, tampoco mostró efecto tóxico; sí efectos analgésicos 

y antiinflamatorios (Sousa et al., 2007). En tal sentido, y basado en todos los hallazgos antes 

indicados, los extractos de las especies plantas A. satureioides y P. latifolia son los más seguros 

de todos los estudiados para usarlos como ingredientes activos de cosméticos. 

 

En estudios previos (Fuentes et al., 2021, 2022), se determinó la composición química de 

7 de los extractos de plantas aquí estudiados usando cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC/MS). Los compuestos mayoritarios (cantidad relativa ≥ 5%) en cada 

extracto, fueron los siguientes: trans-β-cariofileno (25,0 %), -muroleno (8,9 %), -cadineno (7,5 

%) y óxido de cariofileno (13,4 %) en A. satureioides; trans-β-cariofileno (8,1 %), óxido de 

cariofileno (5,3 %), sesquiterpenol C15H26O (11,6 %), escualeno (18,5 %) y -amirina (22,0 %) 

en C. pellia; p-cimeno (6,2 %), carvacrol (6,3 %), trans-β-cariofileno (10,9 %) y pinocembrina 

(54,9 %) en L. origanoides; ácido dicafeoilquínico (60,1 %), ácido clorogénico (13,7 %) y 

escopoletina (15,1 %) en I. horsfalliae; quercetina (32,3 %), kaempferol (29,1 %), kaempferol-3-

glucósido (13,1 %), kaempferol-ramnósido (12,7 %) y quercetina-3-ramnósido (9,8 %)   en  R. 

centifolia (rosada);  quercetina (38,1 %), kaempferol (15,3 %), kaempferol-3-glucósido (12,3 %), 

cianidina-3,5-glucósido (10,2 %), quercetina-3-ramnósido (9,6 % ), kaempferol-ramnósido (6,9 
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%) y quercetina-glucósido (5,1 %) en R. centifolia (roja) y; trans-resveratrol-diglucósido (49,9 %), 

cis-resveratrol- diglucósido (25,0 %), ecdisterona (11,4 %) y ácido clorogénico (6,2 %) en P. 

latifolia.  

 

Las actividades citotóxicas/genotóxicas observadas en este estudio podrían estar 

relacionadas con alguno de estos compuestos mayoritarios o pueden ser producto de un efecto 

sinérgico entre ellos en el extracto. Dependiendo del valor CC50 (Tabla 3), la citotoxicidad de los 

compuestos fue como sigue: curcumina (11 M) > resveratrol (91 M) > pinocembrina (144 M) 

> ácido dicafeoilquínico (147 M) > quercetina (222 M) > apigenina (226 M) > naringenina 

(272 M) > ácido clorogénico (273 M) > ácido cafeico (500 M) > kaempferol-3-glucósido (676 

M). Un compuesto, el trans-β-cariofileno, resultó citotóxico en todo el rango de concentraciones 

evaluadas (entre 918 – 14680 µM); es decir, destruyó las membranas de los fibroblastos humanos 

a todas esas concentraciones. Por el contrario, los compuestos escualeno y kaempferol mostraron 

valores de viabilidad celular superiores al 65% para todas las concentraciones estudiadas (Figura 

3). En estos dos casos, no se pudo calcular por interpolación el correspondiente valor CC50.  

 

Varios de los compuestos aquí estudiados han mostrado efectos citotóxicos en diferentes 

modelos celulares (Tabla 6).   
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Tabla 6.  

Reportes previos sobre la toxicidad de los compuestos fitoquímicos estudiados. 

Compuestos Plantas de origen 

en Colombia 

Efectos tóxicos descritos Tratamiento  Referencias 

Ácido cafeico Coffea arabica Citotóxico en líneas de 

carcinoma de hígado (HCC) de 

humano. 

500 μM Brautigan et 

al., 2018 

Ácido 

clorogénico 

Ipomoea 

horsfalliae 

Posoqueria 

latifolia 

Citotóxico en línea de cáncer 

de hígado (HepG2) humano. 

