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RESUMEN 

La especie E. purpurea es utilizada como planta ornamental y tiene múltiples usos en la 

medicina tradicional como inmunoestimulante y antiinflamatorio; dichos efectos ya han sido 

demostrados farmacológicamente, estas propiedades se asocian con los compuestos 

mayoritarios de la planta: derivados del ácido cafeíco, diversas alcamidas y compuestos 

fenólicos. Las herramientas biotecnológicas tales como el cultivo de callos, representa una 

alternativa para la obtención de principios activos. Por lo que los objetivos del presente trabajo 

se encaminaron primero a la generación de material vegetal a través de la inducción de brotes 

y raíces, seguido de la inducción de callos mediante dos tipos de explante: raíz y hoja; que 

después se caracterizaron cinéticamente. Con este material se realizaron pruebas 

farmacológicas con la finalidad de determinar su efecto anti-inflamatorio y sobre sistema 

nervioso central, principalmente sobre la conducta de ansiedad.  

La propagación de E. purpurea mediante la inducción de brotes adventicios a partir de 

fragmentos de raíz, se logró con BAP (0.1mg/l) y ANA, a una concentración de 0.5 mg/l 

generó el mayor porcentaje de enraizamiento de brotes de E. purpurea. En cuanto a la 

inducción de callo el uso de 2, 4-D en combinación con KIN estimula la división celular de los 

tejidos de raíz y de hoja para formar la masa celular. La base del tallo de esta especie en 

presencia de 0.5 mg/l de ANA formó callo. En cuanto a la cinética de crecimiento de las tres 

líneas, el proveniente de explantes de raíz mostró una velocidad de crecimiento mayor y un 

menor tiempo de duplicación (µ=0,4086 días
-1 

y Td=1,69 días); todos los callos originados 

fueron friables. El extracto etanólico y acuoso de callo de raíz se evaluaron en las pruebas de 

claro-oscuro, campo abierto y potenciación de barbitúratos. Los resultados se compararon con 

los extractos de raíz cultivada in vitro, se observó que la dosis de 200 mg/kg de Extracto 

etanólico de callo de raíz (EECR) fue capaz de inducir un efecto ansiolítico en la prueba de 

claro-oscuro, asociado a un efecto sedante observado por una disminución de la actividad 

motora espontánea en el campo-abierto y un efecto de potenciación de pentobarbital. Por otro 

lado, ninguno de los tratamientos provenientes de los callos y de raíz de E. purpurea fueron 

activos en la prueba de inflamación auricular inducida por TPA. En este trabajo se muestra por 

primera vez que extractos provenientes del cultivo de callos de esta especie ejerce actividad 

farmacológica sobre SNC. 

Palabras clave: E. purpurea, cultivo de callos, ansiedad, inflamación. 
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ABSTRACT 

The species E. purpurea is used as an ornamental plant and has many uses in traditional 

medicine as an immunostimulant and anti-inflammatory, such effects have already been 

demonstrated pharmacologically, and these properties are associated with the majority of plant 

compounds: caffeic acid derivatives, and various phenolics alkamides. Biotechnology tools 

such as callus culture, represents an alternative for obtaining active. So the objectives of this 

study were directed first to the generation of plant material through the induction of shoots and 

roots, followed by callus induction by two types of explant: root and leaf, which is then 

characterized kinetically. With these material pharmacological tests were performed in order 

to determine their effect on anti-inflammatory and central nervous system, primarily on 

anxiety behavior. 

 

Propagation of E. purpurea by inducing adventitious shoots from root fragments was achieved 

with BAP (0.1mg/l) and NAA at a concentration of 0.5 mg/l produced the highest percentage 

of shoot rooting of E. purpurea. As for callus induction using 2, 4-D in combination with KIN 

stimulates cell division and root tissues of the leaf to form cell mass. The stem base of this 

species in the presence of 0.5 mg/l ANA callus formed. Regarding the growth kinetics of the 

three lines, from root explants showed a higher growth rate and lower doubling time (μ 

=0,4086 days
-1

 and Td = 1,69 days), all were friable callus originated. The aqueous ethanol 

extract and root callus were evaluated in the light-dark test, open field and potentiation of 

barbiturates. The results were compared with the root extracts cultivated in vitro, it was 

observed that a dose of 200 mg/kg of ethanolic extract of root callus (EECR) was able to 

induce an anxiolytic effect in the light-dark test associated with sedative effect observed by a 

decrease in spontaneous motor activity in the open field, and an enhancing effect of 

pentobarbital. Furthermore, none of the treatments from callus and root E. purpurea were 

active in the test of TPA induced inflammation handset. This paper first shows that extracts 

from the callus culture of this species exerts pharmacological activity on CNS. 

 

Keywords: E. purpurea, callus culture, anxiety, inflammation. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

La medicina tradicional es una alternativa no solo accesible sino útil, ha sido empleada desde 

tiempos añejos por las antiguas poblaciones en diferentes culturas, e involucra el uso de 

plantas medicinales. De acuerdo a la literatura destaca la especie Echinacea purpurea (L.) 

Moench, a la cual se le atribuyen propiedades con acción inmunoestimulante, antiinflamatoria, 

bactericida, antiviral, fúngica, antioxidante y recientes investigaciones en especies del mismo 

género son dirigidas a la evaluación de la actividad ansiolítica. Todos estos atributos se 

relacionan con los principios activos de la planta (derivados del ácido cafeico, diversas 

alcamidas, flavonoides y compuestos fenólicos). La demanda de esta especie en los últimos 

años en países como EUA, Europa y Japón ha aumentado de manera relevante por sus 

múltiples aplicaciones, lo cual representa un reto para su cultivo masivo. Las herramientas 

biotecnológicas como el cultivo de callos representan una opción para la extracción de 

principios activos, sin alterar o amenazar la población nativa, además de la obtención de 

biomasa sin depender de los factores climáticos o geográficos que limiten la producción y 

obtención de extractos con actividad biológica, éste cultivo es utilizado para la manipulación 

genética de plantas y el estudio del metabolismo y de desarrollo celular de plantas. 

 

Por otro lado, las enfermedades mentales así como las crónico-degenerativas cuyo fondo 

patológico es la inflamación, han aumentado considerablemente. En México, por ejemplo los 

trastornos mentales se clasifican como un problema de salud pública con un gasto de más de 2 

mil millones de pesos al año. Aun cuando existen tratamientos útiles, estos tienen asociados 

efectos colaterales indeseables, por lo que el desarrollo de nuevos tratamientos a partir de 

fuentes naturales se ha expandido, sin embargo no existen en el mercado fitomedicamentos 

para el tratamiento de la ansiedad, eficientes y sin crear dependencia como los de síntesis. Por 

otra parte la inflamación es un proceso involucrado en numerosas patologías que afectan a un 

número considerable de personas; datos recientes apoyan el concepto de que este proceso es 

componente crítico de la progresión tumoral, artritis y enfermedades autoinmunes. En la 

actualidad existen medicamentos de origen sintéticos que auxilian o contrarrestan estos 

padecimientos, sin embargo la mayoría de ellos presentan efectos secundarios como irritación 

gástrica, toxicidad renal, alteraciones del sistema nervioso central, farmacodependencia, entre 

otras. 



 

 
4 

No obstante el cultivo de callo de la especie E. purpurea (L.) Moench con base en los 

antecedentes biotecnológicos, etnomédicos y farmacológicos representa una opción 

biotecnológica para la obtención de extractos con actividad antiinflamatoria y ansiolítica. Sin 

embargo y considerando que el callo puede desarrollarse en función del tipo de explante y de 

la disponibilidad de nutrientes disueltos en el medio, se planteó en el presente estudio, lograr 

el desarrollo in vitro de callos de hoja, raíz y base del tallo de la especie E. purpurea, y evaluar 

en modelos vivos ambas actividades farmacológicas utilizando extractos de alta polaridad de 

dichos cultivos. 
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2.- ANTECEDENTES 

2.1 Inflamación 

Es una reacción completa y multifacética de los individuos ante un trauma; las vías y eventos 

particulares que se suscitan dependen de muchos factores, incluyendo la naturaleza del 

estímulo iniciador, su puerta de entrada al organismo y las características del huésped 

(Parslow et al., 2002). Los cuatro signos  de la inflamación fueron descritos por Paracelso (30 

A.C al 38 D. C) y son: rubor (coloración roja), tumor (hinchazón), calor y dolor; 

posteriormente, Galeno (130-200 A. C) añadió un quinto signo: la pérdida de la función. La 

inflamación de acuerdo a su duración se divide en aguda (minutos, horas o días) y crónica (se 

prolonga por semanas, meses e incluso años), dependiendo del daño que la origine. (Muller, 

2002). Cualquier agresión desencadena respuestas en tres niveles de organización: celular, 

tejidos y sistémica (órgano) (García, 2008).  

 

La inflamación es ante todo una respuesta reparadora a favor de la supervivencia (proceso 

universal e inespecífico encaminado a restaurar la homeostasis); representa una reacción 

imprevista que incluye decisiones de puesta en marcha o de cese de múltiples respuestas 

humorales. El resultado final puede ser benéfico, perjudicial o ambos; debido a que estas 

respuestas usualmente surgen para inactivar o eliminar sustancias dañinas, o para evitar su 

diseminación a través del organismo; pero estas mismas pueden resultar deletéreas cuando 

dañan los tejidos huésped o interfieren con las funciones normales (Parslow et al., 2002).  

 

2.1.1 Mecanismos fisiopatológicos de la inflamación 

Inicialmente la inflamación es un mecanismo de defensa de los individuos ante las agresiones 

del entorno, biológicas, químicas y/o físicas. La inflamación crónica puede ser definida como 

una forma no-regulada de la inflamación, y la aguda definida como la forma regulada. Cuando 

diferentes causas alteran o bloquean cualquiera de las etapas de este ordenado proceso, la 

inflamación puede derivar hacia soluciones no deseadas, que pueden llevar a un proceso de 

inflamación crónica el cual es un factor relevante en la patogénesis de enfermedades 

cardiovasculares, articulares, cáncer, diabetes y enfermedades neurodegenerativas (García, 

2008).  
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Los primeros eventos asociados a la inflamación aguda, son la respuesta vascular y celular, en 

donde el área del tejido dañado empieza a dilatarse por un incremento en el flujo sanguíneo, 

las células del endotelio se “hinchan” y parcialmente se retractan, después inicia la exudación 

en la que los vasos presentan “fuga” de agua, sales y algunas proteínas plasmáticas como el 

fibrinógeno, las células polimorfo-nucleares, monocitos y linfocitos migran hacia el área 

dañada, todo este proceso genera los cuatro puntos cardinales de la inflamación (Biesma., et 

al., 2001). 

 

2.1.2 Epidemiología de la inflamación 

Es importante considerar la inflamación y la consiguiente respuesta de fase aguda, como un 

proceso homeostático dinámico que involucra a los principales sistemas del organismo, a parte 

de los sistemas inmunológico, cardiovascular y nervioso central (SNC) (García, 2008). Por lo 

que en la actualidad existen múltiples enfermedades inflamatorias, de las más renombradas 

por afectar a gran parte de la población en México destacan: 

 

 Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII), que define a un grupo de enfermedades 

distintas, que comparten como característica el producir inflamación crónica en el 

tracto intestinal; los dos principales tipos son colitis ulcerativa (CU) y la enfermedad 

de Crohon (EC) (Sandoval y Bosques, 2008). 

 Enfermedad Inflamatoria Pélvica (EIP) (Secretaria de Salud Pública, 2008). 

 Enfermedades Inflamatorias Oculares (Uveítis) (Treviño et al., 2009).  

 

Sin embargo el espectro de asociación a procesos inflamatorios es muy amplio en 

enfermedades autoinmunes clásicas, como la esclerosis múltiple, o en aquellas como el 

Alzheimer donde existe una respuesta inmune innata provocada por la producción local de 

proteína-β amieloide, e inclusive datos recientes apoyan el concepto de que la inflamación es 

un componente crítico de la progresión tumoral debido a que se ha hecho evidente que el 

microambiente tumoral está orquestado en gran parte por células inflamatorias (García, 2008). 

Esta respuesta del sistema inmunológico puede ser evaluada mediante técnicas in vivo e in 

vitro, estas últimas manejándose con éxito (Gabor, 2000). 
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2.1.3 Modelos de inducción de inflamación 

En la actualidad existen distintos modelos para inducir la inflamación, utilizados para 

investigar un amplio abanico de eventos; sin embargo los modelos in vivo por las similitudes 

estructurales, bioquímicas y moleculares entre la reacción inflamatoria en humanos y 

animales, siguen siendo de mayor utilidad, no solo para confirmar en modelos animales los 

hallazgos previamente obtenidos, sino porque no siempre se dispone de la tecnología necesaria 

para realizar los modelos in vitro. La experimentación en animales es el único procedimiento 

que permite valorar en tiempo real el efecto de las interacciones genéticas, bioquímicas y 

medioambientales que provocan inflamación (Molina et al., 2007). Los animales más 

utilizados son el ratón y la rata, por su fácil manipulación y el menor costo, además de que las 

técnicas utilizadas en ellos son sencillas, de corta duración, realizables con un reducido gasto 

de producto y no precisan instrumental costoso (Molina et al., 2007). Algunos modelos de 

inducción de inflamación que presentan estas características son los utilizados en pabellón 

auricular, los cuales se basan en la aplicación de un agente irritante en la oreja. Los agentes 

más utilizados son los ésteres de forbol: PMA (acetato de forbol miristato) o TPA (acetato de 

tetradecanoil forbol) (Pérez et al., 2001). 

 

2.1.3.1 Modelo de inflamación inducida por TPA 

El 12 O-Tetradecanoil forbol 13- acetato (TPA) posee notable actividad protumoral bien 

relacionada con su acción irritante, como ocurre con otros ésteres de forbol. El parámetro que 

mejor determina este efecto es el aumento de la liberación de ornitina descarboxilasa 

epidérmica. Una de las ventajas de este método, en el ámbito de los productos naturales, reside 

en la pequeña cantidad de muestra que requiere, debido a la acción local del agente flobógeno 

(Pérez et al., 2001).  

 

El mecanismo de acción por el cual actúa el TPA es la aplicación tópica de éste en el pabellón 

auditivo, lo cual provoca la inflamación con una serie de alteraciones y cambios bioquímicos 

como, la activación de la Proteína Cinasa tipo C (PKC) que activa a la fosfolipasa A2, esta 

última enzima, degrada los fosfolípidos de la cara interna de la membrana, convirtiéndolos en 

ácido araquidónico (AA), de esta manera la actividad de la ciclooxigenasa tipo 2 (COX2) 

empieza logrando convertir el AA en prostaglandinas (Figura 1). También el TPA presenta 
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acción sobre las concentraciones del Ca
2+

 intracelular, llevando a un aumento de este 

mensajero y activando a la PKC de esta manera mantiene activa esta enzima y promueve 

rápidamente la acción inflamatoria en la piel (Nakadate, 1989). Las reacciones que se 

desencadenan son: la formación de edema, infiltración de leucocitos polimorfonucleares, 

liberación de mediadores tipo eicosanoides, la desgranulación de mastocitos, se activa la 

cascada del ácido araquidónico; que en consecuencia favorecen la evaluación de sustancias 

inhibidoras de la biosíntesis de prostaglandinas y leucotrienos (Pérez et al., 2001 y Carol et 

al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo de Inflamación inducida por TPA. Fosfolipasa A2 (PLA2), Proteína cinasa C 

(PKC), Acido araquidónico (AA) (Adaptado de: Nakadate, 1989). 

