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Plantas en estudio

Malachra alceifolia JGCCI-‘ MA Cordia dentata Poir: CD Heliotropium indicum Linn: HI

Harold Gomez, Colombia

. L . Figura 4. Heliotropium indicum. PlantFiles: Heliotropium Species, Bright Eye,
Figura 2. Magnol|9p5|d.a | Flora c!e Costa Rica. Fuente: Figura 3. Cordia dentata | TRAMIL. Fuente: Indian Heliotrope, Scorpion Bush. Fuente: PlantFiles: Heliotropium Species,
http://floracostaricensis.myspecies.info/magnoliopsida/malac http://www.tramil.net/es/plant/cordia-dentata Bright Eye, Indian Heliotrope, Scorpion Bush
hra-alceifolia , :

Familia: Malvaceae Familia: Boraginaceae Familia: Boraginaceae

Aspectos medicinales: Aspectos medicinales: Aspectos medicinales:

Infecciones del tracto respiratorio Actividad antibacterial, Curar heridas, inflamacién, ulceras
antiinflamatoria y antioxidante cutaneas y conjuntivitis.

Fitoquimicos: Sin determinar
Fitoquimicos: Alcaloides, Fitoquimicos: Flavonoides,
cumarinas, triterpenos, quinonas, guinonas, terpenoides.

flavonoides.



Antecedentes
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La actividad antiproliferativa de los extractos de Sida rhombifolia fue
evaluada sobre las lineas celulares de hepatocarcinoma y cancer de
estomago.

Mah SH y colaboradores.

S /
e BN

El efecto citotoxico in vitro de Heliotropium indicum Linn sobre lineas
celulares de carcinoma de cérvix, y lineas celulares de cancer de pulmon.

- Subhabrata y cols. Chunthorng-Orn y cols. |

Los extractos de Cordia verbenecea mostraron actividad anticancerigena
sobre linea celular de adenocarcinomay en ratones con EAC.

.

Parisotto y colaboradores




Objetivos

Objetivo general

v Evaluar el efecto citotdoxico de los extractos obtenidos de las especies vegetales Malachra alceifolia Jacq, Cordia
dentata Poir y Heliotropium indicum Linn sobre la linea celular de osteosarcoma canino OSCA-8.

Objetivos especificos

v Determinar la tasa de proliferacion de las lineas celulares OSCA-8 (Osteosarcoma canino) y MDCK (fibroblastos
renales de canino).

v Determinar el porcentaje de inhibicion en las lineas celulares OSCA-8 y MDCK expuestas a los extractos de
Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poiry Heliotropium indicum Linn por medio del ensayo MTT.

v Determinar la IC50 de cada extracto vegetal sobre las lineas celulares OSCA-8 y MDCK.

v Evaluar el efecto genotoxico de los extractos vegetales seleccionados sobre las lineas celulares OSCA-8 y MDCK
por medio del ensayo de cometa.



Metodologia

Extractos vegetales r

Empleando solventes

Cloroformo: C ]
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Cultivo celular

Lineas celulares

e N
OSCA-8
Kerafast Inc.®
\ _J
e )
MDCK
ATCC CCL-34°®
\ _J

Condiciones de
cultivo
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Para realizar

{ Ensayo de MTT } =

/" DMEM
SFB 5%

L-glutamina 1%
Pen/Estr 1%

\_372Cy 5% CO,

J
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\_

J

y
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pocillos

Tto con
extractos
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>
=N

Congelacion
SFB 80%
DMSO 20%

Cell Proliferation
Kit I. MTT (Roche)
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Controles:

Doxorrubicina (C+)
DMSO (Diluyente)

. Células con DMEM (C-)




Ensayo de cometa
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Figura 5. Principio del ensayo de cometa. Las células se
embeben en agarosa en la superficie de un portaobjetos, se
lisan y se someten a electroforesis para obtener cometas.
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Resultados y discusion

Tasa de proliferacion celular

a. Curva de proliferacion celular OSCA-8 b. Curva de proliferacion celular MDCK CCL-34
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Centella asidtica, Warburgia salutaris, Curtisia
dentata 230.000 células/pozo. Caco2, MCF-7,
Hela, HEK293.

