METODO IN VITRO PARA LA DIFERENCIACION DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES A LINAJE NEURONAL

CAMPO TECNICO

La presente invencidn pertenece al campo técnico de la medicina regenerativa,
particularmente a la diferenciacién neuronal de células madre mesenquimales
mediante un método in vitro basado en el uso del extracto de una planta y al

procedimiento para su obtencion.

ESTADO DE LA TECNICA

Las células madre mesenquimales son un tipo de células madre multipotentes que
pueden aislarse de varios tejidos y membranas adultas o fetales, como la grasa, la

médula dsea, la sangre del cordén umbilical, la pulpa dental, la placenta o el musculo.

Debido a su plasticidad, las células madre mesenquimales se consideran el tipo
celular mas importante para la medicina regenerativa, y son las més estudiadas en los
ensayos preclinicos y clinicos. Una importante aplicacién biomédica se basa en su
diferenciacion neuronal, ya que estas células diferenciadas pueden ser usadas en el

tratamiento de enfermedades neuronales.

En el estado de la técnica se encuentran descritos diferentes métodos para inducir la
diferenciacion neuronal de células madre mesenquimales. Algunos de los principales
métodos tradicionales se basan en el uso de medios suplementados con compuestos
quimicos que han sido cuestionados por sus posibles efectos toxicos, y generacidn
de estrés celular. Otras metodologias emplean factores neurotréficos o de
crecimiento, que presentan inconvenientes asociados a un incremento del costo del

procedimiento.

Por ejemplo, WO2009066817A1 divulga un método para inducir la diferenciacién de
células madre mesenquimales derivadas de médula ésea en neuronas maduras y

motoneuronas mediante su cultivo en un medio 6ptimo suplementado con



composiciones necesarias, como B-mercaptoetanol, acido retinoico, forskolina, o

factores de crecimiento.

WO2002086108A1 describe un método para diferenciar células madre
mesenquimales de médula ésea en células neurales que comprende cultivar las
células madre mesenquimales en un medio que contiene el factor de crecimiento
epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés), factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF, por sus siglas en inglés) y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus

siglas en inglés).

Una estrategia distinta para la diferenciacion neuronal in vitro de células madre
mesenquimales se basa en el uso de extractos naturales que disminuyen los costosy

la toxicidad de este tipo de métodos.

En el trabajo de Si, Yin-Chu y colaboradores, se divulgan hierbas medicinales chinas
que promueven la diferenciacidon neuronal de células madre mesenquimales, como
Salvia miltorrhiza, Astragalus, Ginsenoside Rg1, P. notoginseng saponins, Musk

polypeptide, Muscone y Ginkgolide B (Si, Yin-Chu et al., 2014, Chin Med., 9(1): 13).

W0O2010143063A1 divulga compuestos, extractos y fracciones activas de la planta
Geum japonicum (OEGJ) y métodos para prevenir o tratar enfermedades o
afecciones cerebrales, y en particular describe que una fraccion activa obtenida de
extracto de esta planta, puede inducir in vitro la diferenciacién neuronal de células

madre mesenquimales.

En el trabajo de Hu L. et al. (Hu L. et al., 2011, J Ethnopharmacol., 136(2):334-40), se
describe un método in vitro para la diferenciacion neuronal de células madre
mesenquimales que comprende el cultivo de las mismas en un medio de induccién
que incluye un extracto de la especie Salvia miltorrhiza, si bien también incluye
factores de crecimiento que también contribuyen a inducir la diferenciacién neuronal,

pero que suponen un mayor costo asociado.

Debido a que la diferenciacion neuronal de células madre mesenquimales tiene un

alto interés biomédico, es necesario disponer de métodos in vitro alternativos a los
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ya existentes de diferenciacion de células madre mesenquimales a células neuronales

con bajo coste y toxicidad asociados.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método in vitro para diferenciar células madre
mesenquimales a células neuronales mediante el cultivo células madre
mesenquimales en un medio de cultivo que comprende un extracto de la planta

Salvia scutellarioides.

Ademas, la invencion se refiere al extracto de la planta Salvia scutellarioides, y a un

método para su obtencién que comprende:

(a) Poner en contacto material vegetal de Salvia scutellarioides con un
disolvente alcohdlico,

(b) Filtrar la disolucién de la etapa (a) y eliminar el disolvente alcohdlico, y

(c) Redisolver los sélidos remanentes de la mezcla obtenida en la etapa (b) en

un disolvente organico.

La diferenciacién in vitro de células madre mesenquimales a células neuronales
mediante el extracto de la planta Salvia scutellarioides representa una alternativa a
otras estrategias y aproximaciones conocidas en el estado de la técnica, teniendo un

bajo coste y evitando la toxicidad asociada.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas. Para los expertos en la
materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se desprenderan en

parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencidn.

Las siguientes figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que
sean limitativas de la presente invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS



La presente invencion se entiende de una forma mas clara a partir de las siguientes
figuras. Las figuras presentadas no pretenden limitar el alcance de la invencidn, el

cual estd Unicamente determinado por las reivindicaciones adjuntas, en donde:

Figura 1. Resumen de la metodologia general utilizada para evaluar el efecto de
Salvia scutellarioides (SS) sobre la diferenciacion de células madre mesenquimales

(CMM).

Figura 2. Disefio experimental del aislamiento, mantenimiento y diferenciacién de
células madre mesenquimales CMM aisladas de médula ésea de ratén incluyendo

tiempo y pasajes. SS: Salvia scutellarioides.

Figura 3. Reconocimiento de esteroides y/o triterpenoides en las partes de Salvia

scutellarioides. [A] Hoja, [B] Tallo y [C] Raiz

Figura 4. Reconocimiento de saponinas en los extractos de Salvia scutellarioides. [A]

Hoja, [B] Tallo y [C] Raiz.

Figura 5. Reconocimiento de fenoles en los extractos de Salvia scutellarioides. [A]

Hoja, [B] Tallo y [C] Raiz.

Figura 6. Reconocimiento de antocianinas en los extractos de Salvia scutellarioides.
[A] Hoja en pH acido, [B] Hoja en pH basico, [C] Tallo en pH éacido, [D] Tallo en pH
béasico, [E] Raiz en pH acido y [F] Raiz en pH baésico.

Figura 7. Reconocimiento de cumarinas en los extractos de Salvia scutellarioides. [A]

Hoja, [B] Tallo y [C] Raiz.

Figura 8. Inmunofluorescencia de células sin tratar (Control) y tratadas con extracto
de la especie de planta Salvia scutellarioides (SS). Imdgenes magnificadas a 20X de
células inmunomarcadas con Blll-Tubulina (Verde) y NeuN (Rojo), y tefiidas con DAPI

(Azul).