 

100 μM Granado-

Serrano et 

al., 2007 

Ácido 

dicafeoilquínico 

Ipomoea 

horsfalliae 

Efecto inhibitorio en líneas de 

cáncer de mamas (MCF-7, 

MDA-MB-231) y de próstata 

(DU-145) de humano. 

50 – 100 μM 

 

80 – 160 μM 

Lodise et al., 

2019              

Zhou et al., 

2020    

Apigenina Lippia origanoides Anticlastogénico en 42ancrea 

de hámster V79. 

Citotóxico en células de 

cáncer colorrectal, de mama, 

hígado, pulmón, melanoma, 

cáncer de próstata y 

osteosarcoma 

25-50 μg/mL 

 

Dependiendo 

de la línea 

celular de 10 

a 80 μM 

Siddique et 

al., 2010 

Yan et al., 

2017 

trans-β-

Cariofileno 

Achyrocline 

satureioides 

Chromolaena 

pellia 

Lippia origanoides 

Citotóxico en línea celular de 

leucemia (THP-1) humana y en 

línea celular de riñón (VERO) 

de mono verde africano. 

143.85 μg/mL 

12.93 μg/mL 

Leal et al., 

2013 

 

Curcumina Curcuma longa No mutagénico ni genotóxico 

en humanos, especialmente en 

administración oral. En 

cultivos en células normales, la 

proliferación y viabilidad 

pueden verse afectadas y 

reducidas. 

 

 

10 a 50 μM 

 

Soleimani et 

al., 2018 

Escualeno Chromolaena 

pellia 

 

No citotóxico en líneas de 

cáncer de mamas (MCF7, 

MDA-MB-231) y en control 

celular no canceroso 

(MCF10A) de humanos. 

5 a 40 μM Warleta et 

al., 2010  
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Kaempferol Rosa x centifolia 

(rosada) 

Rosa x centifolia 

(roja) 

 

Toxicidad baja en células 

cancerígenas de vejiga y 

próstata. 

Citotóxico en línea celular 

cancerosa PC-3. 

25 a 100 μM 

 

 

1.0–2.3 μM 

Crocetto et 

al., 2021  

Wu et al., 

2018 
 

Kaempferol-3-

glucósido 

Rosa x centifolia 

(rosada) 

Rosa x centifolia 

(roja) 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Citotóxico en células 

cancerígenas de leucemia (HL-

60), hepatocelular (HepG2, 

Huh-7 y H22) piel (HaCaT, 

A375P y SK-MEL-2) y células 

cancerosas de pulmón (A549 y 

H1299).  

No se 

especifica   

Riaz et al., 

2018 

Naringenina Lippia origanoides Citotóxico en líneas de cáncer 

de cerebro (U-118 MG), de 

hígado (HepG2), de mamas 

(MDA-MB-231, SKBR3), de 

piel (B16F10) y de próstata 

(PC3, LNCaP) de humano. 

211 µM 

100–200 µM 

250 µM 
25–100 µM 

5–50 µM 

Salehi et al., 

2019  

Pinocembrina Lippia origanoides Citotóxico en línea de cáncer 

de próstata (LNCaP) de 

humano. 

Superior a 

100 μM 

Chen et al., 

2013  

Quercetina Rosa x centifolia 

(rosada) 

Mutagénico en células 

bacterianas, levaduras, células 

de hámster y ratas.  

Genotoxicidad en células V79 

y células germinales en 

ratones. 