Noha Khalil y colaboradores (2018)

Sewanu y colaboradores (2018U

Figura 6. Ensayo de proliferacion celular empleando el método MTT a. Curva de

proliferacion OSCA-8. b. Curva de proliferacion MDCK CCL-34.
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4 "\ Figura 7. Evaluacién de la actividad citotdxica de Malachra alceifolia Jacq (MA), 48 horas post tratamiento
Sida  rhombifolia, 5':U'1 y empleando el método MTT. a. Citotoxicidad de los extractos de MA sobre OSCA-8 b. Citotoxicidad de los
1I-_|('ap2 con extracto hexano. extractos de MA sobre MDCK MAC: Malachra alceifolia Jacq cloroformo MAAe: Malachra alceifolia Jacq
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Mah SH y colaboradores Acetato de etilo MAM: Malachra alceifolia Jacq Metanol. Control: Control positivo Doxorrubicina a una
(2017) concentracion 16 pM.
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Figura 8. Evaluacién de la actividad citotdxica de Cordia dentata Poir (CD), 48 horas post tratamiento
Cordia  dichotoma,  semillas, empleando el método MTT. a. Citotoxicidad de los extractos de CD sobre OSCA-8 b. Citotoxicidad de

Hela y A549 con extracto Ae.
Usmani y colaboradores (2017)

los extractos de CD sobre MDCK CDC: Cordia dentata Poir cloroformo CDAe: Cordia dentata Poir
Acetato de etilo CDM: Cordia dentata Poir Metanol. Control: Control positivo Doxorrubicina a una

concentraciéon 16 uM.
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Figura 9. Evaluacion de la actividad citotdxica de Heliotropium indicum Linn (HI), 48 horas post
tratamiento empleando el método MTT. a. Citotoxicidad de los extractos de Hl sobre OSCA-8 b.
Citotoxicidad de los extractos de Hl sobre MDCK HIC: Heliotropium indicum Linn cloroformo HIAe:
Heliotropium indicum Linn Acetato de etilo HIM: Heliotropium indicum Linn Metanol. Control:
Control positivo Doxorrubicina a una concentracién 16 pM.
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Figura 10. Evaluacién de la actividad citotdxica de Malachra alceifolia Jacqg (MA), 72 horas post tratamiento empleando el método MTT. a.
Citotoxicidad de los extractos de MA sobre OSCA-8 b. Citotoxicidad de los extractos de MA sobre MDCK MAC: Malachra alceifolia Jacq cloroformo
MAAe: Malachra alceifolia Jacq Acetato de etilo MAM: Malachra alceifolia Jacq Metanol. Control: Control positivo Doxorrubicina a una
concentracion 16 uM.
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Figura 11. Evaluacion de la actividad citotdxica de Cordia dentata Poir (CD), 72 horas post tratamiento empleando el método
MTT. a. Citotoxicidad de los extractos de CD sobre OSCA-8 b. Citotoxicidad de los extractos de CD sobre MDCK CDC: Cordia
dentata Poir cloroformo CDAe: Cordia dentata Poir Acetato de etilo CDM: Cordia dentata Poir Metanol. Control: Control

positivo Doxorrubicina a una concentracion 16 pM.
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Figura 12. Evaluacién de la actividad citotéxica de Heliotropium indicum Linn (HI), 48 horas post
tratamiento empleando el método MTT.
Citotoxicidad de los extractos de HI sobre MDCK HIC: Heliotropium indicum Linn cloroformo HlAe:
Heliotropium indicum Linn Acetato de etilo HIM: Heliotropium indicum Linn Metanol. Control: Control
positivo Doxorrubicina a una concentracion 16 pM.

a. Citotoxicidad de los extractos de HI sobre OSCA-8 b.




Calculo de la concentracion Inhibitoria 50 - IC50
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Figura 13. Calculo de la IC,,para CDAe a las 48 horas post tratamiento. a. Calculo
IC50 para CDAe sobre OSCA- 8. b. Calculo IC50 para CDAe sobre MDCK.