Figura 9. Inmunofluorescencia de células sin tratar (control) y tratadas con extracto
de la especie de planta Salvia scutellarioides (SS). La inmunofluorescencia de las
células tratadas con extracto de SS se analiza segun la parte de la planta de la que
procede el extracto (P1 (Hoja), P2 (Tallo) o P3 (Raiz)), y la concentracién del extracto
(C1(1 ug/ml), C2(5 pg/ml) o C3 (10 pg/ml)). Imédgenes magnificadas a 20X de células
inmunomarcadas con Blll-Tubulina (Verde) y NeuN (Rojo), y tefiidas con DAPI (Azul).
P1C1: 1 ng/mL de Hoja; P1C2: 5 ng/mL de Hoja; P1C3: 10 ug/mL de Hoja; P2C1: 1
pg/mL de Tallo; P2C2: 5 ng/mL de Tallo; P2C3: 10 ung/mL de Tallo; P3C1: 1 ng/mL de
Raiz; P3C2: 5 ug/mL de Raiz; P3C3: 10 ug/mL de Raiz.

Figura 10. Morfologia de las células (A) tratadas y (B) no tratadas con el extracto de

Salvia scutellarioides durante 7 dias. Imédgenes magnificadas a 10X.

Figura 11. Morfologia de células tratadas y no tratadas (Control) con los extractos de
Salvia scutellarioides. Imdgenes magnificadas a 20X de células inmunomarcadas con

Blll-Tubulina (Verde) y NeuN (Rojo), y tefiidas con DAPI (Azul).

Figura 12. Morfologia de las células del grupo control y de las tratadas con P1C1y
P1C2. Imégenes magnificadas a 20X de células inmunomarcadas con Blll-Tubulina

(Verde) y NeuN (Rojo), y tehidas con DAPI (Azul). P: Parte de la planta; C:
Concentracién del extracto. P1C1: 1 ug/mL de Hoja; P1C2: 5 ng/mL de Hoja.

Figura 13. Perimetro celular de células tratadas y no tratadas (control) con los
extractos de Salvia scutellarioides. Los datos son expresados como la media = error
estandar.**** = Valor p: < 0.0001, *** = Valor p: 0.0001 a 0.001, ** = Valor p: 0.001 a
0.01, * = Valor p: 0.01 2 0.05 y ns = Valor p: = 0.05. P1C1: 1 ug/mL de Hoja; P1C2: 5
pg/mL de Hoja; P2C2: 5 ng/mL de Tallo; P3C1: 1 ug/mL de Raiz; P3C2: 5 ung/mL de
Raiz; P3C3: 10 pg/mL de Raiz.

Figura 14. Area celular de células tratadas y no tratadas (control) con los extractos de
Salvia scutellarioides. Los datos son expresados como la media * error estandar.

****% = Valor p: < 0.0001, *** = Valor p: 0.0001 a 0.001, ** = Valor p: 0.001 a 0.01, * =
Valor p: 0.01 a 0.05y ns = Valor p: 2 0.05. P1C1: 1 ng/mL de Hoja; P1C2: 5 ng/mL de



Hoja; P2C2: 5 png/mL de Tallo; P3C1: 1 ug/mL de Raiz; P3C2: 5 ng/mL de Raiz; P3C3:
10 pg/mL de Raiz.

Figura 15. Numero de neuritas contadas en las células tratadas y control con los
extractos de Salvia scutellarioides. Los datos son expresados como la media * error
estadndar. **** = Valor p: < 0.0001, *** = Valor p: 0.0001 a 0.001, ** = Valor p: 0.001 a
0.01, * = Valor p: 0.01 2 0.05 y ns = Valor p: = 0.05. P1C1: 1 ug/mL de Hoja; P1C2: 5
pg/mL de Hoja; P2C1: 1 pg/mL de Tallo; P2C2: 5 ng/mL de Tallo; P3C1: 1 ng/mL de
Raiz; P3C2: 5 ng/mL de Raiz; P3C3: 10 pg/mL de Raiz.

Figura 16. Longitud neuritica en las células tratadas y control con los extractos de
Salvia scutellarioides. Los datos son expresados como la media * error estandar.
****% = Valor p: <0.0001, *** = Valor p: 0.0001 a 0.001, ** = Valor p: 0.001 a 0.01, * =
Valor p: 0.01 a 0.05y ns = Valor p: 2 0.05. P1C1: 1 ng/mL de Hoja; P1C2: 5 pg/mL de
Hoja; P2C2: 5 ng/mL de Tallo; P3C1: 1 pg/mL de Raiz; P3C2: 5 ug/mL de Raiz; P3C3:
10 pg/mL de Raiz.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A continuacion, se definira la presente invencién y la mejor forma de llevar a cabo la
misma, donde se incluyen las mejores modalidades o realizaciones de la misma, las

cuales se deben entender de la forma més amplia posible sin limitaciones.

La presente invencién estad dirigida a un método in vitro para diferenciar células
madre mesenquimales, preferiblemente aislada de un sujeto, a células neuronales
mediante su cultivo en un medio que comprende un extracto de la planta Salvia

scutellarioides.

Para ello, los inventores han obtenido un extracto de planta de la especie Salvia
scutellarioides mediante un método basado en el uso de disolventes orgénicos. Los
inventores demostraron que el extracto de Salvia scutellarioides fue capaz de inducir

in vitro la diferenciacién de células madre mesenquimales a células neuronales.



Un primer aspecto de la presente invencién se refiere a un método de obtencién de
un extracto de planta de la especie Salvia scutellarioides, de aqui en adelante “el
método de obtencién del extracto de la invencidn”, que comprende las siguientes

etapas:

(a) Poner en contacto material vegetal de Salvia scutellarioides con un
disolvente alcohdlico,

(b) Filtrar la disolucidn de la etapa (a) y eliminar el disolvente alcohdlico, y

(c) Redisolver los sélidos remanentes de la mezcla obtenida en la etapa (b) en

un disolvente organico.

El término "extracto”, tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
sustancia, producto, compuesto, residuo, obtenido a partir de una biomasa vegetal
o material vegetal. Particularmente, el extracto de la presente invencién es obtenido

a partir de biomasa vegetal o material vegetal de la planta Salvia scutellarioides.

Salvia scutellarioides es una especie de planta rastrera, perteneciente a la familia
Lamiaceae y al género Salvia, que se distribuye en areas geograficas como la region

andina de Colombia, Ecuador, y norte de Perd.