  

2.2 Ansiedad 

La ansiedad es una respuesta fisiológica natural de los individuos a situaciones de amenaza 

externa o interna. La característica principal de este trastorno es el aumento de miedo y 

angustia, puede considerarse como patológica cuando estos síntomas son excesivos o 

incontrolables (Nash y Potokar, 2004); cuando sobrepasan determinados límites, se convierten 

en un problema de salud, impiden el bienestar e interfieren notablemente en las actividades 

sociales, laborales o intelectuales, ya que el individuo permanece en un estado de 

intranquilidad e inseguridad, pues la percepción de su entorno es irreal o distorsionadamente 

amenazante (Berkow, 1994). Se ha agrupado un número de trastornos que presentan la 
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ansiedad anormal, como principal síntoma, los cuales se han clasificado de la siguiente 

manera: trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de estrés agudo o postraumático, 

trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno de pánico (con o sin agorafobia), agorafobia (con o 

sin trastorno de pánico) y otras fobias (incluyendo la social) (Berkow, 1994). 

 

2.2.1 Mecanismos fisiopatológicos de la ansiedad 

En los trastornos de ansiedad (TA) participan algunas de las estructuras cerebrales que 

conforman el sistema límbico como el tálamo, hipotálamo, hipocampo y amígdala cerebral 

(Figura 2) (Kent et al., 2002). 

 

Figura 2. Áreas del cerebro que participan en la fitopatología de la ansiedad (Adaptado de: Uriarte, 

2005). 

 

El sistema límbico está relacionado con la memoria, atención, instintos sexuales, emociones 

(por ejemplo placer, miedo, agresividad), personalidad y la conducta; por lo cual es el 

responsable de las emociones y las estrategias asociadas a la sobrevivencia. Las estructuras 

cerebrales que conforman el circuito de la ansiedad son varias, sin embargo, la corteza 

prefrontal (CPF) y la amígdala se consideran zonas con un papel primordial ya que 

específicamente gobiernan los sentimientos positivos y negativos de las emociones y por lo 

tanto modulan la calidad y estilo de vida de las personas por que detecta, coordina y mantiene 

las emociones que atemorizan a los individuos.  
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No obstante, cuando estas respuestas biológicas se salen de un rango fisiológico e inician un 

proceso de NO adaptación, donde hay una activación inapropiada o crónica, el proceso 

entonces, se torna patológico; de esta manera la amígdala es la responsable de la adquisición, 

regulación y expresión del miedo (Pare et al., 2004). Paralelamente el hipocampo, el cíngulo 

anterior y la ínsula, también forman parte de este circuito y cada una de estas zonas 

contribuyen con diferentes componentes a la presencia de los trastornos de ansiedad 

(Davidson, 2002). Para que los organismos modulen las respuestas fisiológicas adecuadas ante 

los estímulos adversos y regulen los procesos de expresión de ansiedad dentro del complejo 

circuito neuroanatómico, es necesaria la participación de un conjunto de transmisión 

neuroquímica, los cuales son capaces de interactuar con determinadas células afectando la 

actividad de todo el neurocircuito. Algunos neurotransmisores involucrados son 

neuropéptidos, aminas como serotonina y norepinefrina, la hormona o factor liberador de la 

corticotropina (CRH/CRF), colecistoquinina (CCK), aminoácidos como glutamato y 

posiblemente el más estudiado de todos, el ácido γ–amino butírico (GABA) (Schousboe y 

Waagepetersen, 2008).  

 

Uno de los principales neurotransmisores involucrados en la patología de los TA, es el GABA 

que es el inhibidor más importante del sistema nervioso central (SNC) ejerciendo su efecto a 

través de su unión con diferentes tipos de receptores, de los cuales destaca el complejo 

receptor-ionóforo de cloruro (GABAA) (Schousboe y Waagepetersen, 2008). Los cuales se 

encuentran localizados sobre la membrana neuronal y están involucrados en el control de la 

coordinación motora, aprendizaje, memoria y de manera importante, en los procesos de 

epileptogénesis y de ansiedad (Vicini y Ortinski, 2004).  

 

Se ha demostrado que las benzodiazepinas (BZD) y otros fármacos ansiolíticos ejercen sus 

acciones por la estimulación de estos receptores. La unión de sustancias con actividad 

ansiolítica, como el diazepam (una BZD), conducen a un incremento en la frecuencia de 

apertura del canal de iónico, con un consecuente aumento del flujo de iones Cl
- 

hacia el 

interior de la neurona. Esto provoca una hiperpolarización neuronal que produce un efecto 

inhibitorio de la excitabilidad celular, lo que induce el efecto ansiolítico o depresor 

(Stephenson et al., 1994). Por el contrario, los antagonistas bloquean la apertura de los canales 
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iónicos, con la consecuente desinhibición neuronal, cuyo efecto produce una excitación que 

puede provocar convulsiones (Rodríguez y Contreras, 1998). 

 

2.2.2 Epidemiologia de la ansiedad 

En el 2005 la Organización Mundial de la Salud reportó que 450 millones de pacientes son 

afectados por trastorno mental, neurológico o de comportamiento (OMS, 2005), los cuales 

generan sufrimiento afectando el entorno social de quienes los padecen, repercutiendo en la 

calidad de vida e incluso en la economía familiar y de los sistemas nacionales de salud, por el 

costo y el aumento en los índices de discapacidad (WHO, 2004). De los trastornos mentales, 

los TA representan los de mayor frecuencia, afectando una octava parte de la población 

mundial (OMS, 2001), estudios epidemiológicos recientes demuestran tasas de prevalencia del 

13.6 y 28.8% en los países occidentales. Aparentemente, las fobias específicas son los 

subtipos de ansiedad más frecuentes y es menos común el trastorno obsesivo-compulsivo, pero 

menos del 30% de los individuos que sufren este padecimiento están bajo tratamiento médico.  

 

En México este problema de salud contempla aproximadamente 15 millones de víctimas, 

representando el 14.5% de la población total del país (INEGI, 2005); frecuentemente este 

trastorno está asociado con depresión y con trastornos neuróticos (Cano y Tobal, 2000). En 

general los TA se presentan en etapas relativamente tempranas de la vida. De un 80 a 90% de 

los casos se manifiestan entre los 10 y 25 años de edad, periodo que parece ser el de mayor 

riesgo de desarrollar algunos de estos trastornos, sin embargo la sintomatología puede ser 

variable (Tanja et al., 2007). 

 

2.2.3 Modelos biológicos de investigación preclínica de trastornos psiquiátricos 

Para validar el efecto de las plantas medicinales, se han propuesto diversos modelos 

biológicos, de los cuales, los animales constituyen una parte fundamental en la investigación 

preclínica de los trastornos psiquiátricos, ya que son empleados en la búsqueda de nuevos 

fármacos (antidepresivos y ansiolíticos), elucidación de los mecanismos de acción, causas 

genéticas y ambientales que afectan el SNC. Debido a que pueden inducir la aparición de 

síntomas similares a los del humano que sufren de una enfermedad psiquiátrica (Lapa et al., 

2002).  
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La mayoría de estos modelos se basan en el comportamiento, y se clasifican en aquellos que 

estudian respuestas condicionadas y no-condicionadas (donde la conducta de los animales es 

espontanea ante un ambiente desconocido), frente a un estímulo capaz de producir ansiedad en 

el humano. Entre los ampliamente utilizados destacan la prueba de nado forzado (efecto 

antidepresivo de sustancias), campo abierto (actividad motora espontanea), exploración de 

campo claro-oscuro (ansiedad) y potenciación de barbitúricos (sedación) (Zhang, 2004). 

 

Prueba de Campo Abierto. Alrededor de los años 40s’ la prueba de la actividad motora 

espontanea en campo abierto (CA) fue utilizada para medir el estrés en los animales. La 

valoración se sustentaba en la defecación, la deambulación, los estiramientos verticales 

(rearing) y horizontales (zapping). Cuando éstos disminuyen se debe probablemente a la 

adaptación del animal a la prueba y a la disminución de la emocionalidad. Experimentalmente 

se estableció la relación entre estas respuestas, lo cual fue ampliamente aceptado por los 

psicólogos y farmacólogos como un índice de emocionalidad (Dandiya et al., 1970). Desde 

1974 se tienen antecedentes de estudios utilizando agentes psicotrópicos en la prueba de CA, 

lo que ha permitido distinguir y definir la actividad exploratoria. Además demostraron que los 

estiramientos horizontales y verticales podían ser activados o inhibidos por agonistas o 

antagonistas de las catecolaminas, revelando una nueva utilidad del campo abierto para el 

estudio de fármacos ansiolíticos así como para el estudio y exploración de la ansiedad. En la 

actualidad, esta prueba es determinante ya que permite evaluar el efecto excitador o depresor 

del sistema locomotor (Prut y Belzung, 2003). 

 

La prueba de exploración Claro-Oscuro, es un modelo para evaluar las respuestas 

condicionadas de miedo en ratas, considerando que los roedores sin entrenamiento previo, 

permanecen más tiempo en los lugares oscuros (LO) que en los claros (LC). Este modelo 

experimental consiste en someter al animal entre la tendencia a explorar libremente un 

ambiente completamente desconocido y evitar la luz brillante en el área abierta, midiendo el 

tiempo de permanencia en él LO versus LC, considerando también el número de transiciones 

entre los dos compartimentos. Este paradigma es útil en predecir la acción ansiolítica o 

ansiogénica de diferentes sustancias. La situación de conflicto natural está entre la tendencia a 

explorar y la tendencia inicial a evitar dicho espacio (neofobia). La actividad exploradora 
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refleja el resultado combinado de estas tendencias en situaciones nuevas. Así, en la prueba de 

claro-oscuro el incremento de la conducta que hace que el ratón se desplace y permanezca más 

tiempo en la parte iluminada se reportan como un índice de disminución de la ansiedad. Se ha 

reportado que los cruces son un índice de la actividad exploratoria, debido a la habituación 

sobre el tiempo, mientras que el tiempo que gastan los animales en cada compartimento refleja 

el nivel de aversión. Las sustancias que se consideran ansiolíticas clásicas como las 

benzodiacepinas, así como compuestos más novedosos como fármacos serotoninérgicos 

pueden mostrar su eficacia bajo este modelo etológico (Holmes et al., 2001). 

 

La prueba de Potenciación de barbitúricos o Reflejo de enderezamiento, se sustenta en la 

duración del efecto anestésico, hipnótico y relajante muscular del pentobarbital, que es un 

barbitúrico (medicamento hipnótico que causa sueño), el cual juega un papel importante en el 

despertar ya que deprime el sistema de activación reticular; paralelamente potencia los efectos 

inhibitorios de GABA al actuar sobre el receptor ionóforo de cloruro GABAA, provocando 

depresión importante en el SNC, produciendo hiperpolarización y consecuentemente 

inhibición de las neuronas postsinápticas. Generalmente es de acción corta y sus efectos se 

observan tras los 30-60 s de administración (Dimarco, 1994). 

 

2.3 Tratamientos que combaten la inflamación y la ansiedad 

La inflamación usualmente se encuentra asociada a múltiples padecimientos, pues es una 

respuesta inmunitaria ante una agresión, por lo cual su tratamiento está en función de la causa 

de origen y de las características de la zona afectada; actualmente lo más frecuente es 

combatirla con medicamentos de origen sintético (Espinós et al., 2009). Sin embargo, y a 

pesar del amplio espectro de fármacos antiinflamatorios, se reportan casos clínicos donde los 

medicamentos han causado efectos colaterales como: irritación gástrica, toxicidad renal, 

alteraciones del sistema nervioso central, náuseas, vómitos, dolor abdominal, ulceraciones en 

tracto digestivo, hemorragia oculta o masiva, diarrea, erupciones cutáneas, hipertensión, 

retención de agua y sodio, etc. Esto dependiendo de la dosis y el tiempo de administración 

(Espinós et al., 2009 y Fleurentin y Pelt, 1990).  

 

El tratamiento de los TA involucra la prescripción de más de un fármaco y para establecer un 

tratamiento adecuado es necesario el diagnóstico del tipo de trastorno de ansiedad, ya que esta 
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puede ocurrir de manera secundaria a desordenes médicos o ser parte de otros síndromes 

psiquiátricos. La diagnosis requiere del historial clínico, un examen físico y pruebas de 

laboratorio, incluyendo evaluación cognoscitiva y de comportamiento (Taylor y Reide, 1999). 

El uso de sustancias como las benzodiacepinas para combatir los TA es muy común y data 

desde el siglo pasado debido a su acción rápida, eficacia y porque son bien toleradas 

(Davidson, 2002); el mecanismo por el cual actúan a nivel neuronal se describe en la Figura 3.  

 

Sin embargo inducen efectos indeseables como somnolencia, mareo, sedación, perdida del 

equilibrio, disminución de la habilidad psicomotora, confusión, ansiedad muscular, depresión 

respiratoria y probablemente los más graves de todos: tolerancia y dependencia; que llegan a 

presentarse después de un tiempo mayor de 4 meses de administración y aumentan en relación 

directa con la dosis y la duración del tratamiento (Zjorumski e Isenberg, 1991). Algunos 

ejemplos de ansiolíticos destacados son: diazepam®, clonacepam®, aprazolam® (BZD); 

buspirona® (actúa sobre receptores a serotonina); propranolol (antagonista b-adrenérgico) y 

los antidepresivos (inhibidores de la recaptura de serotonina).  

 

Por otra parte también se prescriben fármacos que actúan sobre el sistema de neurotransmisión 

serotoninérgico y noradrenérgico, tales como antidepresivos: inhibidores y selectivos de la 

recaptación de la serotonina y noradrenalina, inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAO), 

antidepresivos tricíclicos (ATC), y azapironas (Mauk et al., 1988). El uso de estas sustancias 

puede ser ventajoso, porque la ansiedad presenta un porcentaje de co-morbilidad con el 

desorden depresivo hasta de un 62% y con la distimia del 37% (Joffe et al., 1996), sin 

embargo el efecto ansiolítico que generan ocurre hasta después de la administración sub-

crónica (Rocca et al., 1997). Algunos efectos colaterales a los antidepresivos son náuseas, 

sequedad de boca, visión borrosa, desorientación, alucinaciones, temblores, diarrea, insomnio, 

agitación, disfunción sexual e hipotensión postural. El síndrome de abstinencia que se presenta 

con el uso crónico de antidepresivos es menos severo que con las benzodiacepinas, aunque se 

ha reportado que la suspensión del tratamiento produce recaídas. La interrupción del uso de 

estos fármacos puede provocar mareos, temor, vértigo, parestesia, confusión, problemas de 

memoria, dolor de cabeza y muscular, irritabilidad, ansiedad extrema, tensión nerviosa e 

inquietud (Nash y Nutt, 2005). 
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Figura 3. Mecanismo de acción de las benzodiacepinas a nivel neuronal. (1,2) Impulso nervioso que 

hace que el GABA sea liberado de los sitios en que está almacenado en la neurona 1. (3) El GABA 

liberado en el espacio interneuronal. (4) El GABA reacciona con los receptores de la neurona 2; la 

reacción permite la entrada de los iones de cloruro (Cl-) en la neurona. (5) Este efecto inhibe o detiene 

el progreso del impulso nervioso. (6,7) Las benzodiacepinas reaccionan con el sitio de refuerzo de los 

receptores GABA. (8) Esta acción aumenta los efectos inhibidores del GABA; el impulso nervioso en 

curso puede quedar bloqueado completamente. (Tomado de: 

http://www.psicofarmacos.info/contenido=ansioliticosfa). 
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2.4 Las plantas medicinales como alternativa en el tratamiento de la inflamación y 

los trastornos de ansiedad 

Por lo anterior a partir de la década de los 70’s se retoma y da relevancia como alternativa, al 

uso de plantas medicinales, conocida como “medicina tradicional” (Fleurentin y Pelt, 1990). 