Concentracion Inhibitoria 50 - IC50

Dosis ICsy (ug/mL) 48 Horas post tratamiento

MAC | MAAe | MAM | CDM | CDC CDAe | HIC HilAe | HIM
OSCA- | 44,31 - 300,6 - 9,44 22,38 - 38,9 | 173,38
8 +4.14 + + 2417 +7.46 + + 7.54
1.65 4.35
MDCK | 42,16 - - - 103,03 | 243,22 - 40,84 | 524,82
+2.47 6.03 +2.99 + +
3.88 10.11
Dosis IC 50 (ug/mL) 72 Horas post tratamiento
MAC | MAAe | MAM | CDM | CDC CDAe | HIC HIAe | HIM
OSCA- | 422 % - - - 17,94 + 29,24 | 158,56 | 15,85 | 222,08
2.23 2.18 +7.46 | £5.83 + +6.59
8 2.18
MDCK | 41,31 - - - 112,49 158,12 | 42462 | 35,81 | 247,68
+3.32 +4.22 +2.67 | £5.85 + + 3.57
3.90

Extracto ideal:
IC50 <100pg/mL

Chunthorng-Orn J y cols.
(2016)

Subhabrata y cols. (2015)

Tabla 1. Citotoxicidad en términos de dosis IC.,para cada extracto empleado a 48
y 72 horas de tratamiento sobre las lineas celulares OSCA- 8 y CCL-34.
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Evaluacion del efecto genotoxico

CONTROL CONTROL CDA HIM
NEGATIVO POSITIVO €
N - - - -
o - - - -
HI, dafio DNA en SiHa, C33A,Hela. Figura 14. Ensayo de cometa a las 48 horas post tratamiento en las dos lineas celulares OSCA-8 y MDCK.

Subhabratayy colaboradores (2015) Control negativo: células sin tratamiento. Control positivo: Doxorrubicina IC;,0,5 uM. CDAe: Cordia

Metabolitos secundarios: flavonoides, dentata Poir Acetato de etilo 1Cc,22.38 pg/ml. HIM: Heliotropium indicum Linn Metanol IC., 173,38 pg/ml.
terpenoides Zeiss Scope.Al, 10X.




Limitaciones

Concentraciones
de los extractos
empleadas

El extracto CDC
no se logro
manipular

Determinacion
cuantitativa de
la genotoxicidad




Conclusiones

La concentracion Optima a cultivar de las lineas celulares OSCA-8 y MDCK segun la
curva de proliferacion celular correspondié a 25.000 células/mL para las dos lineas
celulares.

Los extractos vegetales presentaron actividad citotdxica dosis dependiente exhibiendo
un mejor comportamiento los extractos Cordia dentata Poir en solvente Acetato de
etilo (CDAe) y Heliotropium indicum Linn en solvente Metanol (HIM).

Los solventes empleados no tienen el mismo comportamiento en las tres especies
vegetales estudiadas.

Los porcentajes de inhibicién varian entre lineas celulares; el efecto citotéxico se
evidencia mas en las células cancerosas que en las células normales.
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Conclusiones

La concentracion inhibitoria 50 - IC., se calculé para cada extracto a las 48 y 72 horas
post tratamiento. La concentracion de extractos vegetales requerida para inhibir el
crecimiento de las células control fue mucho mayor en comparacion a la requerida para
inhibir las células cancerigenas.

El ensayo de genotoxicidad sugiere que tanto CDAe como HIM ejercen marcado efecto
genotoxico sobre la linea celular OSCA-8 y de mayor proporcion en comparacion con el
efecto genotoxico causado en la linea celular control MDCK.
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Recomendaciones

Obtener extractos de diferentes partes de las plantas a estudiar.

Realizar la evaluacion de la actividad citotoxica de los extractos vegetales estudiados en
distintos tipos de lineas celulares .

Realizar la caracterizacion fitoquimica de las especies vegetales estudiadas.

Emplear técnicas que puedan evaluar la actividad antitumoral de los extractos
vegetales: induccion de la muerte celular por dafo en el material genético, por
inhibicion de proteinas y promotores tumorales, por vias de sefalizacion tales como el
ensayo de LDH, marcaje con Yoduro de propidio, marcaje fluorescente de Hoechst,
deteccion de apoptosis de anexina V, entre otros.
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Calculo de la concentracion Inhibitoria 50 - IC50
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Estructura del MTT y su producto coloreado el formazan
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