El término “disolvente alcohdlico”, tal y como se utiliza aqui, se refiere a un compuesto
organico capaz de disolver o dispersar otras sustancias que incluye, al menos, un
grupo hidroxilo. Ejemplos de disolventes alcohdlicos incluyen, sin limitar a, etanol,
metanol, propanol, butanol, isobutanol, isopropil alcohol, pentanol, o propanodiol,

En una realizacién preferida, el disolvente alcohdlico de la etapa (a) se selecciona de
una lista que consiste en: etanol, metanol, propanol, butanol, isobutanol, isopropil
alcohol, pentanol, propanodiol, y cualquier combinacién de ellos. Preferiblemente,

el disolvente alcohdlico es etanol, mas preferiblemente etanol al 99,9%.

El término “disolvente orgénico”, tal y como se utiliza aqui, se refiere a un compuesto
orgédnico o compuesto quimico que tiene una estructura molecular basada en
carbono, o que contiene carbono en su estructura molecular, y que es capaz de
disolver o dispersar otras sustancias. Como sabe un experto en la materia, hay
diferentes clases de disolventes organicos, que incluyen, sin limitar a, alcoholes,
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glicoles, ésteres, éteres, cetonas, hidrocarbonos alifaticos e hidrocarbonos

aromaticos.

En una realizacion preferida del método de obtencién del extracto de la invencién, el
disolvente orgénico de la etapa (c) es dimetilsulféxido (DMSQ). Preferiblemente, el
DMSO tiene una concentracion final en la disolucion obtenida en la etapa (c) inferior

o igual al 0,2%.

Como entiende un experto en la materia, el tiempo o la duracion de la etapa (a) del
método de obtencion del extracto de la invencidn, en la que se pone en contacto el
material vegetal de Salvia scutellarioides con un disolvente alcohdlico, puede
depender de las condiciones experimentales en las que se lleva a cabo dicha etapa,
por ejemplo, el disolvente alcohdlico empleado o la concentracién del mismo. Asi,
en otra realizacion preferida del método de obtencién del extracto de la invencion,

la etapa (a) se lleva a cabo durante 4 a 12 dias, preferiblemente 8 dias.

En el método de obtencién del extracto de la invencidn, el extracto de Salvia
scutellarioides se obtiene a partir de una biomasa vegetal o material vegetal. Como
es conocido para un experto en la materia, el extracto de una biomasa vegetal o
material vegetal puede obtenerse de cualquiera de las diferentes partes que
comprende una planta de Salvia scutellarioides. Ejemplos de partes de Salvia

scutellarioides incluyen, sin limitar a hoja, tallo y raiz, rizoides, esporas y esporangio.

Asi, en otra realizacién preferida, el material vegetal se selecciona entre hoja, tallo,
raiz, rizoides, esporas y esporangio, y cualquier combinacién de los mismos,

preferiblemente hoja, tallo o raiz.

Como es sabido por un experto en la materia, es practica de rutina someter al material
vegetal a tratamientos de procesamiento previos a la etapa (a) del método de
obtencién del extracto de la invencidon, que pueden incluir, sin limitar a, la trituracion,
la molienday la rotura mecénica.

Ademads, puede ser necesaria una etapa de secado del material vegetal previa a la
etapa (a) del método de obtencién del extracto de la invencién. Asi, otra realizaciéon

preferida comprende una etapa adicional previa a la etapa (a), que comprende:
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(') Secar el material vegetal de la planta Salvia scutellarioides a una
temperatura entre 40 °C y 60 °C, preferiblemente 50°C, durante 30 min a 90

min, preferiblemente 60 min.

En la etapa (b) del método de obtencién del extracto de la invencién, la disolucion
obtenida en la etapa (a) es filtrada, y se elimina el disolvente. Tal y como entiende un
experto en la materia, el disolvente puede eliminarse mediante técnicas y/o equipos
conocidos en el estado de la técnica, que incluyen, sin limitar a, un evaporador

rotativo.

Otra realizacion particular del método de obtencion del extracto de la invencidn,
comprende una etapa adicional (d), que comprende diluir la disolucién de la etapa

(c) en agua desionizada.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un extracto alcohdlico, preferiblemente
etandlico, de la planta Salvia scutellarioides, de aqui en adelante, el “extracto de
Salvia scutellarioides” o “extracto de la invencién”. Mediante el método de obtencidn
del extracto de la invencidn, se obtiene un extracto de una planta de la especie Salvia
scutellarioides.. Asi, en una realizacion preferida de la invencidn este es obtenido por

el método de obtencidn del extracto de la invencidn.

En una realizacién preferida, el extracto de la invencién preferiblemente comprende
fenoles, taninos, antocianinas y cumarinas. En otra realizacion preferida, el extracto
de la invencion ademés comprende saponinas, esteroides y/o triterpenoides cuando

el material vegetal de donde procede el extracto es hoja o tallo.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un medio de cultivo celular, preferiblemente
para la diferenciacién de células madre mesenquimales a células de linaje neuronal,

que comprende el extracto de la invencidn.

El extracto de Salvia scutellarioides es capaz de inducir in vitro la diferenciacién de
células madre mesenquimales a células neuronales. La diferenciacidn in vitro de
células madre mesenquimales a células neuronales mediante extracto de Salvia

scutellarioides representa una alternativa a otras estrategias y aproximaciones
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conocidas en el estado de la técnica, con un bajo coste y evitando la toxicidad

asociada.

Asi, otro aspecto de la presente invencién se refiere a un método in vitro para
diferenciar células madre mesenquimales a células neuronales que comprende
cultivar las células madre mesenquimales, preferiblemente aisladas de un sujeto, en
un medio de cultivo que comprende el extracto de la planta Salvia scutellarioides, de
aqui en adelante el “"método de diferenciacién neuronal de la invencién”.
Preferiblemente, el extracto de la planta Salvia scutellarioides es el extracto de la

invencion.

El término “células madre mesenquimales” se refiere a células madre adultas
multipotentes que pueden autorrenovarse dividiéndose y diferenciarse en diferentes

tipos de células especializadas del organismo.

Como entiende un experto en la materia, las células madre mesequimales estan
presentes en multiples tejidos, que incluyen sin limitar a cordén umbilical, médula

Osea y tejido graso.

Las células madre mesenquimales a la que se refiere la presente invencion pueden
proceder de cualquier tejido del organismo en el que haya células de este tipo. En
una realizacién preferida del método de diferenciacion neuronal de la invencién, las

células madre mesenquimales proceden de médula dsea.

El término “in vitro”, tal como se usa en la presente invencidn, se refiere al método o
uso del extracto de Salvia scutellarioides en una muestra bioldgica aislada del sujeto

o en células aisladas que se encuentran fuera del cuerpo humano o animal (ex vivo).

En la presente invencidn, el término “sujeto”, en relacidn a la procedencia de las
células madre mesenquimales, tal como se utiliza en la presente invencién, hace
referencia a cualquier animal, preferiblemente un mamifero, e incluye, pero no se
limita a, roedores (Rodentia) y humanos. Asi, en una realizacion preferida, el sujeto es
un roedor, preferiblemente un ratén o una rata. En otra realizacién preferida, el sujeto

es un ser humano.
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El término “cultivar”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al proceso
que comprende el cultivo de una parte del organismo, en la presente invencion
células madre mesenquimales, fuera de su entorno natural en condiciones

particulares.