Existe en la literatura un número considerable de reportes acerca de extractos o de compuestos 

aislados de especies vegetales en todo el mundo, acerca de su efectividad antiinflamatoria y 

ansiolítica; convirtiéndose en un excelente recurso por explorar experimentalmente en la 

búsqueda de moléculas o sustancias efectivas para combatir estos padecimientos (Zhang, 

2004). Entre las especies reportadas que más se han utilizado para combatir la inflamación es 

el género Echinacea, destacando la especie Echinacea purpurea (L.) Moench (E. purpurea) 

(Bauer et al., 1991); estas propiedades inmunoestimuladoras se asocian con los compuestos 

mayoritarios de la planta (Ortega et al., 2005). Además en investigaciones recientes en 

Echinacea. Angusifolia, se reporta que un extracto obtenido de la planta completa, presentó 

actividad sobre el SNC (ansiolítica) (Haller et al., 2012). 

 

2.5 Género Echinacea y su descripción botánica 

El género Echinacea pertenece a la familia Asteracea, del orden Asterales, de la clase 

Magnoliopsida y filo Magnoliophyta, el nombre del género se deriva de la palabra 

griega Equinos que significa erizo, en él se incluyen 11 taxones reconocidos de los cuales 

destacan tres especies; E. angustifolia DC, E. pallida (Nutt.) y E. purpurea (Bauer et al., 

1991). Las tres especies presentan actividad farmacológica por lo que son objeto de 

investigación científica en diversos países, además su elevada demanda en los últimos años, 

las convierten en especies potenciales para un comercio viable (Bauer et al., 1991). Su 

distribución geográfica abarca desde las Montañas Ozark de Missouri Sur hasta el este de 

Oklahoma en E.U.A (McKeown, 1999). La mayoría de los taxones son diploides (n= 11). E. 

pallida y algunas poblaciones de E. angustifolia son tetraploide (n= 22) (Bauer et al., 

1991).Todas las especies del género Echinacea son herbáceas y perennes y se auto polinizan 

(McKeown, 1999); su flor por lo general es una roseta basal de hojas pecioladas similares a 

las margaritas con colores que van desde el blanco, rosa, magenta y púrpura a amarillo (Ortega 

et al., 2005), poseen uno a varios tallos que surgen anualmente y una raíz principal, excepto 

E. purpurea, que tiene un sistema radicular fibroso (McKeown, 1999). 
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2.5 Echinacea purpurea (L.) Moench 

Es una fanerógama originaria de E.U.A, su distribución es bastante amplia encontrándose 

desde el sur de Louisiana a Carolina del Norte, en Oklahoma y Kansas a través de la región 

central de Ohio, Kentucky y Tennessee; también se han encontrado poblaciones silvestres en 

Louisiana y Mississippi. Tiene una altura variable de entre 0.8 y 1.0 m; el tallo es áspero y 

presenta vellosidades; sus hojas son ovales, largamente pecioladas y dentadas; los capítulos 

florales son solitarios con flores de color púrpura a rojo intenso, de hasta 7 cm de longitud; las 

semillas son aquenios con cuatro líneas de dehiscencia; la raíz es cilíndrica, quebradiza y de 

corteza delgada (McKeown, 1999). En su estado silvestre no es abundante en comparación 

con otras especies de su género, apareciendo ejemplares aislados en suelos húmedos y lugares 

abiertos (Montero, 2001). 

 

2.5.1 Usos tradicionales y terapéuticos 

El empleo de E. purpurea data desde el siglo XVIII con las poblaciones nativas de América 

del Norte; actualmente es una especie utilizada como planta ornamental (Gruenwald et al., 

1998) y sigue gozando de gran reputación en la medicina tradicional (Eteghad et al., 2010). Su 

aplicación es cada vez más amplia pues el uso popular de sus extractos se ha disparado en las 

últimas décadas y por consecuencia la demanda en el mercado va en aumento (McKeown, 

1999), principalmente en países como Alemania, Suiza y Japón (Wagner y Jurcic, 2002). En 

Rusia es mezclada con el alimento del ganado para mejorar la resistencia a las enfermedades y 

mejorar la calidad de la leche producida (Letchamo et al., 2002). En E.U.A es la planta más 

vendida como suplemento alimenticio en humanos y es la única especie que se ha 

domesticado; sin embargo el cultivo masivo representa una tarea importante y una serie de 

retos por superar (Ortega et al., 2005).  

 

Las prácticas tradicionales que se le dan son múltiples; se reporta que aplicada vía tópica 

ayudaba a combatir los malestares provocados por mordeduras de serpientes e influye 

favorablemente en la cicatrización de heridas, quemaduras, úlceras, forúnculos, acné, llagas en 

la boca, gingivitis, anginas y faringitis. La raíz era mascada por los nativos para combatir 

infecciones en la garganta o el dolor dental y la ingerían en caso de tos o envenenamiento 

(Wagner y Jurcic, 1991). 
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2.5.2. Estudios farmacológicos con actividad antiinflamatoria 

Su propiedad antiinflamatoria se asocia con el contenido de equinacósido y alcamidas (Lalone 

et al., 2010). Se ha demostrado esta actividad debido a que los extractos inhiben la 

ciclooxigenasa I (COX-I) así como la ciclooxigenasa II (COX-II), aunque esta última en 

menor medida (Ortega et al., 2005 y Clifford et al., 2002); ambas son responsable de la 

transformación del ácido araquidónico y tiene una función importante en los procesos 

inflamatorios (Madeiros et al., 2007). En el 2002, Raso evaluó la actividad antiinflamatoria de 

E. purpurea, en el modelo de inducción de edema de pata de ratón mediante carragenina, 

administrándoseles vía oral 30-100 mg/kg, encontrando que sólo la dosis más alta inhibía 

significativamente la inflamación (Raso et al., 2002).  

 

Recientemente Vimalanathan en el 2009, evaluó varios extractos acuosos de raíces, hojas, 

tallos y en menor grado las flores, observándose que estos inhibieron fuertemente la secreción 

de las citocinas IL-6 y IL-8 (CXCL-8), y las proteínas pro-inflamatorias de células epiteliales 

bronquiales infectadas con rinovirus tipo 14 (Vimalanathan et al., 2009). Santana en el 2011 

comparó la actividad antiinflamatoria del extracto hidroalcohólico obtenido de raíces de 

plantas cultivadas en hidroponía e in vitro, en un modelo de edema auricular inducido por 

TPA, en ratones consanguíneos (ICR). Obteniendo un 80.4 y 61.1% respectivamente de 

inhibición de la inflamación, esto se determinó por diferencia de pesos (2 mg en ratones 

dosificados con extracto, 10 mg en ratones no dosificados y 1 mg en ratones tratados con el 

control). A una concentración de 320 mg/ml se presentó el efecto antiinflamatorio 

estadísticamente igual al del control positivo (90 % de inhibición) la indometacina, un agente 

antiinflamatorio (Santana, 2011). 

 

2.5.3 Estudios farmacológicos con actividad ansiolítica 

En la actualidad no se tienen antecedentes de estudios farmacológicos con actividad ansiolítica 

en E. purpurea. Sin embargo, existe un estudio reciente que muestra el efecto ansiolítico de 

Echinacea angustifolia otra especie del mismo género. Se demostró que las dosis de 4, 6 y 8 

mg/kg de un extracto (del cual no se mencionan las características) proveniente de esta planta, 

inducen un aumento significativo en el porcentaje de tiempo en que las ratas permanecen en 

los brazos abiertos de un laberinto elevado en forma de cruz (LEC), efecto que no está 
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asociado con cambios en la conducta motora, cuando esta es explorada en un CA. En este 

mismo estudio se evaluó el posible efecto tóxico del extracto a las dosis de 1000 y 3000 

mg/kg, en ratas, prueba en la que no se observó letalidad, ni signos de daño neurológico.  

 

Posteriormente a esto, una formulación farmacológica basada en el mismo extracto de E. 

angustifolia fue probado en voluntarios con TA, en un esquema de administración de 1 o 2 

comprimidos al día durante 1 semana. Éstos contenían 20 mg de extracto de la planta, los 

datos fueron recolectados a través de un proceso técnico estructurado de auto-evaluación 

diaria. La dosis alta (2 comprimidos) redujo los síntomas asociados a la ansiedad dentro de los 

3 primeros días, un efecto que se mantuvo estable durante el tratamiento (7 días) y las 2 

semanas posteriores al mismo, la dosis baja (1 comprimido) no modificó significativamente 

los síntomas de este padecimiento (Haller et al., 2012). Aunado a lo anterior el 01 de Agosto 

del 2012 “EuroPharma Inc” (Euro Pharma Quality Natural Medicines, Vitamins and 

Supplements) da a conocer su nuevo producto AnxioFit-1®, el cual posee la misma 

formulación de los comprimidos utilizados en la investigación realizada por Haller, y 

actualmente se comercializa como un fitomedicamento para el tratamiento de la ansiedad. La 

empresa EuroPharma ha destacado por ser innovadora en sus productos y es reconocida como 

la primera en introducir el sulfato de glucosamina y estandarizar el Ginkgo biloba. 

(http://www.naturalproductsinsider.com/news/2012/08/study-echinacea-may-reduce-anxiety). 

 

2.5.4 Cultivo in vitro de la especie Echinacea purpurea (L.) Moench 

Debido a la importancia de los metabolitos secundarios con actividad antiinflamatoria, 

inmunoestimuladora y posiblemente ansiolítica, se busca mediante herramientas 

biotecnológicas como el cultivo in vitro, estandarizar su producción al lograr la multiplicación 

de células u órganos (Loaiza et al., 2004). Lo cual representa un reto biotecnológico, pues 

establecer el cultivo de líneas celulares que sinteticen los metabolitos secundarios con 

actividad farmacológica y además permitan la extracción de estos, dependen de muchos 

factores como: la concentración de nutrientes, los reguladores de crecimiento vegetal (RCV), 

la iluminación, temperatura y agitación, de los más relevantes (Crawford, 1995). El género 

Echinacea se ha micropropagado desde el 2001 por Harbaje, quien utilizó las especies E. 

angusifolia, E. pallida y E. purpurea con el fin de preservar un buen banco de germoplasma. 
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Para la propagación de E. purpurea utilizó semillas, puntas apicales y segmentos nodales; 

como RCV benciladenina (BA) para estimular la formación de brotes, el cual inhibió la 

formación de raíces, la mejor inducción que obtuvo fue de 1-3 brotes/explante al término de 6 

semanas. El enraizamiento lo logró con facilidad en brotes aislados de cultivos inclusive sin la 

necesidad de adicionar reguladores de crecimiento al medio de cultivo. Comparando con las 

otras dos especies, la inducción de enraizamiento fue baja (Harbaje et al., 2009). 

 

Posterior a esto Gómez en el 2004, utilizando brotes y semillas evaluó la inducción de brotes 

con 6-bencilaminopurina (BAP) y el enraizamiento con ácido indolacético (AIA) en tres 

concentraciones diferentes, estableciendo así que las concentraciones óptimas para el 

crecimiento de esta especie son 0.5 mg/l de BAP con un logro de 12 brotes/explante y 3 mg/l 

de AIA para obtener un 90% de plántulas mayores a 2 cm con raíces de 3 cm de longitud 

(Gómez, 2004). 

 

En el 2001 Choffe indujo la germinación in vitro de semillas utilizando dos medios de cultivo 

MS y B5 con 1.5 % de sacarosa. Posteriormente, analizó el potencial regenerativo de 

inducción de raíces, utilizando dos tipos de explantes (hipocótilos y cotiledones) y tres 

diferentes auxinas, ácido indolbutírico (AIA), IBA y ANA. Los resultados que reportó son que 

en hipocótilos bajo concentraciones de 5 y 10 µmol/l de IBA en el medio nutritivo se inducían 

5-6 raíces por explante, mientas que en AIA a concentraciones de 5, 15 y 20 µmol/l originaban 

4.7, 4.2 y 4.5 raíces por explante respectivamente. En los explantes de cotiledones el cultivo 

con 50 µmol/l de IBA mostró una mejor respuesta ya que indujo un promedio de 9.7 raíces por 

explante y en 15 µmol/l 9.1 raíces/explante. Todas estas respuestas se evaluaron a los 28 d 

(Choffe et al., 2001). En cuanto al cultivo de raíces, en el 2011 Santana logra obtener 13.2 

raíces/explante con una longitud de 8 cm y peso de 0.9 g, a una concentración de 0.5 mg/l de 

ANA en medio MS al 100 % (Santana, 2011).  

 

El cultivo in vitro de plántula y órganos de esta especie se ha extendido, y paralelamente se 

reporta el éxito del cultivo de callos y de células en suspensión, cuyos fines en la investigación 

científica son múltiples (análisis histológicos, fitoquímicos, farmacológicos etc.). Estas 

técnicas permiten tener independencia de la ubicación geográfica y de los factores climáticos 
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adversos que pueden limitar su producción en campo, un sistema de producción definido, una 

mayor consistencia en la producción (tanto en cantidad como en calidad) y menores tiempos 

de producción (Crawford, 1995). 

 

2.5.4.1 Cultivo de callo de Echinacea purpurea (L.) Moench 

Un callo es el crecimiento in vitro de una estructura vegetal amorfa, por lo general clorofílica, 

que se forma a partir de un fragmento de tejido, colocado sobre un medio de cultivo adecuado, 

y en cuyo desarrollo pueden observarse varias fases: La inducción (constituye la activación del 

metabolismo), la desdiferenciación y la división celular (se definen por los cambios en el 

tamaño, estructura y metabolismo de las células). El callo presenta un crecimiento exponencial 

de naturaleza radial, con una duración aproximada de 3-4 semanas antes de alcanzar la fase 

estacionaria, durante estas etapas, las células vegetales conservan la capacidad de mantener 

activas todas sus funciones metabólicas de manera indistinta al tejido de su procedencia, 

(totipotencia) (Slack, 2001).  

 

Con respecto a E. purpurea este tipo de cultivo (de callos) se reporta a partir del 2001, donde 

Wayner logró obtener callo a partir de explantes de hoja y además determinó que el periodo de 

subcultivo óptimo para el mantenimiento del callo en medios MS suplementados con 0.5 mg/l 

de 2,4–D es de aproximadamente 30 d, las condiciones ambientales fueron: un fotoperiodo de 

16 horas luz por 8 de oscuridad y una temperatura de 22+1°C (Wayner, 2001). En el 2002 

Koroch y colaboradores realizaron dos experimentos; el primero para la inducción de callo y 

brotes y el segundo para la inducción de raíz y regeneración de brotes a partir de secciones de 

hoja. En cuanto al primer experimento se evaluó en medio MS diferentes concentraciones de 

BAP y ANA. Obteniendo un alto número de brotes por explante (7.7 brotes/explante), los 

cuales al tener 1.5 cm de altura se transfirieron a medios con IBA para inducir raíz, el número 

más alto fue obtenido con 2.46 y 4.9 µM de IBA (4.8 raíces/explante). Pero en 

concentraciones más altas de 2.46 µM de IBA generaron callo en la base de los brotes y 

suprimían la elongación de las raíces. La frecuencia más alta de enraizamiento y de la longitud 

más larga de las raíces se presentó en una concentración de (0.49 µM) de IBA (Koroch et al., 

2002).  
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Hasta la fecha se ha reportado la inducción de callo a partir de hoja y de la base de brotes, sin 

embargo la mayoría de las investigaciones realizadas sobre el cultivo in vitro de E. purpurea 

son con fines de propagación y de obtención de extractos provenientes de tejidos u órganos 

formados (Liqing  et al., 2005). No obstante esto puede indicar que la síntesis de los principios 

activos en el vegetal se debe a una asociación de células muy especializadas (tejidos u 

órganos) (Schlatmann et al., 1996). En este sentido es bien conocido que la biosíntesis de 

aminas y alcaloides tienen lugar en la mitocondria; en el caso del ácido caféico debido a su 

fitotoxicidad son almacenados en las vacuolas o bien pueden conjugarse con otros 

componentes de la pared celular (Edwards y Gatehouse, 1999).  