Superior a 

100 μM 

Superior a 25 

μM 

Engen et al., 

2015 

Gaspar et 

al., 1994 

Resveratrol Posoqueria 

latifolia  

Citotóxico en líneas de cancer 

leucémico linfoides y mieloides 

(linfocitos B, linfocitos T, 

BJAB, HL-60, AML, THP-1, 

U-937), de mamas (KPL-1, 

MCF-7, MCF-10F, MDA-MB-

231, MDA-MB-435, MDA-

MB-468, 4T1, T47D), de colon 

(Caco-2, col-2, F344, HCT116, 

SW480), de estómago (KATO-

III, RF-1, SNU-1), esófago 

(EC-9706), 43ancreas (DU145, 

LnCaP, PC-3), de piel (A375, 

A431, SK-mel28), de pulmón 

(BEP2D, A549), de hígado 

(Fao, HepG2, AH 109A), 

cervical (HeLa, PA-1, SiHa), 

muscular (Bic-1, HCE7, HL-

60, MCF-7, Seg-1, SW480) y 

de tiroides, cabeza o cuello 

(SCC-25, S-G, SH-SY5Y, 

PC12). 

No se 

especifica  

Aggarwal et 

al., 2004  
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Estos hallazgos, de conjunto con los resultados del presente estudio, indican que el ácido 

cafeico, ácido clorogénico, ácido dicafeoilquínico, trans-β-cariofileno, naringenina, 

pinocembrina, apigenina y el resveratrol, pueden ser citotóxicos en células humanas; en el caso 

del trans-β-cariofileno, también de otros mamíferos. En tal sentido, se recomienda ampliar sus 

estudios de toxicidad in vitro e in vivo, antes de que dicho extracto sea usado en formulaciones 

cosméticas. Según la revisión realizada, no existen o existen pocos reportes sobre toxicidad de los 

restantes compuestos estudiados (kaempferol, kaempferol-3-glucósido, curcumina, escualeno, 

quercetina), soportando la necesidad ampliar tales estudios de toxicidad.  

 

Las diferencias observadas en la citotoxicidad de extractos obtenidos por extracción de 

fluidos (CO2) supercríticos y aquellos obtenidos mediante extracción hidroalcohólica (etanol), se 

debe posiblemente a diferencias en la composición de tales extractos. Los extractos 

hidroalcohólicos favorecen la extracción de compuestos polares (Navarro et al., 2017); mientras 

que las extracciones de fluidos (CO2) supercrítico son mucho más complejas en su composición. 

En tal sentido, Fernández et al. (2022) observaron mayor citotoxicidad en el extracto obtenido de 

inflorescencias de Cannabis mediante extracción de fluido supercrítico, que el obtenido mediante 

extracción hidroalcohólica (etanol).  

 

Por su potencial utilidad como filtros solares (datos no mostrados), se evaluaron para su 

genotoxicidad seis de los doce compuestos previamente descritos. Los compuestos escualeno y 

kaempferol 3-glucosido resultaron no genotóxico en el rango de concentraciones evaluadas; 

mientras que la apigenina, el kaempferol y el resveratrol mostraron daño escaso (1 < GDI < 2) a 

concentraciones citotóxicas. No se encontró en la literatura revisada, reportes que evidencien 
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genotoxicidad en los compuestos antes indicados, reforzando la necesidad de nuevos estudios que 

soporten su inocuidad en humanos. Por el contrario, la quercetina mostró moderada genotoxicidad 

a la concentración más alta evaluada evidenciando, como en previos hallazgos (J. da Silva et al., 

2002; Engen et al., 2015; Gaspar et al., 1994), su marcado efecto genotóxico. 

   

Varios de los compuestos aquí estudiados para su citotoxicidad y genotoxicidad en células 

humanas humanos son conocidos por su alto potencial farmacológico y cosmético (ver Anexo 3). 

De acuerdo con nuestros hallazgos, los compuestos escualeno y kaempferol 3-glucosido son 

inocuos para los fibroblastos humanos; mientras que la apigenina, el kaempferol, la quercetina y 

el resveratrol también lo son dependiendo de su concentración. La baja citotoxicidad y 

genotoxicidad de estos compuestos indican la conveniencia de su uso en cosmética por su potencial 

como fotoprotector frente a la radiación solar.  