Tal y como se ha descrito previamente en el presente documento, la biomasa o
material vegetal a partir de la que se obtiene el extracto de la invencidn incluye
diferentes partes de planta de Salvia scutellarioides. En una realizacion preferida del
método de diferenciaciédn neuronal de la invencién, el extracto de Salvia
scutellarioides procede de una parte de la planta que se selecciona de hoja, tallo, raiz,
rizoides, esporas, esporangio, y cualquier combinacion de los mismos,

preferiblemente el extracto de Salvia scutellarioides es de hoja, tallo o raiz.

En una realizacion preferida, el método de diferenciacion neuronal de la invencién
comprende cultivar las células madre mesenquimales en el medio de cultivo que

comprende el extracto de Salvia scutellarioides durante 1 a 15 dias.

En otra realizacion preferida, la célula madre mesenquimal se cultiva en el medio que
comprende el extracto de Salvia scutellarioides durante 4 a 12 dias, preferiblemente

5 a 9 dias, mas preferiblemente 7 dias.

En otra realizacion preferida, el medio que comprende el extracto de la planta Salvia

scutellarioides o medio de diferenciacion se reemplaza cada 3 dias.

En el presente documento, las frases “medio que comprende el extracto de Salvia
scutellarioides” o "medio de diferenciacidn”, se usan indistintamente para referirse al
medio de cultivo en el que las células madre mesenquimales se diferencian a células

neuronales.

Ademas de extracto de Salvia scutellarioides, que induce la diferenciaciéon neuronal
de las células madre mesenquimales, el medio de diferenciacién puede comprender
un medio basal, y/o suplementos y compuestos necesarios para el mantenimiento y

crecimiento de las células en cultivo.
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Asi, en una realizacién particular, el medio de diferenciacion o medio que comprende
el extracto de Salvia scutellarioides, puede ademéas comprender medio DMEM/F12

(Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12)y B27.

En otra realizacién particular, el medio de diferenciacién comprende ademés suero

fetal bovino (SFB), preferiblemente al 15%.

Como entiende un experto en la materia, variaciones en la concentracién del extracto
de la planta, en la presente invencion extracto de Salvia scutellarioides, afectan a la
diferenciacion celular. Asi, en una realizacién preferida del método de diferenciacion
neuronal de la invencidn, la concentracién del extracto de la planta de Salvia

scutellarioides es entre 1y 10 ug/mL.

En una realizacién més preferida, la concentracién del extracto de la planta Salvia
scutellarioides se selecciona de la lista que consiste en 1 ug/mL, 2 ug/mL, 3 pg/mL, 4

pg/mL, 5 pg/mL, 6 pg/mlL, 7 pg/mL, 8 ug/mL, 9 pg/mLy 10 pg/mL.

En otra realizacién aiin mas preferida, la concentracion del extracto de la planta Salvia

scutellarioides es entre 3y 7 ug/mL, preferiblemente 5 ug/mL.

Como entiende un experto en la materia, el método de diferenciacion neuronal de la
invencién puede comprender etapas previas y/o posteriores de preparacién y/o de
mantenimiento o almacenaje de las células madre mesenquimales, que comprendan,

sin limitar a, su cultivo en un medio de mantenimiento celular.

Asi, en una realizacion preferida, el método de diferenciacién neuronal de la
invencién, ademas comprende una etapa previa en donde la célula madre

mesenquimal se cultiva en un medio de mantenimiento celular.

“Medio de mantenimiento celular”, tal y como se utiliza en la presente invencion, se
refiere a un medio basal para apoyar el crecimiento y el mantenimiento de células en

cultivo, por ejemplo, sin limitar a, medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco
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(DMEM, por sus siglas en inglés). Asi, en una realizacién preferida, el medio de

mantenimiento celular es DMEM, preferiblemente DMEM bajo en glucosa.

Como entiende un experto en la materia, el medio de mantenimiento celular puede
comprender suplementos y compuestos necesarios para el mantenimiento y

crecimiento de las células en cultivo.

Asi, en una realizacién preferida, el medio de mantenimiento celular comprende SFB,

preferiblemente al 15%.

En otra realizacidn preferida del método de diferenciaciéon neuronal de la invencidn,
el medio de mantenimiento celular comprende al menos un antibidtico,
preferiblemente al 1%. En una realizacion preferida, el antibidtico es penicilina,

estreptomicina y/o anfotericina.

En otra realizacion preferida, el medio de mantenimiento celular comprende L-

glutamina.

En otra realizacién ain mas preferida, el medio de mantenimiento celular comprende
al menos un antibidtico, preferiblemente al 1%, y/o L-glutamina, preferiblemente al

0,5%.

En otra realizacién preferida, el medio de mantenimiento celular comprende SFB,
preferiblemente al 15%, al menos un antibiético, preferiblemente al 1%, y L-

glutamina, preferiblemente al 0,5%.

En otra realizacion preferida, el medio de mantenimiento celular se reemplaza cada

3 dias.

En el método de diferenciacidén neuronal de la invencién, el extracto de la planta
Salvia scutellarioides induce la diferenciacién in vitro de las células madre
mesenquimales a células neuronales. Ejemplos de células neuronales incluyen, sin

limitar a, neuronas inmaduras, interneuronas o motoneuronas.
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Como entiende un experto en la materia, puede emplearse como criterio para
comprobar que las célula tratadas con el medio de diferenciaciéon presentan
caracteristicas neuronales la determinacién de cambios en la morfologia celular
como la presencia de neuritas, tamafo y nimero de neuritas, o cambios en el area
y/o perimetro celular, y/o la presencia de marcadores neuronales que pueden
evaluarse mediante técnicas de visualizacion que incluyen, sin limitar a,

inmunofluorescencia o inmunohistoquimica.

El término "marcador neuronal”, tal como se utiliza en el presente documento, se
refiere a moléculas intracelulares y de la superficie celular presentes en células
neuronales, que pueden utilizarse para la identificacion y caracterizacidon de las

mismas.

Asi, en una realizacién preferida, las células neuronales diferenciadas a partir de las
células madre mesenquimales comprenden la presencia de uno o més marcadores
neuronales. Preferiblemente, comprenden la presencia de, al menos, dos

marcadores neuronales.

En una realizacién preferida, los marcadores neuronales se seleccionan de la lista que
consiste en: NeuN (Neuronal Nuclei), B3-tubulina, calbindina D, doblecortina, enolasa
especifica de neurona, MAP-2 (por sus siglas en inglés), NeuroD1, neurofilamento-H
(NF-H), neurofilamento-L (NF-L), neurofilamento-M (NF-M), proteina de densidad
postsindptica-93 o PSD-93, proteina de densidad postsindptica-95 o PSD-95, y

cualquier combinacién de ellos.