 

Los metabolitos secundarios desempeñan un importante papel en la interacción de la planta 

con otros organismos (como sustancias de defensa frente a patógenos, fitófagos y estrés 

ambiental) (Levin, 1976). La defensa mediante compuestos químicos tiene dos vertientes: 

aquellos compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular que están estructuralmente 

presentes en todas las etapas del desarrollo de las plantas, en alguna fase de su ciclo biológico 

o bien que son producidos después de una infección pero a partir de compuestos ya existentes 

y que algunos autores llaman inhibitinas (Grayer y Harborne, 1994) y otros fitoanticipinas o 

también compuestos constitutivos (VanEtten et al., 1994). 

 

2.5.4.2 Metabolitos secundarios constitutivos 

Los productos del metabolismo primario son comunes a todas las especies de plantas y 

constituyen un número limitado de compuestos, mientras que los originados del metabolismo 

secundario presentan una mayor variedad al igual que su distribución entre especies de 

plantas, pudiendo incluso limitarse a una única especie o algunas especies relacionadas 

(Rhodes, 1994). Los metabolitos secundarios (MS) no se encuentran uniformemente 

distribuidos en la planta, sino que suelen localizarse en órganos determinados o en ciertos 

tejidos o células especializadas dentro de un árgano de la planta. Frecuentemente, el órgano 

donde se acumulan estos compuestos es diferente al de biosíntesis. Existen también los MS 

constitutivos, estos se sintetizan en todos los órganos o tejidos de la planta derivándose del 

metabolismo primario, pero se almacenan en órganos o tejidos diferentes a los de su síntesis, a 

través de la redistribución de sus precursores por el xilema y/o floema, o por el espacio 
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apoplástico (Hashimoto et al., 1967), su síntesis depende de la etapa de desarrollo de la planta 

y sus niveles solo se incrementan como parte de la respuesta al estrés abiótico o biótico, lo 

cual es importante para la supervivencia de las plantas (Rhodes, 1994). 

 

En la actualidad, no existen reportes acerca de esta interacción celular en el género Echinacea, 

en particular en la especie E. purpurea, la mayoría de los estudios del cultivo in vitro se 

centran en el establecimiento del medio óptimo de crecimiento y la micropropagación (Paek et 

al., 2009), y se desconoce por completo si los metabolitos secundarios con actividad 

farmacológica son específicos de la raíz o simplemente se ensamblan y acumulan en este 

órgano. Por otro lado, el cultivo de callo de diferentes órganos, representa una alternativa 

biotecnológica para el estudio fitoquímico y farmacológico de los metabolitos secundarios 

constitutivos en cada línea celular originada, considerando que este cultivo puede ser 

influenciado y depender directamente del tipo de explante (Palma, 1995). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

E. purpurea es una especie con múltiples usos en la medicina tradicional por atribuírsele 

actividad sobre el sistema inmunológico y recientemente en especies del mismo género 

destaca la actividad ansiolítica. No obstante su propagación mediante el cultivo tradicional ha 

sido muy difícil, debido a que la raíz es el órgano más utilizado, por lo cual su cultivo masivo 

representa un reto. Sin embargo, mediante el uso de herramientas biotecnológicas como el 

cultivo in vitro se buscan alternativas que permitan la propagación y la obtención de biomasa a 

gran escala, para la extracción y aprovechamientos de principios activos. Entre las técnicas 

biotecnológicas ampliamente utilizadas se encuentra el cultivo de callos, que permite la 

manipulación genética de plantas, micropropagación, estudios del metabolismo y de desarrollo 

celular de plantas, así como para la producción comercial de productos naturales (metabolitos 

primarios y secundarios).  

 

Existen reportes sobre el establecimiento del cultivo de callos de E. purpurea para la 

micropropagación, la obtención y aislamiento de protoplastos e incluso para su estudio 

morfogénico e histológico. Sin embargo, considerando que el crecimiento, desarrollo celular y 

metabolismo bioquímico del callo puede ser influenciado por el tipo de explante (hoja, 

hipocótilo, raíz, base del tallo, flor); es interesante evaluar la calidad y cantidad de principios 

activos en extractos acuosos y etanólicos, provenientes de callos originados de tres diferentes 

órganos, de tal manera que pueda discernirse si la síntesis de los principios activos en esta 

especie, es influenciada por el tipo de explante o si se trata de metabolitos secundarios 

constitutivos. 

 

En la actualidad no existen antecedentes, de la evaluación comparativa de la inducción de 

callogénesis, a partir de diferentes explantes complementada con un análisis químico y 

farmacológico, para descifrar si los callos cultivados in vitro sintetizan los metabolitos 

secundarios con actividad farmacológica. Con base en lo anterior se planteó la obtención de 

líneas celulares de callo originados de distintos explantes de E. purpurea, como material 

vegetal para su evaluación biológica en modelos animales de inflamación y ansiedad. 
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4.- HIPÓTESIS 

Con base en los antecedentes biotecnológicos, etnomédicos y farmacológicos del género 

Echinacea, los callos desarrollados de distintos órganos (hoja, raíz o tallo) de la especie 

Echinacea purpurea (L.) Moench presentarán características morfológicas que dependerán del 

tipo de explante de donde provienen; considerando además que la raíz es el sitio de 

acumulación de principios activos, entonces los extractos polares obtenidos del callo derivado 

de ésta presentarán el mayor efecto ansiolítico y/o antiinflamatorio en diferentes modelos 

biológicos, en comparación con los de la raíz cultivada in vitro. 
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5.- OBJETIVOS 

a) Objetivo general  

Evaluar la actividad antiinflamatoria y ansiolítica de extractos polares obtenidos de callos 

provenientes de explantes de hoja, de raíz y de base del tallo de la especie Echinacea purpurea 

(L.) Moench, en comparación con los de la raíz cultivada in vitro. 

 

b) Objetivos particulares 

 Obtener material vegetal de E. purpurea. 

 Caracterizar cinéticamente el crecimiento de callos de raíz, hoja y base del tallo. 

 Determinar cualitativamente la presencia de los diferentes compuestos contenidos en los 

extractos etanólico y acuoso provenientes de líneas celulares de callos y raíz de E. 

purpurea, utilizando cromatografía en capa fina y reveladores específicos. 

 Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto acuoso y etanólico provenientes de callos y 

de raíz de E. purpurea, sobre el edema auricular de ratón inducido por TPA. 

 Evaluar el efecto ansiolítico y sedante del extracto acuoso y etanólico provenientes de 

callos y de raíz de E. purpurea en ratón ICR mediante diferentes modelos biológicos. 

 Caracterizar el extracto de mayor actividad biológica, mediante una curva dosis-respuesta, 

utilizando los modelos de campo abierto, claro-oscuro y potenciación de barbitúricos. 
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6.- MATERIALES Y MÉTODOS 

En la Figura 4 se muestra el esquema del desarrollo general del presente trabajo, el cual se 

realizó en el laboratorio de Cultivo de Células y Tejidos Vegetales del Centro de Desarrollo de 

Productos Bióticos CEPROBI-IPN, ubicado en Yautepec Morelos, México; la sección 

farmacológica y fitoquímica se realizó en el Centro de Investigación Biomédica del Sur 

(CIBIS-IMSS), ubicado en Xochitepec Morelos, México. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Germinación de semillas de Echinacea 
purpurea (L.) Moench 

Induccion de brotes adventicios  

Inducción de raíces 

Inducción de callo a partir de 
raíces y hoja 

Obtención de extractos 
etanólicos y acuosos 

Pruebas fitoquímicas 

Evaluación farmacológica 
antiinflamatoria y ansiolítica 

Efecto de los RCV y 

cinéticas de crecimiento 

Figura 4. Diagrama de flujo de la metodología general del trabajo. 

Pruebas de: 

infamación inducida 

por TPA, CA, CO y 

Potenciación de 

barbitúricos.  
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6.1 Materiales 

6.1.1 Material biológico 

Material vegetal. Para la inducción de callogénesis se partió de semillas de la especie E. 

purpurea, compradas con el distribuidor comercial “Semillas Las Huertas”, las cuales 

previamente se desinfestaron para inducir su germinación en medio nutritivo bajo condiciones 

in vitro; posteriormente se propagó mediante la inducción de brotes a partir de fragmentos de 

raíz. De las plántulas obtenidas se utilizaron las hojas, raíces y base de tallo para la producción 

de callo. 

 

Animales de experimentación. Para las pruebas biológicas se utilizaron ratones consanguíneos 

de la cepa ICR (machos) que fueron adquiridos con el distribuidor Harlan (México, D.F). Los 

cuales tenían un peso promedio de 35 g. El manejo de los animales de experimentación se 

llevó a cabo siguiendo la norma oficial mexicana NOM-062-ZOO-1999 que se refiere a las 

especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de animales de laboratorio. 

 

6.1.2 Materiales, equipos y reactivos 

Los equipos empleados fueron: Autoclave eléctrica y de gas marca Aesa® modelo CV-250, 

potenciómetro Jenco Electronics® modelo 1670, rotavapor Heidolph® modelo B-490, 

liofilizadora Heto Drywinner®, sonicadora Cole Parmer® modelo 8850, congelador General 

Electric®, cámara UV UVP® modelo UVGL-58, balanza analítica Alliance® modelo 2695 y 

Microscopio óptico y Campana de flujo laminar (ALDER No. 5481). Los reactivos usados 

fueron: gelrite®, sacarosa, NaOH y HCl, Medio MS (Murashige and Skoog, 1962) marca 

Sigma Plot®, ANA, 2,4-D, Cinetina (Kin), BAP, metanol (CH3OH), etanol (CH3CH2OH), 

agua destilada, benzal, acetona (CH3CO CH3) y cloroformo (CHCl3); todos de grado reactivo.  

 

En la prueba de exploración Claro-Oscuro se utilizó una caja de acrílico de 60 cm de largo por 

28 cm de ancho, con paredes de 28 cm de alto, la abertura que conecta ambos lados es de 5 por 

5 cm (Figura 7). Para el ensayo de Campo Abierto se utilizó un equipo de acrílico con paredes 

transparentes de 15 cm de altura y piso negro de 30/30 cm, dividido en 9 cuadrados de igual 

área (Figura 8). Para la prueba de Potenciación de barbitúricos se utilizaron cajas de acrílico 

transparente de 30/20 cm con paredes de 15 cm de alto. 
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6.1.3 Medio de cultivo 

Medio de cultivo MS (Sigma M5519), adicionado con sacarosa (30 g/l) y Gelrite® (4 g/l) 

ajustado a pH 5.8 con NaOH y HCl 1N y 0.1N, según se requirió; se esterilizó a 121 °C (1.06 

kg/cm
-2

) por 17 minutos. Los RCV que se utilizaron en combinación para inducir la formación 

de callo en raíz y hoja fueron 2,4-D y Cinetina en concentraciones de 0.0-1.0 mg/l (Santana, 

2011 y Gómez, 2004); para estimular la formación de brotes BAP (0.1 mg/l) y para el 

enraizamiento ANA (0.5 mg/l) (Santana, 2011). Las condiciones físicas en la cámara de 

cultivo fueron: fotoperiodo de 16 horas luz por 8 horas de oscuridad, 150-200 (µmol/m
2
s) y 

una temperatura de 25+2º C.  

 

6.2 Métodos  

 

6.2.1 Protocolo de desinfestación y germinación de semillas de E. purpurea  

La desinfestación se llevó a cabo como se indica en la  Figura 5. Las semillas libres de 

microorganismo se colocaron en medio de cultivo MS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inmersión de las semillas en solución de etanol al 70% por 1minuto 

Inmersión en solución de cloro comercial (cloralex) al 10% + 2 gotas de Tween 

20 durante 10 minutos 

Cinco enjuagues con agua destilada estéril 

Siembra en medio de cultivo 

Figura 5. Protocolo de desinfestación de semillas de E. purpurea (Adaptado de: Loaiza et al., 2004). 

Cinco enjuagues con agua destilada estéril 
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6.2.2 Inducción de brotes adventicios a partir de fragmentos de raíz E. purpurea 

Se utilizaron 10 explantes de raíz por frasco, el cual contenía 20 ml de medio nutritivo MS al 

100% + BAP (0.1 mg/l) (Santana, 2011). Las raíces de 8 semanas de edad y coloración rojo-

marrón, se seccionaron en fragmentos de 1.5-2.0 cm de longitud. Se realizaron 20 repeticiones 

en total y cada 7 días por un periodo de 6 semanas fueron evaluadas.  

Para obtener el número de brotes por explante se aplicó la ecuación (1): 

 

Número de brotes/explante 
                          

                   
                                                            (1) 

 

6.2.3 Inducción del enraizamiento de brotes de E. purpurea 

Se evaluaron brotes de tres altura 1.0, 2.0 y 3.0 cm, los cuales se sembraron en medio nutritivo 

MS al 100% adicionado con ANA (0.5 mg/l) (Santana, 2011). Se colocaron 4 explantes por 

frasco (10 frascos por tamaño de brote), y la inducción de rizogénesis se evaluó cada 7 d por 

un periodo de 6 semanas. La unidad experimental consistió de un brote, las repeticiones 

realizadas fueron 10 y n=40 para cada tamaño de brote. 

 

6.2.4 Inducción de callo a partir de hoja y raíz de E .purpurea 

La inducción de callogenésis en fragmentos de raíz y hoja se evaluó mediante un diseño 

factorial completamente al azar (Tabla 1) y 2 tratamientos más a los cuales no se les adiciono 

reguladores solo se disminuyó la concentración de sales. Los fragmentos de tejido vegetal 

fueron colocados en medio de cultivo semisólido con la concentración de RCV según 

correspondiera; en el caso de hoja se utilizó el pecíolo (P) y la lámina foliar (LF) por separado, 

colocándose 9 fragmentos de cada uno por frasco. El diseño experimental fue el mismo para 

ambos tipos de órganos (Wayner, 2001).  

 

Los callos obtenidos de raíz se designaron con la abreviatura CR los de hoja CH. La unidad 

experimental fue el explante, se realizaron 3 repeticiones y n=27, en cada tratamiento. 
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Tabla 1. Factorial para evaluar la inducción de callo a partir de hoja/raíz de E. purpurea. 

 

 

 

 

 

 

  

Los variables evaluadas fueron: tiempo de inducción de callogénesis, color del callo y 

consistencia (friabilidad); también se consideró la formación de raíces secundarias y pelos 

absorbentes, la elongación del explante y la vitrificación; la cual se determinó cortando el 

explante con ayuda de un bisturí y si estaba endurecido y mantenía una apariencia cristalina se 

clasificó como explante vitrificado.  

