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RESUMEN

El osteosarcoma es el cancer mas comun de tejido Oseo, afecta en un mayor
porcentaje a nifios, adolescentes y adultos jovenes. Este se caracteriza por ser un
tumor maligno de mal prondostico con tratamiento agresivo que abarca quimioterapia,
cirugia y radioterapia, que aunque buscan mejorar la salud global del paciente pueden
causar efectos secundarios indeseables tales como nauseas, vOmitos,
mielosupresion, inmunosupresion, ototoxicidad y cardiotoxicidad entre otros, ademas
de no alcanzar el 100% de efectividad, por lo que se hace necesaria la busqueda de

nuevas alternativas terapéuticas.

La medicina herbolaria es una herramienta que favorece el tratamiento del cancer, ya
gue numerosos estudios demuestran que los metabolitos secundarios de las plantas
interfieren en el control de la supervivencia y muerte de las células malignas, lo que

permite su planteamiento como una nueva forma de tratar el osteosarcoma.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad citotbxica de los extractos
obtenidos de las plantas Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poir y Heliotropium
indicum Linn sobre las lineas celulares OSCA-8 (Osteosarcoma canino) y MDCK
(fibroblastos caninos renales, empleados como control celular de citotoxicidad)
empleando el ensayo de viabilidad celular por reduccion metabdlica del Bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Los extractos vegetales mostraron
actividad citotéxica 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). En cuanto a la linea celular OSCA-8 se
demostro que el extracto CDAe ejercio inhibicion con una ICso de 22,38 ug/mly 29,24
pMg/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente, mientras que el extracto
HIM ejercid inhibicion en esta linea celular con una ICso de 173,38 ug/ml y 222,08
pMg/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente. En las células empleadas
como control de citotoxicidad se observo que la concentracion de extractos vegetales
requerida para inhibir su crecimiento fue mucho mayor en comparacion a la requerida
para inhibir las células cancerigenas: el extracto CDAe inhibio la linea celular control

con una ICso de 243,22 ug/mly 158,12 ug/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento,



respectivamente, mientras que el extracto de HIM ejercié inhibicién con una ICso de

524,81 ug/ml y 247,68 ug/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente.

Como prueba complementaria en la evaluacion de la actividad citotoxica, se realizo el
ensayo de cometa donde fueron evaluados los exiractos CDAe y HIM, obteniendo
resultados sugestivos de genotoxicidad, debido a la observacién de la pérdida de
integridad del ADN en células individuales a las 48 horas post tratamiento.

Los resultados sugirieron que ambos extractos tienen la capacidad de causar un
marcado efecto genotoxico sobre la linea celular OSCA-8, evidenciandose en mayor

proporcion que el observado sobre la linea celular control MDCK.

Los resultados obtenidos son prometedores en la investigaciéon contra el cancer,
exactamente en la investigacion de nuevas alternativas terapéuticas para tratar el
osteosarcoma. Sin embargo, es necesario continuar con mas investigaciones al

respecto.

Palabras clave: Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poir, Heliotropium indicum

Linn, osteosarcoma, citotoxicidad, genotoxicidad, osteosarcoma.



INTRODUCCION

A través del tiempo el hombre ha desarrollado diversas estrategias terapéuticas para
tratar las enfermedades basandose en las creencias populares (1). En Oriente y en
algunas zonas del tercer mundo, predomina la medicina alternativa donde destaca la
medicina herbolaria (2).

Una hierba es una planta que produce semillas ya sea de forma anual o perenne, la
cual no desarrolla tejidos lefiosos a diferencia de los arboles o arbustos y que perece
al final de su temporada de crecimiento. Otra definicién de hierba es “una planta o
parte una planta que se aprecia por sus propiedades medicinales, sabor o cualidades
aromaticas” (3,4).

En la medicina herbolaria se emplea un gran nimero de sustancias extraidas de
plantas medicinales o sus partes a las que se atribuye por conocimiento popular, el
alivio de alguna enfermedad o sus sintomas. La mayoria de los remedios herbolarios
son obtenidos por extracciones acuosas, alcohdlicas o acetdnicas, aunque en
algunas ocasiones no se realiza manipulacién de las semillas, hojas, tallos y raices
de las plantas (5). Estos productos gozan de gran aceptacion ya que se les considera
como productos naturales, de facil acceso, que al ser consumidos no generaran los

efectos adversos que producen los medicamentos industrializados (6).