En otra realizacidén ain maés preferida, los marcadores neuronales son B3-tubulina y

NeuN.

Tal como se ha descrito en los parrafos anteriores, el extracto de la planta Salvia
scutellarioides permite la diferenciacion in vitro de células madre mesenquimales a
células neuronales, representando una alternativa a otras estrategias y
aproximaciones conocidas en el estado de la técnica, ya que tiene un bajo coste y

evita toxicidad asociada.
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Asi, otro aspecto de la invencidn se refiere al uso in vitro de un extracto de Salvia
scutellarioides, preferiblemente del extracto de la invencion, para diferenciar células

|ll

madre mesenquimales a neuronales, de aqui en adelante el “uso de la invencién”.

Los términos “extracto”, “in vitro"” y “célula madre mesenquimal” han sido definidos 'y
explicados anteriormente, y dichas definiciones y las realizaciones preferidas de los

mismos son aplicables para el uso de la invencién.

Asi, en una realizacion preferida del uso de la invencién, el extracto de la planta Salvia

scutellarioides es de hoja, tallo o raiz.

En otra realizacion preferida del uso de la invencidn, la concentracién del extracto de
la planta Salvia scutellarioides se selecciona de la lista que consiste en 1 pg/mL, 2
pg/mL, 3 pyg/mlL, 4 ug/mL, 5 pg/mL, 6 pg/mL, 7 pg/mL, 8 pg/mlL, 9 ug/mLy 10 pg/mL.
En otra realizacidon ain mas preferida, la concentracién del extracto de la planta Salvia

scutellarioides es entre 3y 7 ug/mL, preferiblemente 5 pg/mL.

En otra realizacion preferida del uso de la invencién, las células madre

mesenquimales proceden de médula dsea.

En una realizacion preferida del uso de la invencion, las células madre
mesenquimales estan aisladas de un sujeto. Tal como se ha definido previamente, el
término “sujeto” hace referencia a cualquier animal, preferiblemente un mamifero e
incluye, pero no se limita a, roedores (Rodentia) y humanos. Asi, en una realizacion
preferida, el sujeto es un roedor, preferiblemente un ratén o una rata. En otra

realizacién preferida, el sujeto es un ser humano.

EJEMPLOS:

A continuacién, se ilustrard la invencidon mediante ensayos realizados por los

inventores, que ponen de manifiesto la efectividad de la invencion.

1. MATERIALES Y METODOS
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La metodologia utilizada para evaluar el efecto de Salvia scutellarioides (SS) sobre la
diferenciacion neuronal de células madre mesenquimales (CMM) se resume en la

Figura 1.

1.1. Colecta de Salvia scutellarioides

Las muestras de la especie Salvia scutellarioides se colectaron en el corregimiento de
Juntas, en el departamento del Tolima a 1800 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.).
Un ejemplar fue depositado en el Herbario Toli de la Universidad del Tolima, donde

se confirmé el nombre de la especie.

1.2. Preparacion del extracto de la planta Salvia scutellarioides

El material colectado se secé a temperatura ambiente durante 8 dias y se limpid de
arenay otros residuos. Posteriormente, las muestras se separaron en hoja, tallo y raiz,

y se secaron en un horno a 50°C durante 1 hora.

El material seco se introdujo en botellas @mbar con etanol al 99,9%, teniendo en
cuenta que cada parte de la planta iba en una botella diferente. 8 dias después, cada
mezcla se filtré y concentré utilizando un evaporador rotativo (Heidolph) acoplado a
una bomba (PC 3001 VARIOpro) para finalmente almacenarse en botellas ambar de
menor volumen. Una vez separado el etanol del extracto, las muestras se conservaron

a 4°C hasta el momento de su uso.

Al momento de su uso, cada extracto se disolvi6 en DMSO vy para alcanzar una
concentracion menor o igual a 0,2% de DMSO, concentracién en la que este
compuesto es inocuo para las células, la mezcla se diluyé en agua desionizada para

su posterior adicién en el medio de diferenciacién.

1.3. Estudio cualitativo de los compuestos presentes en Salvia scutellarioides

Se llevd a cabo un estudio cualitativo de los compuestos presentes en Salvia

scutellarioides.
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1.3.1 Reconocimiento de alcaloides: se tomaron 5 g del material vegetal fresco que
fueron triturados en trozos de pequefio tamafio. Luego, se adicioné cido clorhidrico
(5%) hasta que se cubrié la muestra, se calentd al bafio Maria durante 10 minutos y se
filtrd. Posteriormente, en dos tubos de ensayo se colocé 0,5 mL del filtrado anteriory
se agregd a uno de los dos tubos 2 gotas de reactivo de Dragendorffy al otro, 2 gotas
del reactivo de Mayer para observar presencia de turbidez o precipitado en los tubos

y considerar positiva la prueba de estos compuestos en la muestra.

1.3.2 Reconocimiento de esteroides y/o triterpenoides: se tomd una pequefa
cantidad de material vegetal seco y molido, al cual se le adiciond diclorometano hasta
cubrir la muestra y posteriormente se filtré sobre sulfato de sodio anhidro. Luego, en
un tubo de ensayo se agregd 1 mL del filtrado y por la pared del tubo se adiciond 1
mL de anhidrido acético y 2 gotas de acido sulfdrico concentrado para observar la
coloracién, la cual debe ser verde, azul, rojo o violeta para que esta prueba se

considere positiva.

1.3.3. Reconocimiento de saponinas: se adicioné agua hasta cubrir 5 g del material
vegetal macerado y se filtré. Del filtrado se pasaron 4 mL a un tubo de ensayo y se
agitd vigorosamente durante 1 minuto para observar si habia presencia de espumay

si esta permanecia durante 5 minutos.

1.3.4. Reconocimiento de compuestos fenélicos: se calenté al bafio Maria 5g del
material vegetal macerado cubierto de agua y se filtré. Se pasé 1 ml del filtrado a un
tubo de ensayo y se adicioné 2 gotas de solucién de tricloruro férrico (FeCls) (1%)

para observar la coloracién, verde, azul o negra.

1.3.5. Reconocimiento de taninos: se calenté al bano Maria 5 g del material vegetal
macerado cubierto de agua y se filtré. En un tubo de ensayo se tomé 1 mL del filtrado
y se le agregaron unas gotas de la solucién de gelatina-sal para observar particulas

en suspensién o precipitado.