 

Para definir la friabilidad de los callos, se tomó un inoculo de 0.5 g y se introdujo en un 

matraz que contenía medio nutritivo líquido, el cual se sometió a una agitación constante de 

100 rpm durante 2 minutos. De esta manera si se observa la disgregación de las células se 

decía que eran friables. Los tres tipos de callos se disgregaron por completo e inclusive se 

observó el crecimiento del cultivo (Figura 17e). De tal manera que se mantuvieron esas líneas 

celulares para obtener rendimientos de biomasa y de sus extractos, sin realizarse cinética de 

crecimiento. Durante la inducción de callos en explantes de hoja, se consideró la respuesta de 

oxidación del tejido. Para facilitar la medición de los parámetros anteriores se estableció una 

simbología la cual se manejará en todo el escrito (Tabla 2). Los callos obtenidos se separaron 

de los explantes y se subcultivaron cada 21 d bajo iguales condiciones de temperatura y 

fotoperiodo. 

 

Tabla 2. Simbología utilizada durante la evaluación de inducción de callogénesis. 

Consistencia Color Otras características 

Friable F Verde V Elongación de explante  EE 

No friable NF Café Marrón CM Formación de raíces secundarias FRS 

  Café C Oxidación O 

  Blanco B Vitrificación V 

  Incoloro I Formación de callo FDC 

Auxinas/2-4-D Citocininas/KIN 

Tratamientos (mg/l) 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 

0.00 A B C D E 

0.25 F G H I J 

0.50 K L M N Ñ 

0.75 O P Q R S 

1.00 T U V W X 

MS al 25%  

MS al 50%  
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6.2.5 Cinéticas de crecimiento 

La caracterización cinética del crecimiento de los callos, se realizó colocando un inóculo 

inicial de 1 g de callo en peso fresco, según correspondiera al tratamiento; posteriormente cada 

7 d se pesaron los callos de 5 frascos, para ello, se colocaron sobre una caja Petri cuyo peso se 

conocía, después se colocaron en una estufa de vacío a una temperatura de 60 ºC, por 48 h, se 

enfrió en desecador y se pesó nuevamente, finalmente por diferencia de pesos con respecto a 

la caja Petri se obtuvo el peso seco. El crecimiento se determinó mediante la velocidad 

específica de crecimiento (µ) (d
-1

) y por el índice de crecimiento porcentual (IC%) (Wayner, 

2001). Para determinar la velocidad específica de crecimiento se consideraron los datos 

logarítmicos del crecimiento en base al peso seco de callos de E. purpurea, la cual 

correspondió al valor de la pendiente del gráfico obtenida del logaritmo de biomasa versus 

tiempo; una vez obtenida se utilizó para calcular el tiempo de duplicación (td), a través de la 

ecuación (2): 

 

    
   

 
 
     

 
                                                                                   (2) 

Donde: 

(µ)=velocidad especifica de crecimiento, (Ln)=logaritmo natural, (td)=tiempo de duplicación.  

Por su parte el índice de crecimiento (%) se calculó mediante la ecuación (3): 

 

 

                                                                                                                     (3) 

 

Donde: 

(X)= peso seco final de los callos, (X0)= peso seco inicial de los callos, (IC)= índice de 

crecimiento. 

 

6.2.6 Obtención de biomasa en peso seco y determinación de la humedad 

Se cosecharon los callos de los tres tratamientos, se eliminó el exceso de humedad con una 

toalla de papel, enseguida se colocaron en cajas Petri dentro de una estufa de secado por 5 d a 

60 ºC, cada 24 h los callos se pesaron hasta obtener un peso constante (sequedad), este 

procedimiento se realizó por triplicado en cada tratamiento (Wayner, 2001). 

 

X 100 



IC 
X  X0 
X0
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Extracciones etanólicas  Extractos obtenidos 

Concentración de las extracciones  

Figura 6. Procedimiento para la obtención de los diferentes extractos. 

Trituración y maceración 

6.2.7 Obtención de los extractos acuosos y etanólicos y cálculo del rendimiento 

La biomasa seca obtenida de los tres tipos de callos, por separado se trituró en un mortero de 

porcelana hasta la obtención de un polvo, después se colocó en un recipiente de vidrio para su 

maceración en 250 ml de etanol durante 48 h (1:3 p/v, gramos de muestra por ml
-1

 de 

solvente), se filtró en papel Watman del No. 1 y el residuo sólido se maceró en metanol por 2 

h. Nuevamente se filtró y el residuo se dejó macerando en agua destilada por 48 h más, todas 

las maceraciones se realizaron a temperatura ambiente.  

 

Finalmente, el producto filtrado se concentró en un evaporador rotatorio a presión reducida y 

una temperatura de 50 ºC, con agitación constante de 70 rpm, en matraces bola cuyo peso 

constante se conocía (Figura 6). Todos los extractos se liofilizaron a una temperatura de -70 

ºC durante 3 h. Posteriormente los matraces se pesaron, y por diferencia de peso se obtuvo el 

rendimiento total (Santana, 2011), se realizaron 3 repeticiones para cada línea celular. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CR Raíz CH CB 

Extracciones 

CR R

a

CB CBS CH CRS CHS 
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6.2.8 Identificación de alcamidas y flavonoides en el extracto acuoso y etanólico 

Se emplearon placas de sílica gel en fase reversa (cromatofolios Merck®), las cuales fueron 

cortadas de 5 cm de alto por 4 cm de ancho, se marcaron con puntos los lugares donde se 

aplicaron las muestras, dejando una distancia hacia el borde inferior de 1 cm; se colocaron 

pequeñas gotas de los diferentes extractos con ayuda de capilares. La placa se llevó a 

calentamiento en parrilla por 5 s para secar las muestras. La fase móvil utilizada fue 

cloroformo:acetona (CHCl3:CH3(CO)CH3), en una proporción de 95:5 respectivamente. Para 

observar la eficiencia de las fases, se corrieron algunas placas para ver la separación de los 

extractos y de esta forma hacer los ajustes correspondientes, y finalmente escoger dicha 

proporción de disolventes. Las placas fueron sometidas en este sistema de elución por 2 min 

aproximadamente hasta que el disolvente migró hacia la parte superior, a través del sorbente.  

 

Para revelar el grupo de alcamidas presentes en las muestras se utilizó el ácido 

fosfomolibdico, con el cual estas sustancias revelan en color azul y el 4-hidroxibenzaldehido, 

con el que revelan en color morado, el cual fue preparado mezclando 0.5 mg de 4-

hidroxibenzaldehído (Merck), 10 ml de ácido sulfúrico y 90 ml de etanol (Wagner, 1996). 

Para evidenciar la presencia de flavonoides se utilizó un compuesto específico llamado 2-

aminoetil difenilborinato (1% en metanol), que indican la presencia de estos compuestos con 

coloraciones que van de amarillo a naranjas brillantes. Después de aplicar los reveladores con 

ayuda de un hisopo, las placas se colocaron en una parrilla a 150 ºC durante 5-10 s y 

nuevamente se observaron en la cámara de UV (Santana, 2011) con una longitud de onda larga 

(360 nm) y corta (254 nm), dentro de este intervalo revela la presencia de alcamidas y 

flavonoides, ya que estos contienen anillos aromáticos que presentan resonancia magnética. Al 

pasar la luz UV a través de ellos presentan coloraciones oscuras, azules, naranjas o amarillas 

dependiendo del tipo de compuesto (Martínez, 2005). 

 

6.2.9 Evaluación de la actividad antiinflamatoria y ansiolítica 

6.2.9.1 Diseño experimental 

Todos los roedores se acondicionaron por lo menos dos semanas antes de la experimentación 

en un bioterio a una temperatura de 25 °C, con un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h, con 

acceso libre al agua y alimento. Durante la experimentación, los ratones fueron trasladados a 
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un laboratorio sono-amortiguado, a una temperatura de 25 °C con luz roja de 15W, se evitó 

usar perfumes y loción, también se permaneció en silencio. Se formaron grupos de 7 ratones 

para los modelos de CA, CO y para la prueba de Potenciación de barbitúricos y de 5 para la de 

TPA. La administración oral de los diferentes tratamientos se realizó, mediante el uso de una 

cánula metálica, siguiendo el esquema de administración mostrado en la Tabla 3. 

 

El control positivo de las pruebas de actividad de SNC, fue el diacepam (DZP) y para la 

prueba de actividad antiinflamatoria fue la dexametasona (DEX). Los tratamientos evaluados 

fueron: extracto acuoso de raíz (EAR), extracto etanólico de raíz (EER), extracto etanólico de 

callo de raíz (EECR) y extracto acuoso de callo de raíz (EACR). El extracto etanólico de cada 

muestra vegetal fue disuelto en una solución al 1 % de Tween 20, este vehículo también sirvió 

como grupo control negativo (Vehículo-VEH). El extracto acuoso de las muestras fue disuelto 

en agua. El tratamiento que provocó el mejor efecto ansiolítico, se evaluó a diferentes dosis 

(50, 100 y 200 mg/kg) para la construcción de una curva dosis-respuesta.  

 

 

Tabla 3.Tratamientos usados en las pruebas farmacológicas. 

  

Actividad 

farmacológica 

Prueba Tratamient

os 

Dosis Esquema de 

administración 

Vía de 

administración 

Anti-

inflamatoria 

 

Inflamación 

inducida por 

TPA 

RE, CRE, 

DEXM, 

200mg/kg 

 

Inmediato a la prueba Tópica 

RA, CRA,  200mg/kg 48, 24, 12 h y 

30 minutos antes de 

la prueba 

Oral 

DEXM 1.0 mg/kg 30 minutos antes de 

la prueba 
Intraperitoneal 

(ip) 

Sobre SNC 1. Potenciación 

de 

barbitúricos 

2. Claro-

Oscuro 

3. Campo 

Abierto 

RA, CRA, 

TWEEN 20 

al 1%, 

200mg/kg 

 

48, 24, 12 h y 30 

minutos antes de la 

prueba 

Oral 

CRE 200mg/kg 

100mg/kg 

50mg/kg 

48, 24, 12 h y 

1 hr antes de la 

prueba 

Oral 

DZP 1.0mg/kg 30 minutos antes de 

la prueba 
Intraperitoneal 

(ip) 
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6.2.9.2 Evaluación de la actividad antiinflamatoria mediante la prueba de: 

Inducción de inflamación por TPA 

Después de marcar y pesar a los ratones, éstos fueron anestesiados con pentobarbital sódico a 

una dosis de 55 mg/kg, vía ip, en estado hipnótico se les administró en la oreja derecha 10 µl 

de etanol al 70% tanto interna como externamente (control de manipulación), en la oreja 

izquierda se aplicaron los tratamientos correspondientes: 10 µl en la parte interna y otra 

cantidad igual en la parte externa y 15 minutos después el inductor de inflamación (TPA), 

transcurridas 4 horas, los roedores fueron sacrificados en una cámara de gases, para 

posteriormente perforar cada una de las orejas y obtener segmentos circulares de 6 mm de 

diámetro del pabellón auricular, las secciones recortadas se pesaron inmediatamente, para 

determinar por la diferencia de peso entre ambas orejas, la actividad antiinflamatoria 

(Nakadate, 1989 y Pérez et al., 2001). 

 

6.2.9.3 Evaluación del efecto ansiolítico mediante la prueba de exploración Claro-

Oscuro 

Se colocó al ratón en el centro del compartimiento iluminado, con la cara hacia la abertura, se 

midió la actividad de cada ratón durante 5 minutos de duración de la prueba (Figura 7) 

(Holmes et al., 2001). Los parámetros registrados fueron: 

1. El periodo de latencia que es el tiempo antes de dejar por primera vez el LC y pasar al LO.  

2. El número de transiciones entre las dos áreas de la caja.  

3. El tiempo que permaneció en cada lado.  

 
Figura 7. Modelo de exploración Claro-Oscuro. 

LC LO 
Orificio de conexión entre LC y LO 
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Figura 8. Modelo de Campo Abierto. Cuadro central ( .), Cuadros de la periferia (   ) 

 

6.2.9.4 Evaluación del efecto sedante mediante la prueba de Campo Abierto 

Se colocó al ratón en el centro de la caja de acrílico para determinar su patrón conductual y 

actividad exploratoria durante 5 minutos (Figura 8) (Prut y Belzung, 2003). Este dispositivo 

cuadriculado, desconocido para el roedor, previene el escape por la implementación de 

paredes. Los parámetros evaluados fueron: 

1. El número de cruces de líneas de cada cuadrante en el piso (estos se registraron solo 

cuando las cuatro patas de los ratones estaban completamente dentro del cuadro).  

2. La frecuencia de estiramientos verticales (EV). 

 

Los parámetros etológicos que se midieron fueron: 

a) Locomoción periférica. El número de veces que se ocupó un cuadro de la periferia (P). 

b) Número de veces que el roedor atravesó el centro (C). 

c) Número de veces que el ratón se alzó en dos patas (R). 

d) Esta prueba se realizó inmediatamente después de la prueba de claro-oscuro. 

 

   

 

 

6.2.9.5 Evaluación del efecto sedante (prueba de Potenciación de barbitúricos) 

El efecto anestésico del pentobarbital se presenta a una dosis por arriba de 50 mg/kg para 

ratón. Esta prueba consistió en la administración previa (Tabla 3) de los diferentes 

tratamientos, a la aplicación del barbitúrico el cual fue a una dosis sub-efectiva de 40 mg/kg. 

Enseguida de la administración ip del pentobarbital los animales fueron colocados sobre cajas 

individuales, y con la ayuda de un cronómetro se midió: 
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1. La latencia (en segundos), registrada como el periodo de tiempo desde que se 

administra el fármaco y hasta que se observa la pérdida del reflejo de enderezamiento 

(inicio del estado hipnótico). 

2. La duración de la hipnosis (en segundos), que es el periodo de tiempo a partir de la 

pérdida del reflejo de enderezamiento y hasta la recuperación de éste.  

 

6.2.10 Análisis estadístico 

a) Los datos obtenidos fueron vertidos en una tabla, y se muestran mediante graficas de barras 

los parámetros más relevantes de cada prueba. 

b) Los datos se analizaron con un ANOVA de una vía, que permitió determinar diferencias 

significativas entre las medias poblacionales, con un nivel de confianza del 95% (p≤0.05); 

seguida de una prueba post-Bonferroni para comparaciones múltiples. El programa estadístico 

utilizado fue el spss versión 11. 

 

La significancia estadística en todos los estudios se estableció respecto a los grupos de 

animales que recibieron el vehículo (control negativo), en la prueba de TPA fue agua y en las 

pruebas de evaluación de la actividad ansiolítica Tween 20 al 1%. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Obtención del material vegetal 

7.1.1 Inducción de brotes adventicios a partir de fragmentos de raíz de E. 

purpurea 

Como se puede observar en la Figura 9, desde los 7 d hay formación de brotes pero es a los 

35 d cuando esta especie logra el rendimiento más alto (95%); después se estabiliza la 

respuesta. En un plazo de 45 d se registraron en promedio 3.42 brotes/explante (Figura 10), 

aunque existe la posibilidad de que el promedio fuera más elevado si se hubiera renovado el 

medio de cultivo a las 4 semanas, para descartar que el consumo de nutrientes afectara el 

número de brotes/explante inducidos. Con base en la prueba de ANOVA, estadísticamente 

existe diferencia significativa entre los tiempos de 7, 14, 21 y 28 d (p<0.5). Mientras que entre 

los 28, 35 y 42 d no la hubo (p>0.05), lo que indica que después de los 28 d ya no hay 

formación de brotes adventicios. 
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Figura 9. Evaluación de la inducción de brotes a partir de explantes de raíz de E. purpurea, con BAP 

(0.1 mg/l) a los 7, 14, 21, 28, 35 y 42 días, n=100. ANOVA *p<0.05.  
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Algunos autores indican que en ciertas especies, luego de un período de estabilización como el 

aquí observado, los brotes producidos aumentan su potencial de multiplicación, debido 

posiblemente a un fenómeno de adaptación de los tejidos al cultivo in vitro, también 

mencionan que muchos tejidos comienzan a producir sus propias citocininas en estas 

condiciones, lo que hace que se presente una mayor estimulación hacia la formación de brotes 

axilares y adventicios (Loaiza et al., 2004). Por los resultados obtenidos es muy probable que 

E. purpurea presente esta respuesta de habituación, por mostrar este mismo comportamiento 

biológico. 