  

Al igual que en estudios anteriores (Albert et al., 2016; Ge et al., 2015; Gutzkow et al., 

2013; Sykora et al., 2018), este trabajo demostró la utilidad de la plataforma de microplacas de 96 

pocillos de alto rendimiento para pruebas de inocuidad de fitoquímicos (extractos y compuestos) 

en fibroblastos humanos incrementando la capacidad de escrutinio del ensayo Cometa en 40 veces. 

Adicionalmente, el trabajo aportó información valiosa y robusta sobre la citotoxicidad y 

genotoxicidad de extractos y compuestos vegetales en la línea celular de fibroblastos MRC5, de 

los cuales no se posee información previa en este modelo.  

 

Por último, aquí se reemplazó la lisis alcalina de las células por enzimática (con proteinasa 

K), ya que la lisis alcalina produjo altos niveles de roturas de ADN en células de fibroblastos no 
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tratadas como observaron previamente García Forero et al. (2019). Se ha demostrado que la 

proteinasa K también digiere proteínas asociadas a los núcleos (Merk et al., 2000; Singh, 2000), 

acción que facilita el desenrollamiento del ADN al igual que los tratamientos alcalinos. Nuestro 

trabajo demuestra que la lisis enzimática y la incubación alcalina previa a la electroforesis son 

suficientes para desenrollar el ADN como se mostró previamente en células bucales (Rojas et al., 

1996), queratinocitos (Decome et al., 2005) y espermatozoides (Baumgartner et al., 2009) 

humanos.  

 

6. Conclusiones 

 

El trabajo mostró que los extractos de P. eriopodon, C. moritzianus, P. sartorianum, S. 

aratocensis son citotóxicos en células de fibroblastos humanos. Los extractos de C. pellia, A. 

satureioides, I. horsfalliae, R. centifolia y L. origanoides mostraron diferentes grados de toxicidad 

(CC50) así: L. origanoides (89 g/mL) > A. satureioides (173 g/mL) > C. pellia (184 g/mL) > 

I. horsfalliae (398 g/mL) > R. centifolia rosada (492 g/mL) > R. centifolia roja (702 g/mL). El 

extracto de P. latifolia fue el único que resultó no citotóxico para los fibroblastos humanos en todo 

el rango de concentraciones estudiado.  

 

De todos los compuestos vegetales estudiados, el trans-β-cariofileno fue el único que 

resultó citotóxico para los fibroblastos en todo el rango de concentraciones estudiado. Los 

siguientes compuestos mostraron diferente grado de citotoxicidad (CC50) así: curcumina (11 M) 

> resveratrol (91 M) > pinocembrina (144 M) > ácido dicafeoilquínico (147 M) > quercetina 

(222 M) > apigenina (226 M) > naringenina (272 M) > ácido clorogénico (273 M) > ácido 
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cafeico (500 M) > kaempferol-3-glucósido (676 M). Los compuestos escualeno y kaempferol 

fueron los únicos que fueron inocuos para los fibroblastos en el rango de concentraciones 

evaluadas.  

 

Excepto por A. satureioides y P. latifolia, todos los extractos vegetales mostraron algún 

grado de genotoxicidad entre baja y moderada para el rango de concentración estudiada en cada 

caso. Los extractos de Ipomoea horsfalliae y R. centifolia mostraron genotoxicidad en los 

fibroblastos humanos a concentraciones no citotóxicas. Excepto por escualeno y kaempferol 3-

glucosido, todos los compuestos mostraron algún grado de genotoxicidad entre baja y moderada 

para el rango de concentración estudiada en cada caso; sin embargo, ningún compuesto estudiado 

resultó genotóxico a concentraciones no citotóxicas.  

 

El ensayo Cometa desarrollado en la plataforma CometChip® permitió una mejor 

tipificación del daño genético e incrementó en 40 veces la capacidad de escrutinio del ensayo, 

respecto al método tradicional desarrollado sobre láminas. El daño genético detectado en 

plataforma CometChip® mostró una correlación con la concentración del compuesto, superior a 

la observada con el método tradicional; indicando la conveniencia del uso de la plataforma 

CometChip® para este ensayo.  