1.3.6. Reconocimiento de flavonoides: se adiciond etanol hasta cubrir 10 g de
material vegetal y se calenté al bafio Maria durante 5 minutos, se dejé enfriar para

realizar el filtrado. Posteriormente, se realizé el Ensayo de Shinona adicionando 1 mL
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del filtrado etandlico a un tubo de ensayo, al cual se le adicionaron varias limaduras
de magnesio y por la pared de este, se dejé caer acido clorhidrico (37%) para

observar la reaccién que genera coloracién naranja, rojo, violeta o rosado.

1.3.7. Reconocimiento de leucoantocianidinas: se adicioné etanol hasta cubrir 10
g de material vegetal y se calenté al bafio Maria durante 5 minutos, se dejé enfriar
para realizar el filtrado. Se tomé 2 mL del filtrado en un tubo de ensayo y se adicioné
1 mL de acido clorhidrico (37%); luego, se calenté durante 15 minutos para observar

la coloracién, que se esperaba fuera roja.

1.3.8. Reconocimiento de quinonas: se adicioné 20 mL de etanol (95%) sobre 0,5
g de material vegetal en polvo y se calenté al bafio Maria durante 5 minutos hasta
ebullicion y se filtré en caliente. Luego, se tomaron 5 mL del filtrado y se le agregaron
3 mL de acido sulfirico (H2SO,) (10%). Esta mezcla se calentd al bafio Maria hasta
ebulliciéon, y después se dejé enfriar la muestra. Posteriormente, se adicioné 5 mL de
tolueno al extracto previamente hidrolizado y se agité suavemente utilizando la
cabina de extraccion. Finalmente, se tomaron 2 mL de la fase orgéanica en un segundo
tubo de ensayo y se le adicioné 1 mL de la solucién de hidréxido de sodio (5%) en
amoniaco (2%) para observar la coloracion rojo cereza en la fase acuosa formada

durante la reaccidn.

1.3.9. Reconocimiento de antocianinas: se agregaron 200 mL de agua sobre 100
g de muestra fresca desmenuzada, se calentd a ebullicion durante 5 minutos y se
filtro. Posteriormente, se adiciond 2 mL del filtrado en un tubo de ensayo y se afadié
1 mL de NaOH diluido para luego observar la coloracién formada. En otro tubo de
ensayo se adicioné 2 mL del filtrado, al cual se le agregd 6 gotas de HCI (10%) y se
observé la coloracién, teniendo en cuenta que las antocianinas se caracterizan por

presentar diferentes coloraciones en distintos pHs.

1.3.10. Reconocimiento de cumarinas: en un tubo de ensayo grande se tomé 1 g
de material vegetal macerado y se agregd etanol comercial hasta cubrir la muestra.
Con un trozo de papel filtro se cubrié la boca del tubo, se agregaron unas gotas de

NaOH diluido y se calenté hasta ebullicién durante 5 minutos. Posteriormente se
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enfrié y se retird el papel filtro, el cual se observé bajo luz ultravioleta a 366 nm

debido a que las cumarinas emiten luz fosforescente bajo estas condiciones.

1.4. Aislamiento de células madre mesenquimales (CMM) de ratén

Se utilizaron de 1 a 2 ratones machos Balb/C de 20+2 g y de 6 semanas de edad, los
cuales se mantuvieron en el Bioterio de Experimentaciéon Animal de la Universidad
del Tolima, en las siguientes condiciones: Temperatura ambiente de 22+2 °C,
humedad relativa de 50-70%, ciclo de iluminacién 12x12, agua ad libitum y alimento

controlado (3 g diarios/animal).

Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical y se confirmé la muerte del animal
por cese de la circulacion sanguinea. Posteriormente, se retiré la piel de las
extremidades posteriores y anteriores, y se separaron del cuerpo sin dafar los
huesos. A continuacién, las extremidades del animal se sumergieron en alcohol al
70% frio durante 3 minutos y en tampdn o Buffer Fosfato Salino (PBS) mientras se
retiraba el musculo, luego se almacenaron en DMEM (por sus siglas en inglés,
Dulbecco’s  Modified  Eagle’s Medium) suplementado con 1% de
penicilina/estreptomicina frio hasta que los huesos quedaron completamente
limpios. En una cabina de flujo laminar, se separé la epifisis de los huesos y se realizd
un aspirado medular utilizando una jeringa de 1TmLy aguja de calibre 27 que contenia
DMEM bajo en glucosa con 15% de Suero Fetal Bovino (SFB) y 1%
Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina (PSA) (Medio suplementado). Seguidamente,
se filtré la muestra obtenida con separadores celulares de 70 um y se transporté a un
tubo falcon de 15 mL para la centrifugacién. Por dltimo, se determiné el rendimiento
y la viabilidad de las células por exclusién de azul de tripédn y recuento en camara
Neubauer para su posterior siembra con medio suplementado (Ortega et al,,
Aislamiento y caracterizacion de células madre mesenquimales de ratén Balb/c,
Universidad del Tolima (2014); Soleimani & Nadri, Nat Protoc. 2009;4(1):102-6.;
Vattem et al., Pharmacognosy Res. 2013;5(1):1-9).

1.5. Expansion y cultivo de CMM de ratén
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Las células de la médula ésea (MO) se cultivaron en cajas de Petri plasticas de 60x16
mm a una densidad de entre 7x10°¢ - 10x10° células/caja y se incubaron a 37°Cy 5%
de COs. Tras 6 horas, se reemplazé la mitad del medio de cultivo para eliminar las
células no adherentes que se acumulan en la superficie de la placa. 24 horas después,
se realizé el cambio completo de medio. A partir de ese momento, se realizé el

cambio de medio cada 72 horas.

Cuando las cajas alcanzaron confluencia del 70-80%, las células se disociaron
retirando el medio de la caja y realizando dos lavados con PBS (1x). Seguidamente,
se adicioné a la caja 2 mL de tripsina/EDTA (0.05%) y se incubd durante 5 minutos a
37°Cy 5% de CO2. Una vez disgregadas las células de la caja, se realizé un lavado
con 2 mL de medio suplementado. El contenido de la caja se llevd a un tubo Falcén
de 15 mL con 1 mL de DMEM suplementado para su centrifugacién a 1500 r.p.m por
5 minutos. Acto seguido, se descartd el sobrenadante, se realizdé conteo celular
empleando la cdmara de Neubauer y de acuerdo a la densidad celular, se
resembraron las células en nuevas cajas. Al dia siguiente se realizé6 cambio de medio

completo con el propdsito de retirar los residuos de tripsina.

1.6. Diferenciacién neuronal de CMM usando extracto de Salvia scutellarioides

Cuando las CMM alcanzaron tercer pasaje se sembraron en cajas multipozos (12
pozos/caja) y al adherirse, el medio se reemplazé por DMEM/F12 + B27
suplementado con SFB al 15% y se formaron los grupos experimentales tratados con
o sin los extractos de la planta Salvia scutellarioides que aparecen en la Tabla 1. Los
tratamientos con este medio se dejaron durante 7 dias y el medio de cultivo se

reemplazé cada 72 horas (Figura 2).