 

Por otro lado los fragmentos que no formaron brotes (5 %), se alargaron creando un arco que 

finalmente se insertó en el medio nutritivo, la fracción superior que no tenía contacto con el 

medio formó pelos absorbentes (Figura 11a). El 100% de estos explantes de raíz presentaron 

la capacidad de regeneración de los tejidos internos y externos, de tal manera que a los 45 d de 

evaluación no se distinguía el lugar del corte, y además se formó una punta que mantuvo el 

geotropismo. Cuando los fragmentos alcanzaron una longitud de 4 cm (25 d de edad) 

presentaron una coloración café-marrón seguida de una punta blanca (Figura 11b y c). Cabe 

mencionar que la raíz de esta especie es en realidad un rizoma, lo cual explica su capacidad 

para regenerar brotes y os tejidos de respuesta a la gravedad (McKeown, 1999). 

Figura 10. Imágenes fotográficas que muestran: a) Inducción de brotes de E. purpurea a los 14 días, 

b) El subcultivo de brotes de 42 días de edad en medio MS adicionado con BAP (0.1 mg/l). 

(a) (b) 

5 cm 5 cm 
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Figura 11. Imágenes fotográficas que muestran: (a) Pelos absorbentes, (b) Regeneración y 

alargamiento de la raíz, (c) Raíz de 4.0 cm con punta blanca seguida de una coloración rojo-marrón. 

Durante la evaluación de inducción de brotes a partir de fragmentos de raíz, con BAP (0.1 mg/l). 

 

 

Comparando los resultados obtenidos, Gómez en el 2004, reportó que las condiciones óptimas 

para la inducción de brotes de E. purpurea, son MS al 100% con 0.5 mg/l de BAP, logrando 

12 brotes por explante en un periodo de 6 semanas, utilizando brotes provenientes de la 

germinación de semillas. Santana en el 2011, logró obtener de 3-4 brotes adventicios por 

fragmento de raíz en MS al 100% adicionado con 0.1 mg/l de BAP, en un tiempo de 4 

semanas. Harbaje en el 2001, utilizó semillas, puntas apicales y segmentos nodales para 

estimular la multiplicación de brotes utilizando benciladenina, logrando de 1-3 brotes por 

explante al término de 6 semanas.  

 

En el presente trabajo, se obtuvo un rendimiento de 3.42 brotes/explante con 0.1 mg/l de BAP, 

el cual se consideraría bajo; sin embargo una alta tasa de multiplicación obtenida con un 

contenido bajo de citoquininas es muy deseable, como lo obtenido en el presente trabajo, ya 

que la tendencia actual en la propagación de plantas, es el empleo de medios de cultivo cada 

vez más simples. Los resultados obtenidos son un alternativa rápida para la micropropagación 

(a) (b) 

(c) 

5 cm 5 cm 

5 cm 2 cm 
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de E. purpurea, sin la necesidad de utilizar brotes; únicamente fragmentos de raíz utilizando 

bajas concentraciones de RCV. Esto es relevante ya que se reducen los costos de obtención del 

material de propagación y a la vez se minimiza la variabilidad que se presenta durante el 

cultivo in vitro de esta especie. 

 

7.1.2 Inducción de enraizamiento de brotes de E. purpurea 

Los brotes de los tres diferentes tamaños comenzaron a vitrificarse desde los 7 d, finalmente 

los brotes de 1 y 2 cm de altura presentaron a los 42 d un porcentaje del 100% de vitrificación, 

y los brotes de 3 cm presentaron diferencia significativa (p<0.05) con un 15% de vitrificación. 

Como una segunda respuesta observada fue la formación de callo, el inicio del desarrollo de la 

masa celular se presenció a los 21 d, al término de los 42 d se obtuvo un porcentaje del 100, 90 

y 10% en los brotes de 1, 2 y 3 cm respectivamente; en los primeros dos no hubo diferencia 

estadística significativa (p>0.05), no así en los brotes de 3 cm (p<0.05) (Figura 12a y b). 

 

Con respecto a lo anterior se tienen antecedentes donde ANA es utilizado para incrementar el 

área de callos e inducir la formación de raíces en él, sin embargo estos resultados no son 

significativos en comparación con la cantidad de biomasa obtenida con 2,4-D, por lo que ANA 

es utilizado para la inducción de raíces y el 2,4-D para la formación de callos en E. purpurea. 

En el mismo estudio se reportó que las concentraciones mayores a 0,5 mg/l de ANA 

generaban vitrificación en el callo (Wayner, 2001).  

 

Sin embargo todos los callos formados en la base del tallo, a pesar de estar en presencia de 

0,5mg/l de ANA presentaron una coloración verde, el 100% fueron friables y presentaron un 

tamaño promedio de 1.0 cm de longitud por 0.7cm de altura (Figura 13 a y b), posteriormente 

se subcultivaron cada 21 d en el mismo medio de cultivo bajo las mismas condiciones 

ambientales (para posteriormente realizar su cinética de crecimiento y ser utilizados en las 

pruebas farmacológicas). No se presentaron problemas de vitrificación, por el contrario 

continuaron aumentando su volumen. Este crecimiento se debe a que ANA promueve la 

división celular (Wayner, 2001). Además se observó la tendencia del explante a formar la 

masa celular en la parte donde se realizó el corte (herida) con el bisturí, sin embargo los brotes 

de mayor tamaño fueron menos susceptibles a la formación de callogénesis. Con base en los 
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Figura 12. Respuestas evaluadas durante la inducción de rizogénesis en brotes de 1, 2 y 3 cm 

de altura con ANA (0.5 mg/l), evaluados por 6 semanas. a) Porcentajes de brotes vitrificados y 

b) Porcentaje de brotes que formaron callo, n=40. ANOVA, *p<0.05. 

resultados obtenidos se observó una relación positiva entre enraizamiento y brotes de 3 cm sin 

herida. Esta misma respuesta fue observada por Loaiza en el 2004, durante la inducción de 

rizogénesis de brotes de esta misma especie. Esta tendencia se relaciona a la presencia de 

ANA, debido a que estimula la división del cambium (Slack, 2001); y al realizar el corte en la 

base de los brotes cuyo tallo es muy corto se expone este tejido, donde se está llevando a cabo 

una alta división celular, y al hacer contacto con el medio suplementado con ANA, se estimula 

la división celular. 
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Figura 14. Raíces inducidas en brotes de 3cm de altura con ANA (0.5 mg/l), n=40. ANOVA, *p<0.05. 

 

Figura 13. Imágenes fotográficas que muestran: a) Callos formados en la base del tallo, en brotes de 

1.0 cm, b) Callo formado en la base del tallo en brote de 2.0 cm. Evaluación realizada a los 42 días. 
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En relación a la inducción de raíces, los brotes de mayor tamaño fueron los únicos donde se 

observó formación, presentándose de los 14 a los 21 d, posteriormente de los 28 a los 42 d el 

porcentaje de formación permaneció constante (7.5%) (Figura 14). Esto puede deberse a que 

la inducción se presenta en el primer periodo y en el segundo, los tejidos formados dirigen su 

metabolismo al crecimiento y desarrollo y no a la inducción de raíces. Estadísticamente existe 

diferencia significativa entre los 14 y los 21 d y entre los 21 y 28 d (p<0.05), después de la 

cuarta semana de evaluación no hubo diferencia estadística significativa (p>0.05). 
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Harbaje en el 2007 logró el enraizamiento de esta especie sin la utilización de RCV a las 6 

semanas, sin embargo el sistema radicular fue muy delgado, frágil y escaso; Koroch en el 

2002 obtuvo el mayor número de raíces (3.1 raíz por explante) y longitud lo obtuvo con IBA 

(0.49µMol/L). Choffe en el 2004, obtuvo 6 y 5 raíces por explante de hipocótilo con 5 y 

10µM/L de IBA y en explantes de cotiledón 9.7 raíces por explante con 50 y µMol/l de IBA, a 

los 28 días de subcultivo. Gómez en el 2004, a una concentración de 3 mg/l de AIA obtuvo un 

90% de plántulas mayores a 2 cm con raíces de 3 cm.  

 

Las diferencias observadas en los resultados anteriores se deben al tipo de explante utilizado 

para la inducción de raíces, puesto que la conformación estructural de los tejidos internos la 

concentración de los RCV (Palma, 1995), el tamaño y la edad del brote (Loaiza et al., 2004); 

influyen en la respuesta de diferenciación celular. En el caso particular de esta especie fue 

decisivo si el brote fue cortado o separado del tejido proveniente, lo que influyó de manera 

determinante en la generación de callo. 

 

Posterior a estos resultados se realizó una segunda evaluación, utilizando brotes de 3cm de 

altura de 5 semanas de edad, los cuales fueron separados de la plántula madre sin herir la base 

del tallo con el bisturí. Los resultados obtenidos son los siguientes: desde los 7 d hubo 

formación de raíces (2.7 raíces/brote), pero es hasta los 35 d cuando esta especie alcanza el 

mayor promedio: 14.5 raíces/brote (Figura 15), resultado similar al obtenido por Santana en el 

2011, quien reporta 13.29 raíces/brote con ANA (0.5 mg/l). Estadísticamente existió 

diferencia significativa entre los 7, 14 d y entre los 14 y 21 (p<0.05), a partir de los 28 d ya no 

se observó diferencia significativa (p>0.05).  

 

La raíz principal presentó en promedio una longitud de 9.0 cm, una coloración marrón con 

punta blanca, misma que se observó en las raíces secundarias (Figura 16). En el presente 

trabajo el uso de la auxina ANA fue determinante para estimular la división y alargamiento 

celular para la inducción y el crecimiento de los tejidos de la raíz. El desarrollo de este órgano 

se favoreció por la presencia de este RCV. 
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Figura 16. Imágenes que muestran el sistema radicular formado por brotes de 3 cm de altura y 6 

semanas de edad, en medio MS adicionado con ANA (0.5 mg/l). 

 
Figura 15. Número promedio de raíces inducidas por semana en brotes de 3 cm con ANA (0.5 mg/l) 

desprendidos de la planta madre, n=40. ANOVA, *p<0.05.  
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7.1.3 Inducción de callo a partir de raíz y hoja de E .purpurea 

 

Resultados de la inducción de CR: En la Tabla 4 se presentan en color morado los 

porcentajes de inducción de callos pequeños (0.6 cm de largo/ 0.1 cm de altura), en color 

verde se muestran los callos de tamaño mediano (0.7 cm de largo/ 0.2 cm de altura) y en color 

rosa los de tamaño grande (0.9 cm de largo/ 0.3 cm de altura), al término de los 42 d de 

evaluación. Los tratamientos M, N y Ñ indujeron en un 100% callos pequeños, el tratamiento 

que formó el mayor porcentaje de callos medianos fue el K. Los únicos tratamientos que 

formaron callos grandes fueron K y L; mientras que los tratamientos que no presentaron 

formación de la masa celular fueron E, O, T, W, 25% y 50%. Otras respuestas observadas 

fueron: el alargamiento del explante, destacando el tratamiento A y el MS al 25% presentando 

una longitud promedio de 1.3 y 2.5 cm respectivamente; la formación de raíces secundarias, 

siendo los tratamientos B y C los que mayor porcentaje presentaron con una longitud de 

0.5cm. 

 

Tabla 4: Respuestas observadas durante la evaluación de inducción de callogénesis en 

fragmentos de 0.5 cm de raíz de la especie E. purpurea. 

EE=elongación de explante, FRS= formación de raíces secundarias. 

 

La mayoría de los callos presentaron una pigmentación café con excepción de los callos 

formados en los tratamientos K, L, M y Ñ que fueron de color café-marrón y los inducidos en 

los tratamientos I e J que presentaron color blanco. Cuando se realizó la segunda resiembra, 

Auxinas/2-4-D Citocininas/KIN 

Tratamientos 

(mg/l) 

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 

0.00 A B C D E 

 EE 77.77% FRS 77.77% FRS 66.66%  FRS 44.44% 

0.25 F G H I J 

  44.44%    

0.50 K L M N Ñ 

 88.88% 11.11% 100% 100% 100% 100% 

0.75 O P Q R S 

   EE 44.44%   

1.00 T U V W X 

  EE 44.44%    

MS al 25% EE 100% 

MS al 50% EE 11.11% y FRS 33.33% 
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los callos blancos y cafés cambiaron su coloración a café-marrón (2 meses de edad), 

probablemente esto se relacione a un proceso de maduración del agregado celular y la 

producción de pigmentos en las células; sin embargo no existen antecedentes relacionados con 

el periodo en el cual las células inician la producción y acumulación de pigmentos en esta 

especie.  

 

Resultados de la inducción de CH: Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 5, donde los 

tratamientos que mayor porcentaje de inducción de callo (en rosa) presentaron son: J, N, Ñ y S 

para el caso de pecíolo y M, N, Ñ, S y X para Lamina Foliar (LF), sin embargo fue el 

tratamiento Ñ el que indujo la formación de callo en un 100% en ambos fragmentos de hoja. 

Los tratamientos que obtuvieron el mayor porcentaje de necrosis (en morado) en peciolo 

fueron A, B, C y W, y en LF los tratamientos U, W, B y C. En esta evaluación  también se 

observó la formación de raíces, siendo el tratamiento de MS al 25% con un 30 % en explantes 

de LF, y los tratamientos del 25 y 50% en peciolo. En cuanto al tamaño los callos presentaron 

un área de 0.7 cm de largo/0.2 cm de alto (en promedio). El 100% de los callos formados en 

los diferentes tratamientos fueron incoloros (Figura 17a). 

 

Tabla 5: Respuestas observadas durante la evaluación de inducción de callogénesis en 

fragmentos de 0.5 cm de peciolo y lamina foliar de la especie E. purpurea. 

Auxinas/2-4-D Citocininas/KIN 

Tratamientos 

(mg/l) 

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 

0.00 A B C D E 

 P 100% 

LF 51.66% 

 P 100% 

LF 93.33% 

P 93.33% 

LF 91.66% 

  

0.25 F G H I J 

     P 70% 

0.50 K L M N Ñ 

 P 83.33 % 

LF 88.88% 

 LF 66.66 % P 75.55% 

LF 91.66% 
 P 100% 

LF 100% 

0.75 O P Q R S 

     P 83.33% 

LF 47.22% 

1.00 T U V W X 

  LF 100%  P 100% 

LF 100% 

LF 48.88% 

MS al 25% FRS (28.33%) en peciolo y FRS (25%) en lamina foliar. 

MS al 50% FRS (16.66%) en peciolo. 