 

El trabajo indicó la necesidad de establecer concentraciones seguras de los extractos y 

compuestos vegetales para su uso potencial en cosmética. Es decir, los extractos y compuestos de 

plantas deben usarse en concentraciones no citotóxicas (valores  CC30) y no genotóxicas (valores 

GDI   1). Adicionalmente, los datos de trabajo fueron obtenidos usando como modelo los 
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fibroblastos humanos. Por tanto, será necesario la evaluación de tales fitoquímicos en otros 

modelos de células de la piel (Ej: queratinocitos, melanocitos) antes que estos sean usados para 

fotoprotección en humanos. 
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9. APÉNDICES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apéndice  A.   

Citotoxicidad del filtro estándar (dióxido de titanio) y mutágeno de referencia (4NQO) enfibroblastos 

humanos (MRC5). Para su mejor comprensión, se delimitan tres zonas con base en el grado de 

citotoxicidad: Alta (rojo), media (amarilla) y baja (verde). 
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Apéndice  B.  

Curva de citotoxicidad frente a genotoxicidad en fibroblastos humanos (MRC5) 

del mutágeno estándar 4-nitro-quinolina-N-óxido. 
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Compuestos Origen Propiedad del compuesto Referencia 

trans-β-

Cariofileno 

Lippia 

origanoides 

Actividad antiparasitaria frente a la 

Leishmaniasis 

antimicrobiana, antioxidante, anestésica, 

antinflamatoria y potencial 

anticancerígeno 

Fernanda Neira et al., 

2014 Ghelardini et al., 

2001  

Silva et al., 2017  

Soares et al., 2013 

 Curcumina Curcuma 

longa 

Antiinflamatorio cutáneo y 

gastrointestinal. 

Actividad anticancerígena. 

Arablou & Kolahdouz-

Mohammadi, 2018 

Vollono et al., 2019  

 Pinocembrina Lippia 

origanoides 

Actividad antioxidante, antiinflamatoria 

antimicrobiana y anticancerígena. 

Alivia síntomas de psoriasis en ratones. 

Derseh et al., 2021  

Huang et al., 2022  

 

Resveratrol  Posoqueria 

latifolia 

Actividad antigenotóxica frente a 

radiación UV y propiedades 

quimiopreventivas del cáncer de piel. 

Actividad aclaradora y de 

antienvejecimiento. 

Baur & Sinclair, 2006 

Boo, 2019 Hu et al., 2015 

 

Ácido 

clorogénico 

Ipomoea 

horsfalliae 

Contribuye a producción de proteínas de 

matriz en células de piel. 

Lee et al., 2021 

Apigenina  Lippia 

origanoides 

Actividad antigenotoxica, 

antiinflamatoria y anticancerígena. 

Protege sobre el daño inducido por UV, 

vitíligo, dermatitis y envejecimiento.  

  

Ali et al., 2017  

Majma Sanaye et al., 2022 

Tong & C. Pelling, 2013 

Kaempferol Rosa x 

centifolia 

Actividad antioxidante en eritrocitos. 

Antiinflamatorio, antineoplásica, cardio 

y neuroprotectora. 

 

Crocetto et al., 2021  

Wu et al., 2018 

Kaempferol-

3-glucosido 

Rosa x 

centifolia 

Actividad antioxidante, antiinflamatoria, 

neuroprotectora, cardioprotectora, contra 

la obesidad, antiosteoporotica, 

anticancerígenas, antiulcerosas y 

antidiabéticas 

Rao et al., 2018 

 

Escualeno Chromolaen

a pellia 

 

Antioxidante, actividad antitumoral.  Allison, 1999 

Huang et al., 2009 

Kelly, 1999 

Kohno et al., 1995 

Murakoshi et al., 1992 

Narayan Bhilwade et al., 

2010 

 Apéndice  C.  

Propiedades terapéuticas y/o farmacológicas descritas para los compuestos fitoquímicos 

estudiados. 