Tabla 1. Grupos experimentales utilizados para evaluar el efecto de las partes de la

especie SS en la diferenciacién neural de CMM.

| NOMBRE DEL GRUPO | DESCRIPCION | DOSIS
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CONTROL Solo medio de cultivo -
P1C1 Hoja 1 pg/mL
P2C1 Tallo 1 pg/mL
P3C1 Raiz 1 pg/mL
P1C2 Hoja Spug/mL
P2C2 Tallo Spg/mL
P3C2 Raiz Spg/mL
P1C3 Hoja 10pg/mL
P2C3 Tallo 10pg/mL
P3C3 Raiz 10pg/mL

1.7. Inmunofluorescencia de CMM diferenciadas

Las células de ratdn se fijaron con metanol durante 5 minutos. Después de fijadas, se
lavaron tres veces con tampdn o Buffer Fosfato (PB) (0,1 M), 5 minutos/lavado, y una

vez con NH4Cl (50 mM) durante 10 minutos.

Nuevamente tres lavados con PB fueron realizados para luego adicionar a cada pozo
solucién de bloqueo durante 20 minutos a 37°C. Acto seguido, las células se
incubaron con el anticuerpo primario anti B-lll tubulina (ab78078) (1/2000) a 4°C
durante 16 horas para luego ser lavadas 3 veces con PB e incubadas a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario Alexa fluor 488 de conejo anti ratdn (verde)

durante 2 horas, protegiendo las cajas de cualquier fuente luminica.

Seguidamente, se realizé 5 lavados con PB (5 minutos/lavado), 1 lavado con solucién
de bloqueo durante 20 minutos a 37°C y se incubd las células con anticuerpo
primario anti NeuN (MAB377) (1/1000) a 4°C durante toda la noche. Luego, se
realizaron 3 lavados con PB y se incubd con el anticuerpo secundario Alexa fluor 594
(Rojo) durante 2 horas a temperatura ambiente. Después, se realizaron 5 lavados con
PBy 1 lavado con solucién de bloqueo durante 20 minutos a 37°C. Se repitieron los
5 lavados con PB, se agregé 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) durante 5 minutos a

temperatura ambiente y se realizé 5 lavados con PB.

Finalmente, se retiré el PB, se observaron las células usando el FLoid Cell Imaging

Station y se tomaron 12 fotografias (por tratamiento).
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1.8. Analisis morfolégico de CMM diferenciadas

Usando el programa IMAGE J, se estimé area y perimetro celular, nimero y longitud
de neuritas de todas las células observadas por foto. Las medidas se tomaron
utilizando una tabla de dibujo con la cual se dibujé el contorno de cada célula y
neurita observada por fotografia, mientras el programa mostraba resultados del rea,

perimetro de las célulasy la longitud de las neuritas.

2. RESULTADOS

2.1. Compuestos presentes en Salvia scutellarioides

Los resultados de las pruebas cualitativas para identificar la presencia de metabolitos

secundarios en la hoja, tallo y raiz de la especie Salvia scutellarioides se resumen en

la Tabla 2.

Tabla 2. Compuestos o metabolitos secundarios presentes o ausentes en las partes

de la especie SS.

PRUEBA HOJA TALLO RAIZ
Alcaloides Negativo (-) Negativo (-) Negativo (-)
Esteroides/Triterpenoides Positivo (+) Positivo (+) Negativo (-)
Saponinas Positivo (++) Positivo (+) Negativo (-)
Fenoles Positivo (+++) Positivo (+) Positivo (++)
Taninos Positivo (+) Positivo (++) Positivo (+)
Flavonoides Negativo (-) Negativo (-) Negativo (-)
Leucoantocianinas Negativo (-) Negativo (-) Negativo (-)
Quinonas Negativo (-) Negativo (-) Negativo (-)
Antocianinas Positivo (+) Positivo (+) Positivo (+)
Cumarinas Positivo (+) Positivo (+) Positivo (+)
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2.1.1. Reconocimiento de alcaloides: ninguna de las partes de la planta presentd
alcaloides debido a que en la prueba no se formé turbidez, ni con el reactivo de

Mayer, ni con el de Dragendorff.

2.1.2. Reconocimiento de esteroides y/o triterpenoides: puesto que coloraciones
verde, azul, rojo o violeta son positivas para esta prueba, en hoja y tallo hay presencia
de esteroides y/o triterpenoides porque tras agregar anhidrido acético y acido
clorhidrico al extracto de estas dos partes de la planta, tomaron una coloracién verde
(Figura 3A y B). Por el contrario, la raiz no presenté ninguno de esos colores; en
consecuencia, en esta parte de la planta no hay presencia de esteroides y/o

triterpenoides (Figura 3C).

2.1.3. Reconocimiento de saponinas: para que considerar que hay presencia de
saponinas se debe formar espuma después de agitar vigorosamente la muestra y
dicha espuma debe permanecer por lo menos 5 minutos. En los extractos de las hoja
y tallo, la espuma se formé y permanecié por més de 5 minutos (Figura 4Ay B), siendo
la presencia de espuma mayor en hoja que en tallo. Con el extracto de la raiz se formé

espuma, pero no permanecié mas de 1 minuto (Figura 4C).

2.1.4. Reconocimiento de compuestos fenélicos: se considera que hay presencia
de compuestos fendlicos cuando aparecen coloraciones verde, azul o negro después
de agregar FeCls. Para las tres partes de la planta se observé coloracidn de este tipo

(Figura 5), por lo tanto, las tres partes de la planta presentan fenoles.

2.1.5. Reconocimiento de taninos: una vez se agregod la solucién de gelatina sal a
las tres muestras, se observaron particulas en suspension y turbidez en estas, siendo
la muestra etandlica de tallo la que mayor turbidez presentd en comparacién con las
muestras de hoja y raiz. Esto indica la presencia de taninos en las tres partes de la

planta.

2.1.6. Reconocimiento de flavonoides: se considera que hay presencia de
flavonoides en la muestra cuando hay coloracién naranja, roja, violeta o rosada en la
muestra. Sin embargo, al agregar las limaduras de magnesio y el HCl a los filtrados

etandlicos de los tres extractos, no aparecié ninguna de estas coloraciones.
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2.1.7. Reconocimiento de leucoantocianinas: se considera que hay presencia de
leucoantocianinas si esta prueba muestra coloracidon roja. Por lo tanto, no hay
presencia de este metabolito secundario en ninguna de las muestras debido a que el
extracto de la hoja viré a una coloracion verde, y los extractos de hoja y tallo

terminaron sin coloracién (transparente).