P= peciolo, LF= amina foliar,  FRS= formación de raíces 

secundarias 



Resultados y Discusión  

 
49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Imágenes fotográficas que muestran durante su fase exponencial al: a) Callo de Hoja, b) 

Callo de Base del Tallo, c) Callo de Raíz, en una escala de 40x, d) Raíces (20x) y e) Cultivo en 

suspensión de las tres líneas de callo. 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) 

(CB) (CH) (CH) 
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Con base en la información registrada de investigaciones recientes, se ha determinado que la 

presencia de una auxina para la iniciación de un callo en esta especie es necesaria; y que 

generalmente se emplea el 2,4–D (Halperin, 1996). También se reportan que la formación de 

callo se puede obtener a partir de explantes en medios que contengan una proporción alta de 

auxina–citocinina (Rocca et al., 1997). Sin embargo, en E. purpurea la presencia del 2,4–D en 

combinación con KIN en concentraciones relativamente bajas, mostró ser eficiente para la 

formación y desarrollo del callo proveniente de fracciones de raíz (0.5 mg/ de 2,4-D y 0.25 

mg/l de KIN), no así con los CH (0.5 2,4-D y 1.0 mg/l de KIN).  

 

En cuanto a la coloración existen reportes en otras especies, que confirman que durante la 

inducción de callos siempre existe variación somaclonal, la cual es atribuida a factores 

ambientales. Esta variación puede reflejarse en cambios en los patrones enzimáticos, la 

producción y la calidad de metabolitos secundarios, y en la resistencia a factores abióticos 

(Loaiza et al., 2004). Sin embargo en E. purpurea  no se encontraron antecedentes, lo cual 

representa una oportunidad para realizar estudios morfológicos e histológicos con el fin de 

identificar los órganos de síntesis y acumulación de pigmentos y de metabolitos secundarios. 

 

Con respecto al medio de cultivo, los resultados indicaron que de las 3 concentraciones de 

sales evaluadas (100, 50 y 25 %), la concentración de 100% favoreció la formación de callo, 

mientras que la elongación y formación de raíces secundarias se estimula cuando se 

sometieron los explantes al medio al 25 y 50%. Este resultado es concordante con las 

observaciones de Harbage (2001) quien encontró que el mejor desarrollo de las raíces de E. 

purpúrea, ocurre cuando se utiliza las sales del medio a la mitad de la concentración original, 

no obstante el cultivo in vitro de esta especie ha tenido éxito utilizándolas al 100%.  

 

El fotoperíodo al cual se sometieron los callos, también influyo en su inducción, desarrollo y 

crecimiento; efecto estudiado con anterioridad (Lu et al., 1982), donde se ha observado que un 

período de solo oscuridad induce el desarrollo de embriones somáticos y en menor grado se 

forman brotes (Wayner, 2001), fenómenos no observados en el presente trabajo en ninguna de 

las tres líneas celulares. Estos resultados nos muestran que la organización celular depende de 

las interacciones cuantitativas entre los reguladores de crecimiento y factores ambientales. 
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7.2 Cinéticas de crecimiento 

 

El crecimiento determinado por el IC en función del peso seco, mostró un comportamiento 

lineal únicamente hasta la tercera semana de evaluación alcanzando un IC de 3.2 en CB, 1.6 

en CH y 1.9 en CR. En las tres líneas celulares se observó que de 0 a 7 d se presenta la fase 

Lag y de 7 a 21 d la fase exponencial (siendo la tercera semana donde el IC alcanza el valor 

máximo). En la cuarta semana se observó una disminución del crecimiento, lo cual puede ser 

atribuido a una reducción del volumen celular, a la muerte de las células al agotarse los 

nutrientes del medio o por la formación de productos tóxicos. Con relación a lo anterior a los 

21 d se presentó el inicio de un vire de color del medio nutritivo a un color café oscuro, lo que 

sugiere la oxidación del callo y la posible excreción al medio de compuestos fenólicos, los 

cuales han sido previamente reportados en estudios anteriores (Wayner, 2001 y Loaiza et al., 

2004). 

 

Con base en los datos obtenidos los cuales no presentaron variaciones significativas entre las 

diferentes repeticiones realizadas, permite establecer el periodo óptimo para la realización de 

los subcultivos; el cual se encuentra en la tercera semana (Figura 18, 19 y 20). Sin embargo 

de las tres líneas de callos, son los CR los que presentaron la velocidad de crecimiento mayor 

(0.4086 d
-1

) y el menor tiempo de duplicación (1.69 d) (Tabla 6). Estos resultados demuestran 

la viabilidad del establecimiento del cultivo en suspensión utilizando los callos obtenidos en el 

presente trabajo. Lo cual permitiría poder comparar los rendimientos de biomasa y extractos 

en cada cultivo. 

 

Tabla 6: Parámetros cinéticos de las tres líneas de callos. 

Parámetros 

cinéticos 

CB 

 

CH 

 

CR 

 

µ= 0.1088 d
-1

 0.1177 d
-1

 0.4086 d
-1

 

TD= 6.37 d 5.88 d 1.69 d 
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Callos de Base del tallo 

 

 

 

 

 

Figura 18. Cinética de crecimiento del CB de E. purpurea en respuesta a 0.5 mg/l de ANA. a) Índice 

de crecimiento, b) Crecimiento en peso seco. Evaluación realizada durante 6 semanas. 
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Callos de Hoja 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Cinética de crecimiento del CH de E. purpurea en respuesta a 0.5 mg/l de 2, 4-D y 1.0 mg/l 

de KIN, en 6 semanas de evaluación. a) Índice de crecimiento, b) Crecimiento en peso seco. 

Evaluación realizada durante 6 semanas. 
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Callos de Raíz  

 

 

 

 

Figura 20. Cinética de crecimiento del CR de E. purpurea en respuesta a 0.5 mg/l de 2, 4-D y 0.25 

mg/l de KIN, en 6 semanas de evaluación. a) Índice de crecimiento, b) Crecimiento en peso seco. 

Evaluación realizada durante 6 semanas. 
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7.3 Obtención de los extractos e identificación de alcamidas y flavonoides 

Determinación de los porcentajes de humedad: La raíz presento el mayor rendimiento de 

biomasa debido a que un tejido tiene menor humedad que la contenida en un callo (Slack, 

2001). De las líneas de callos el mayor rendimiento lo presentó CR con un 10.0%, y de los 

cultivos en suspensión, el proveniente de callo de raíz (CRS) con 9.0%. De las 3 líneas de 

callos la que mayor rendimiento de extractos acuoso y etanólicos presentó fue CR, y de los 

cultivos en suspensión, CBS en extracto etanólico y CRS en acuoso (Tabla 7).  

 

Las 3 líneas de cultivo en suspensión presentaron menor rendimiento que las líneas de callo, 

sin embargo resta mucho por realizarse en los cultivos en suspensión como por ejemplo las 

cinéticas de crecimiento para poder comparar los IC, µ y el Td, con los obtenidos en las líneas 

de callos. Sin embargo para fines del presente trabajo no fue necesario.  

 

Tabla 7. Rendimientos y porcentajes de humedad de las diferentes líneas celulares de E. 

purpurea. 

 

 

Identificación de alcamidas y flavonoides: En los extractos acuosos no se evidencio la 

presencia de alcamidas o flavonoides, pero en los extractos etanólicos ambos grupos fueron 

revelados, mostrándose un perfil cromatográfico similar entre los extractos de las diferentes 

líneas celulares (Figura 21 y 22). Por lo cual se calcularon únicamente los Rf que más 

destacaron, debido a que la gran cantidad de bandas (en el caso del grupo de alcamidas) 

dificultó el cálculo para cada una de ellas. 

 

 

Tratamientos Rendimiento de 

biomasa seca (%) 

Humedad 

(%) 

Rendimiento de los extractos (%) 

etanólicos acuoso 

CB 9.50±0.05 90.50 11.95±0.05 31.23 

CH 7.00±0.05 93.00 11.96±0.05 35.90 

CR 10.0±0.05 90.00 12.22±0.05 36.44 

CBS 8.00±0.05 91.1 8.77±0.05 31.28 

CHS 6.80±0.05 93.2 3.24±0.05 32.49 

CRS 9.00±0.05 91.0 5.05±0.05 34.66 

Raíz 17.5±0.05 82.5 11.89±0.05 39.40 

                                  Promedios ±DE (desviación estándar) 
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a)                                              b) 

Rf=0.95 

 

Rf=0.7 

 

Rf=0.5 

 

Rf=0.3 

 

 

 

                     1    2    3    4    5     6                   1    2   3    4    5    6 

 

Figura 21. Cromatografía en capa fina de extractos etanólicos de raíz y de callos de E. purpurea. a) 

Placa revelada con ácido fosfomolibdico y b) Placa revelada con 4-hidroxibenzaldehido. 1= Extracto 

de raíz, 2= extracto de callo de raíz, 3= extracto de callo de raíz en suspensión, 4= extracto de callo de 

base, 5= extracto de callo de base en suspensión, 6= extracto de callo de hoja. 

 

 

Rf=0.8 

 

 

 

Rf=0.2 

 

 

                   1   2    3     4       5      6           1    2    3      4       5     6 

Figura 22. Cromatografía en capa fina de extractos etanólicos de raíz y de callos de E. purpurea. a) 

Placas reveladas con 2-aminoetil difenilborinato (1% en metanol). 1= Extracto de raíz, 2= extracto de 

callo de raíz, 3= extracto de callo de raíz en suspensión, 4= extracto de callo de base, 5= extracto de 

callo de base en suspensión, 6= extracto de callo de hoja. 
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Con respecto a los resultados anteriores se reporta que en esta especie se han identificado estos 

dos grupos como compuestos mayoritarios en la raíz, pero también se han identificado, un que 

en menor concentración en otros órganos como hoja (Ortega et al., 2005). En el presente 

trabajo ambos grupos se hicieron presentes en los extractos etanólicos de los distintos callos. 

Lo que sugiere que estos metabolitos secundarios son constitutivos y no particulares de un 

órgano específico de la planta, no obstante existe a posibilidad de que estos se acumulen en la 

raíz, lo cual depende de las necesidades de la planta por utilizarlos. 

 

De los compuestos que se han aislado e identificado en toda la planta se encontraron: la 

equinacina, el ácido cafeíco, ácido clorogénico, esteres del ácido cafeíco (equinacósidos A y 

B, cinarina, ácido cichórico), trazas de alcaloides pirrolizidínicos (tusilagina, isotusilagina), 

alcamidas e isobutilamidas y polisacáridos (Loaiza et al., 2004). 

 

En el caso del ácido caféico, que proviene de los fenilpropanoides, debido a su fitotoxicidad, 

por lo común son almacenados en las vacuolas o bien pueden conjugarse con otros 

componentes de la pared celular, proporcionándole refuerzo como respuesta de la planta a 

heridas causadas por ataques de patógenos o daño mecánico (Edwards y Gatehouse, 1999). 

 

Se encontraron antecedentes que indican que los flavonoides, son utilizados por las plantas 

para limitar la invasión de microorganismos patógenos y también algunos son antioxidantes 

capaces de consumir el H2O2 y contribuir con el ajuste del estado de óxido-reducción celular 

desencadenado durante el estrés (Rice-Evans et al., 1997). 

 

Debido a la gran cantidad de compuestos aislados de E. purpurea, restaría la identificación y 

cuantificación de los constituyentes de los extractos obtenidos a partir de callo, sin embargo 

para fines del presente estudio no se realizó. 
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7.4 Evaluación de la actividad antiinflamatoria y ansiolítica 

7.4.1 Evaluación de la actividad antiinflamatoria (mediante TPA) 

En esta prueba todos los tratamientos de extracto etanólico provenientes de E. purpurea, 

fueron administrados a los ratones vía oral a una dosis de 200 mg/kg, mientras que la 

administración del irritante TPA se realizó vía tópica. En la Figura 23 se puede observar que 

el nivel de inflamación (medida como la diferencia de entre la oreja derecha e izquierda) en el 

grupo que recibió solo vehículo (VEH) fue de aproximadamente 0.012 g. En el grupo de 

animales que recibieron el antiinflamatorio dexametasona (DEXM) a una dosis de 1.0 mg/kg, 

mostraron una disminución del edema hasta un nivel de 0.0039 g dato que fue 

significativamente menor al grupo con vehículo (p<0.05). Por otro lado, se puede observar que 

los tratamientos derivados de E. purpurea  no disminuyen el edema causado por TPA, y los 

datos de estos grupos fueron estadísticamente igual que el grupo con vehículo (p>0.05). 

 

Posteriormente, se realizó un segundo ensayo con el extracto acuoso de los cultivos de callo, 

se puede observar en la Figura 24, los grupos de animales administrados con el extracto 

acuoso de raíz y callo, no indujeron cambios en la inflamación inducida por TPA, 

estadísticamente diferentes al de los animal, y el único grupo con una disminución 

significativa del edema fue el fármaco dexametasona (p<0.05). Los resultados aquí mostrados, 

no concuerdan con algunos reportados en la literatura, por ejemplo en el 2002 se reporta que 

una dosis de 100 mg/kg de extracto etanólico de raíz, administrado vía oral disminuye el 

edema de planta inducido con carragenina, (Raso et al., 2002). 

 

Posterior a esto Vimalanathan et al en el 2009, mostró que el extracto acuoso de diferentes 

partes de E. purpurea, como  raíces, hojas, tallos y en menor grado las flores, inducían un 

efecto de inhibición sobre la concentración de citocinas pro-inflamatorias IL-6 y IL-8 (CXCL-

8) en un modelo de cultivo de células epiteliales bronquiales, infectadas con rinovirus tipo 14. 

Santana en el 2011 utilizando el extracto hidroalcohólico de raíces silvestres y plántulas 

cultivadas en hidroponía a una concentración de 320 mg/ml administradas localmente, 

provocaban una inhibición de la inflamación auricular inducido por carragenina en un 80.4 y 

61.1% respectivamente. Esta diferencia entre los resultados en la literatura y los mostrados en 

este trabajo, indican que la planta posee propiedades antiinflamatorias, pero que su actividad 
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entonces va a depender del diseño experimental utilizado pero sobre todo del tipo de extracto 

analizado, lo cual resulta lógico en función de que la presencia de un determinado tipo de 

metabolito secundario va a estar sujeto al disolvente utilizado para su extracción y del material 

vegeatal. 

 

Figura 23. Evaluación del efecto antiinflamatorio de extractos de raíz y callos de E. purpurea, sobre 

el modelo de inducción por TPA. Administración tópica de 200 mg/kg de EER=Extracto etanólico de 

raíz, EECR= extracto etanólico de callo de raíz, DEXM= Dexametasona y vehículo= VEH. ANOVA, 

post-prueba Bonferroni *p<0.05, n=5. 

 

Figura 24. Evaluación del efecto antiinflamatorio de extractos de raíz y callos de E. purpurea, sobre el 

modelo de inducción por TPA. Administración vía oral de 200 mg/kg de (EER=Extracto acuoso de 

raíz, EECR= extracto etanólico de callo de raíz, DEXM= Dexametasona y vehículo= VEH). ANOVA, 

post-prueba Bonferroni *p<0.05, n=5. 
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Además, se debe enfatizar que parte de las diferencias observadas entre los diversos estudios, 

son también debidas al tipo de material vegetal del cual provienen los extractos. Por ejemplo, 

en el presente trabajo se utilizaron callos del cultivo in vitro, y las evaluaciones anteriores 

están realizados con extractos de órganos específicos de la planta o bien provenientes de la 

planta completa. Lo que sugiere que es posible que la actividad antiinflamatoria se deba a la 

asociación de células especializadas (tejidos u órganos) y que también los principios activos 

con actividad antiinflamatoria puedan ser acumulados, ensamblados o sintetizados en un 

órgano específico (Hashimoto et al., 1967). Sin embargo, en el presente trabajo también se 

utilizaron extractos de raíz cultivada in vitro, y estos no presentaron actividad, lo que sugiere 

también que la actividad antiinflamatoria está influenciada posiblemente por la activación o 

estimulación de los principios activos en respuesta del vegetal al estrés ambiental (Rhodes, 

1994). Kreis (2007) menciona que la acumulación de metabolitos secundarios puede estar 

asociada a tipos celulares determinados, a la presencia de ciertos organelos y a la expresión y 

regulación de genes biosintéticos y catabólicos. 