2.1.8. Reconocimiento de quinonas: se considera que hay presencia de
antocianinas si hay aparicion de un color rojo cereza en la capa acuosa de la muestra.
Debido a que ninguna de las fases formadas presentaba esta coloracién se considera

que no hay presencia de quinonas.

2.1.9. Reconocimiento de antocianinas: las antocianinas se caracterizan por
mostrar diferentes colores a distinto pH. Con los extractos de las 3 partes de la planta
se observaron distintas coloraciones en pH &cido y basico. En pH acido, el extracto
de la hoja mostré coloracion café claro, el de tallo color naranja, y el de raiz amarillo
claro (Figura 6A, 6C y 6E). Mientras que a pH basico (Figura 6B, 6D y 6F), color café
oscuro, amarillo claro y amarillo quemado, respectivamente. Por lo tanto, los

extractos de las tres partes de la planta presentan antocianinas.

2.1.10. Reconocimiento de cumarinas: al observar los papeles filtro con el extracto
de las tres partes de la planta bajo luz ultravioleta, se observé una luz fosforescente
de color amarillo, que indica la presencia de cumarinas en las muestras. El papel filtro
de tallo tenia una mayor superficie de la luz ultravioleta de este color (Figura 7B) con

respecto al de hojay raiz (Figura 7A y C).

2.2. Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia mostré que las células tratadas con los extractos de Salvia
scutellarioides (SS) expresaban los marcadores neuronales Blll-tubulina y NeuN. A
diferencia de los grupos tratados con los extractos, el grupo control negativo no

expresd el marcador neuronal NeuN (Figuras 8y 9).

2.3. Analisis morfolégico
24



Al tratar las células de ratén con los extractos de SS durante 7 dias, estas cambiaron
su morfologia fibroblastoide caracteristica para presentar una morfologia mas

alargaday con mas prolongaciones, las cuales parecian neuritas (Figura 10).

Las células tratadas con los extractos de SS mostraron cambios morfoldgicos
significativos tales como prolongaciones similares a neuritas, con longitudes
aparentemente mayores a las células no tratadas (23,33 =+ 5 uym en las células no

tratadasy 61,18 = 7 um en las células tratadas) (Figuras 11y 12).

2.3.1. Perimetro celular

Las células tratadas con SS a las concentraciones 5 ug/mLy 10 pg/mL, sin importar la
parte de la planta, presentaron mayor perimetro celular (P1C2: 91,43 = 5,5 pym;
P2C2:87,13 6,9 um; P3C2: 161 £ 6,7 um; P3C3: 116,6 = 16,14 um) respecto al grupo
control (58,57 = 3,7 um). La prueba de Krustal Wallis mostré diferencias entre los
grupos analizados (Valor p= < 0,0001) (H=31,79) y la prueba Dunn para mdltiples
comparaciones sefalé diferencias significativas entre: el tratamiento P3C3 y el
control, al igual que el grupo P3C2 y el grupo control (p = 0,0001-0,001); entre el
tratamiento P1C2 y el grupo control (Valor p: 0,001 a 0,01); entre el grupo P2C2 y el
control (p=0,01-0,05) (Figura 13).

2.3.2. Area celular

Aligual que el perimetro celular, las células tratadas con SS a las concentraciones 2 y
3, independientemente de la parte de la planta mostraron mayor area (P1C2: 560 +
67 pm; P2C2: 505,8 = 75,9 ym; P3C2: 500,92 = 21 um; P3C3: 740, 4 = 197,7 pm) en
comparacion al grupo control (211,4 £ 25,8 um). La prueba de Krustal Wallis mostré
diferencias entre los grupos analizados (Valor p= < 0,0001) (H=28,96). Por su parte,
la prueba de Dunn, indicé diferencias significativas entre: el tratamiento P1C2 y el
grupo control (Valor p= < 0,0001); el tratamiento P3C2 y el grupo control (p=0,0001-
0,001); entre el tratamiento P2C2 y el grupo control, al igual que el P3C3y el grupo
control (p=0,001-0,01) (Figura 14).
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2.3.3. Neuritas

Las células tratadas con los extractos de hoja mostraron mayor nimero de neuritas
(P1C1: 2,4 £0,3; P1C2: 3,3 £ 0,74) respecto al grupo control (0,64 + 0,22). La prueba
Krustal Wallis sefalé que existen diferencias entre los grupos analizados (Valor p=
0,0061) (H= 19,79) (Figura 15) y la prueba de Dunn indicé que hay diferencia
significativa entre el grupo control y los grupos P1C1y P1C2 (Valor p: 0,001 a 0,01)
(Figura 15).

En cuanto al tamano de las neuritas, el grupo P1C1, fue el que presentd las neuritas
mas largas respecto al grupo control (P1C1: 61,18 = 7,4 um; Control: 23,33 =5 um).
La prueba Krustal Wallis mostré diferencias entre los grupos analizados (Valor p=
0,0204) (H=14,98) y la prueba Dunn una diferencia significativa entre el grupo P1C1
y el grupo control (Valor p=0,01-0,05) (Figura 16).

3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La morfologia de las células aisladas de médula 6sea (MO) de ratén que fueron
tratadas con los extractos de la planta durante 7 dias indican que esta especie de
planta genera cambios a nivel morfolégico en las CMM, los cuales incluyen

alargamientos similares a neuritas.

Los resultados del anélisis por inmunofluorescencia indican que las células tratadas
con los extractos de la especie SS expresan Blll-tubulina y el marcador neuronal

NeuN, el cual no se expresé en el grupo control negativo.

Al igual que las de ratdn, las células humanas tratadas con los extractos de SS y el
grupo control positivo (tratado con factores neurotréficos) expresaron los

marcadores Blll-tubulina y NeuN.

Los presentes resultados indican que la hoja parece tener los mejores efectos
teniendo en cuenta que fue la Unica parte que tuvo diferencia significativa respecto
al grupo control en cuanto a nimero de prolongaciones o neuritas y el tamafo de

estas.
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Estos resultados también muestran que las células tratadas con las tres
concentraciones utilizadas expresaron los marcadores NeuN y Blll-tubulina, y
generaron cambios morfoldgicos, siendo la concentracién 5 pg/mL del extracto SS la
que mostré los resultados mas significativos. Ademas, las células tratadas con esta
concentracion presentaron diferencias extremadamente significativas respecto al

grupo control en cuanto a nimero de neuritas, perimetro y area celular.

Por otro lado, esta metodologia para inducir la diferenciacién de CMM presenta
ciertas ventajas respecto a las demas debido a que no emplea factores neurotréficos
entre otros componentes que son costosos y tampoco compuestos quimicos como

B-mercaptoetanol, que tienen toxicidad asociada.
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