 

Con respecto a lo anterior se tienen antecedentes donde la propiedad antiinflamatoria se asocia 

con el contenido de equinacósido y alcamidas (Lalone et al., 2010). Se ha demostrado esta 

actividad debido a que los extractos inhiben tanto a la ciclooxigenasa I como a la 

ciclooxigenasa II (Ortega et al., 2005 y Clifford et al., 2002); ambas tiene una función 

importante en los procesos inflamatorios (Madeiros et al., 2007). En las 3 líneas celulares de 

callos obtenidas, se identificaron alcamidas y compuestos fenólicos, sin embargo y a pesar de 

la presencia de estos compuestos no se presenta actividad, por lo cual se refuerza la 

posibilidad de que esta actividad se asocie a metabolitos secundarios sintetizados como 

respuestas del vegetal a su sistema abiótico con el que interactúa. 

 

7.4.2 Evaluación de la actividad ansiolítica (prueba de Claro-Oscuro) 

En esta prueba se asume que los roedores, que naturalmente presentan aversión a los espacios 

nuevos e iluminados cuando son colocados en un laberinto como el de CO, una vez que 

descubren el espacio iluminado procuraran no cruzar hacia este, a pesar de su curiosidad 

porque representa una zona de peligro, que les produce miedo. Recordando que el miedo es 

uno de los sustratos fisiopatológicos y sintomatológicos de la ansiedad. Así que, las sustancias 
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con propiedad ansiolítica son capaces de modificar la conducta de los ratones provocando un 

incremento en el tiempo de permanencia en el LC, lo cual se traduce como una disminución 

del miedo y por lo tanto de la ansiedad. Por otro lado, el número de cruces también son un 

índice de la actividad exploratoria y al disminuir el número, se asocia a un efecto depresor 

(Holmes et al., 2001). 

 

En la Figura 25, se puede observar que el grupo de animales que sólo recibieron vehículo vía 

oral, pasan 135 s en el lado claro, con un promedio en el número de cruces a este mismo 

espacio de 27. Mientras que el ansiolítico diazepam a la dosis de 1 mg/kg provoca un 

incremento en el tiempo de permanencia en el LC y una disminución en el número de cruces, 

ambos efectos significativamente diferentes al grupo control negativo (p<0.05). Por otro lado 

el tratamiento con EECR a una dosis de 200 mg/kg vía oral induce en los animales un 

comportamiento similar al del fármaco ansiolítico, esto es un aumento en el tiempo en que los 

ratones pasan en el lado claro y una disminución en los cruces, y también estos parámetros 

fueron diferentes al vehículo (p<0.05). Los tratamientos a 200 mg/kg con EAR y EACR no 

provocan diferencias significativas en ninguno de los dos parámetros respecto al control 

negativo (p<0.05). 

Figura 25. Tiempo de permanencia en el lado claro (T. Claro) y número de cruces totales (# Cruces), 

durante la prueba de Claro-Oscuro. EAR= extracto acuoso de raíz, EACR= extracto acuoso de callo 

de raíz, EECR= extracto etanólico de callo de raíz, DZP= diazepam, VEH= vehículo. ANOVA, post-

prueba Bonferroni, *p<0.05, n=7. 
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Como se puede observar en el presente trabajo se está demostrando que el EECR ejerce un 

efecto ansiolítico en los ratones en la prueba de CO, con un componente depresor del sistema 

nervioso central, tal y como se puede deducir por la disminución en el número de cruces, este 

efecto concuerda con los ansiolíticos benzodiacepinícos como el DZP el cual induce una 

disminución de este parámetro. 

 

Si bien, no es posible determinar el posible mecanismo de acción por el cual el extracto EECR 

ejerce el efecto ansiolítico asociado con una disminución de la conducta motora. Se conoce 

que sustancias como las benzodiacepinas, por ejemplo, son altamente efectivas en la 

evaluación de CO, por lo que son ampliamente utilizadas como fármacos controles, estas 

sustancias modulan alostéricamente al complejo GABA y al canal ionóforo de cloruro 

(Schousboe y Waagepetersen, 2004). Por lo tanto se puede proponer que las sustancias 

biológicamente activas de EECR, en los modelos de ansiedad pudieran efectuar su acción 

sobre sus receptores GABAérgicos, lo que provocaría una disminución de la excitabilidad 

neuronal, llevando a una depresión del sistema nervioso central y como consecuencia una 

disminución de los estados de la ansiedad, tal como lo hace el diazepam. 

 

Con los resultados obtenidos, se decidió realizar un ensayo a diferentes dosis de EECR, en la 

Figura 26 se observa que el efecto ansiolítico de este extracto también se presenta a una dosis 

de 100 mg/kg, siendo el dato significativamente diferente en comparación con el vehículo 

(p<0.05). Sin embargo, el tratamiento de 50 mg/kg no presento diferencia significativa con el 

vehículo (p>0.05). Se puede determinar entonces que el efecto ejercido por EECR presenta un 

comportamiento dosis-dependiente, aunque la actividad observada para la dosis de 200 mg/kg 

es mayor que para la de 100 mg/kg no existe diferencia estadística entre ambos. Sin embargo, 

cabe destacar, que a la dosis de 100 mg/kg no hay cambio en el número de cruces, lo que 

significa que este extracto ejerce acción ansiolítica sin afectar la actividad exploratoria. Los 

resultados farmacológicos aquí presentados son relevantes, debido a que no existen 

antecedentes acerca de la actividad biológica de esta especie sobre modelos de ansiedad. 
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Figura 26. Tiempo de permanencia en el lado claro (T. Claro) y número de cruces totales (# Cruces), 

durante la prueba de Claro-Oscuro. EECR= extracto etanólico de callo de raíz, DZP= diazepam, 

VEH= vehículo. ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p<0.05, n=7. 

 

 

 

7.4.3 Evaluación del efecto sedante (prueba de CA) 

En esta prueba se consideraron los estiramientos verticales (EV) y el número de cruces totales 

(CT); se evaluaron los mismos tratamientos que en las pruebas anteriores. No se encontró 

diferencia significativa en el número de estiramientos verticales (p>0.05), solamente para el 

tratamiento de EECR (p<0.05). El elemento donde más existe significancia estadística se 

aprecia en el número de total de cruces que realizan los ratones sobre todo en el tratamiento 

EECR con una dosis de 200 mg/kg (p<0.05) (Figura 27). 
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Figura 27. Número de estiramientos verticales (EV) y Cruces totales (CT), que realizaron los ratones 

en CA, con la administración de 200 mg/kg de EAR= extracto acuoso de raíz, EACR= extracto 

acuoso de callo de raíz, EECR= extracto etanólico de callo de raíz, DZP= diazepam, VEH= solución 

de Tween 20 al 1%. ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p<0.05, n=7. 

  

En este modelo conductual se evalúa la actividad motora espontanea mediante el conteo de los 

estiramientos verticales o el cruzamiento (Prut y Belzung, 2003). Cuando estos disminuyen se 

debe probablemente a la adaptación del animal a la prueba y a la disminución de la 

emocionalidad (Dandiya et al., 1970), o también a un efecto depresor del sistema locomotor 

(Prut y Belzung, 2003). De tal manera que este modelo permite evaluar la actividad ansiolítica 

de la administración de fármacos o como en el presente estudio de extractos vegetales. En la 

Figura 27 se observa como el tratamiento de EECR disminuye de manera significativa ambas 

conductas en comparación con el control, lo que permite suponer que está causando un efecto 

de sedación y depresor del sistema locomotor. De hecho durante la realización de la prueba los 

ratones al tratar de levantarse se caían drásticamente y mostraron dificultad para incorporarse. 

También se puede asumir que este extracto contiene compuestos polares con efecto sobre la 

actividad espontanea de los ratones.  
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En estudios fitoquímicos previos de extractos de diferentes órganos de E. purpurea, se han 

identificado grupos de compuestos como alcamidas y flavonoides (Loaiza et al., 2004 y 

Ortega et al., 2005), los cuales coinciden con los identificados mediante CCF y reveladores 

específicos en los extractos de las líneas celulares en este trabajo, de esta manera el efecto 

sobre actividad motora podría deberse a la presencia de estos grupos o bien al sinergismo entre 

estos. Sin embargo no se puede discernir con exactitud si es un solo compuesto o el grupo de 

compuestos los que ejercen dicha actividad y en la literatura registrada no existen antecedentes 

de esta actividad en la especie E. purpurea, por lo tanto el presente trabajo es el primer reporte 

donde se observa esta actividad farmacológica y que además ofrece una alternativa de 

producción masiva de materia prima proveniente del cultivo in vitro. Con los resultados 

obtenidos, se decidió realizar un ensayo para medir una dosis mayor y otra menor para el 

EECR, que fue el de mayor actividad. 

 

Figura 28. Número de estiramientos verticales (EV) y Cruces totales (CT), que realizaron los ratones 

en CA, con la administración de diferentes dosis de EECR. DZP= diazepam, VEH= solución de 

Tween 20 al 1%. ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p<0.05, n=7. 
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En la Figura 28 se puede observar que el tratamiento EECR resultó ser el único que presento 

diferencia significativa con respecto al grupo vehículo (p<0.05), pues fue capaz de disminuir 

de manera significativa los parámetros de EV y CT, resultado que más se acerca al obtenido 

con el DZP. Los primeros dos tratamientos con dosis de 50 y 100 mg/kg no resultaron ser 

significativamente relevantes en cuanto al número de estiramientos verticales (p>0.05), sin 

embargo el tratamiento de EECR a 100 mg/kg si afectó significativamente (disminuyendo) el 

número de cruces totales (p<0.005), parámetro que nos sugiere que ejerce actividad sobre 

actividad motora sin afectar la capacidad exploratoria. 

 

7.4.4 Evaluación del efecto sedante (prueba de Potenciación de barbitúricos) 

Esta prueba se sustenta en la duración del efecto anestésico, hipnótico y relajante muscular del 

pentobarbital, los parámetros que se consideraron son la latencia y la duración. Los resultados 

obtenidos se ilustran en la Figura 29, donde se puede observar que en relación al tiempo de 

latencia no existe diferencia estadísticamente significativa con respecto al control (VEH) 

(p>0.05). En cuanto al tiempo de duración, los tres tratamientos presentaron diferencia 

significativa (p<0.005) aunque siguen siendo significativamente diferente con el grupo que 

recibió dizepam (p>0.05). El pentobarbital es un barbitúrico (fármaco que induce sedación e 

hipnosis) que tiene efectos de potenciación de las acciones de GABA, un neurotransmisor 

inhibidor, por actuar sobre el receptor-ionóforo de cloruro GABAA, produciendo 

hiperpolarización, lo que genera una depresión importante en el SNC (Dimarco, 1994).  

 

Cuando un extracto vegetal administrado prolonga los efectos del pentobarbital, se puede 

asumir que parte del mecanismo por el cual provoca su efecto depresor es a través del sistema 

GABAèrgico, indicando entonces que dentro del extracto vegetal existen compuestos capaces 

de deprimir al SNC (López y Álamo, 2006). 
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Figura 29. Tiempo de duración y de latencia del efecto de la administración de diferentes tratamientos 

de igual dosis (200 mg/kg), diazepam (DZP1.0), vehículo (VEH) que realizan los ratones. Tiempo que 

tardan en dormirse (LATENCIA) y tiempo que tardan en despertar (DURACIÓN) los ratones, n= 7. 

ANOVA, Bonferroni, *p<0.05. 

 

 

También para este ensayo se realizó el análisis de los efectos de dosis diferentes de 200 mg/kg 

de EECR. Se muestra que en el tiempo de duración de la hipnosis las tres dosis del extracto de 

E. purpurea, provocan un incremento significativo con respecto al control en de dicho 

parámetro  (p< 0.05), lo cual concuerda con el efecto depresor de este extracto, mostrado en 

las pruebas anteriores (Figura 30).  
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Figura 30. Tiempo de duración y de latencia del efecto de la administración de diferentes dosis de 

extracto etanólico de callo de raíz (EECR), diazepam (DZP1.0), vehículo (VEH) que realizan los 

ratones. Tiempo que tardan en dormirse (LATENCIA) y tiempo que tardan en despertar (DURACIÓN) 

los ratones, n= 7. ANOVA, Bonferroni, *p<0.05. 
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8. CONCLUSIONES 

 

Se logró la propagación de E. purpurea  mediante la inducción de brotes adventicios a partir 

de fragmentos de raíz, utilizando los reguladores del crecimiento BAP y ANA en 

concentraciones de 0.1 y 0.5 mg/l respectivamente. 

 

La línea celular proveniente de raíz destacó por la mayor velocidad de crecimiento y menor 

tiempo de duplicación. 

 

El mayor rendimiento de biomasa seca y de extracto, lo presentó la línea de callo de raíz. En 

los extractos etanólicos de raíz y de las tres líneas celulares se identificaron alcamidas y 

flavonoides. 

 

Los extractos etanólico y acuoso de raíz y de callos de raíz cultivados in vitro no presentaron 

actividad antiinflamatoria en la prueba de edema auricular inducido por TPA. 

 

La administración de extracto etanólico de callo de raíz de E. purpurea, a la dosis de 100 y 

200 mg/kg, inducen un efecto ansiolítico, evidenciado por un incremento en el tiempo de 

permanencia en el lado claro que los ratones pasan en el modelo de Claro-Oscuro. El efecto 

ansiolítico se acompaña de un efecto depresor del SNC, como se puede observar por una 

disminución en el número de cruces totales en la prueba de campo abierto, actividad que 

coincide con la de los fármacos benzodiacepínicos como el DZP 

 

El extracto EECR en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg es capaz de potenciar el efecto de un 

barbitúrico que actúa sobre receptores GABAA, por lo que se propone que parte del posible 

mecanismo de acción por el cual EECR ejerce su efecto depresor del SNC es a través de la 

modulación del sistema de neurotransmisión GABAérgica. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

El establecimiento del cultivo de callos friables, que presentan actividad farmacológica, es un 

avance en el estudio de esta especie ya que no se encontraron precedentes de actividad 

ansiolítica, de ahí la originalidad del mismo. En futuros trabajos se sugiere: 

 

 Establecer el cultivo de células en suspensión y realizar la cinética de crecimiento, para 

compararla con las obtenidas de los cultivos de callos y evaluar si este cultivo celular 

presenta actividad ansiolítica o antiinflamatoria. 

 

 Caracterizar e identificar los compuestos químicos con actividad ansiolítica presentes 

en el extracto etanólico de callos de raíz. 

 

 Evaluar extractos obtenidos de los callos de base del tallo y de hoja, en modelos 

conductuales de ansiedad y depresión. 

 

 Realizar una comparación del efecto ansiolítico de los extractos de callo con extractos 

provenientes del cultivo en suspensión y de la planta cultivada. 

 

 Realizar pruebas de toxicidad del extracto con actividad ansiolítica y su evaluación a 

través de pruebas histopatológicas de órganos; debido a que el callo de raíz representa 

una excelente alternativa biotecnológica en la búsqueda de tratamientos contra los 

trastornos de ansiedad. 

 

 Estudiar detalladamente la evaluación farmacológica de dependencia y tolerancia, para 

demostrar la seguridad del extracto etanólico de callo para su posible uso clínico. 
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