La gran diversidad de especies vegetales que habitan el territorio colombiano ha
permitido que desde tiempos remotos las poblaciones hayan usado las plantas con
fines medicinales creando un vinculo entre las sociedades y los beneficios que estas
proveen. Las creencias populares en la medicina herbolaria han hecho que los usos
tradicionales de las plantas trasciendan hasta el punto en que, actualmente,
aproximadamente el 39% de los medicamentos son de origen natural (7). Es
importante destacar que Colombia, segun lo plantean Giraldo y colaboradores (8), es
un pais privilegiado al ser reconocido a nivel mundial como el segundo pais con mayor
diversidad vegetal; sin embargo, aunque se reportan mas de 6000 especies con

aplicacion medicinal, se desconocen las propiedades terapéuticas de muchas otras.

El osteosarcoma o tumor osteogénico, es el cancer de tejido 6seo mas comun que
afecta en un mayor porcentaje a nifios, adolescentes y adultos jévenes. Es un tumor

caracterizado por la formacion de hueso u osteoide tumoral por parte de las células
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neoplasicas, que debe su importancia a la poblacién a la que afecta, a su tratamiento
agresivo y a su mal pronéstico (9). El tratamiento para el osteosarcoma abarca la
cirugia, la radioterapia y la quimioterapia que aunque contribuyen a que las tasas de
supervivencia mejoren, generan efectos secundarios como malestar general,
nauseas, vomitos, mielosupresion, inmunosupresién, ototoxicidad y cardiotoxicidad
entre otros (10) debido a la falta de selectividad y especificidad de accion contra
células tumorales ya que actian también sobre las células normales (11). Por estas
razones, se hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento
del osteosarcoma de modo que se puedan disminuir tanto los efectos colaterales
como los elevados gastos médicos, repercutiendo en la mejora de la calidad de vida

de los pacientes.

Diversas investigaciones han demostrado el potencial anticancerigeno de algunas
plantas medicinales al evaluar la actividad citotdxica in vitro de sus extractos sobre
lineas celulares cancerigenas. Por esta razon, el objetivo de esta investigacion fue
determinar la actividad citotdéxica de los extractos de tres plantas encontradas en el
pais: Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poiry Heliotropium indicum Linn, sobre
la linea celular de Osteosarcoma canino OSCA-8, considerada un modelo de
experimentacién, con caracteristicas moleculares y comportamientos biolégicos
similares a las lineas celulares del osteosarcoma humano (12), empleando el ensayo
de viabilidad celular por reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) con el fin de buscar alternativas terapéuticas para el

tratamiento del osteosarcoma.

En el transcurso de la investigacion, se determiné inicialmente la tasa de proliferacion
para cada linea celular con el fin de hallar la concentracion celular adecuada para la
realizacion de los subsiguientes ensayos y se evalud la actividad citotéxica de nueve
extractos vegetales sobre la linea celular de osteosarcoma canino OSCA-8,
empleando como células control fibroblastos renales caninos normales MDCK, con el
fin de observar si el comportamiento de los extractos era similar en las dos lineas
celulares o estos ejercian su efecto Unicamente en las células cancerigenas. La
concentracion inhibitoria 50 (ICs0) de cada extracto vegetal fue determinada sobre
ambas lineas celulares a las 48 y 72 horas post tratamiento. Finalmente, para evaluar

si existia actividad genotdxica de los extractos CDAe y HIM sobre las lineas celulares
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estudiadas, se realiz6 el ensayo de cometa, usando la concentracién de los extractos
determinada por los valores ICso previamente obtenidos, observando pérdida de la
integridad del ADN, resultados sugestivos de genotoxicidad donde las alteraciones se

vieron reflejadas en mayor proporcién sobre la linea celular OSCA-8.

Los resultados obtenidos permiten dilucidar el uso de algunos de los extractos
estudiados como una posible alternativa terapéutica en el tratamiento del
osteosarcoma. Sin embargo, se requiere la realizacion de mas investigaciones que

den continuidad a estos hallazgos dado que son prometedores.
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1. OBJETIVOS

11. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto citotoxico 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.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la tasa de proliferacion de las lineas celulares OSCA-8 (Osteosarcoma

canino) y MDCK (fibroblastos renales de canino).
Determinar el porcentaje de inhibicion en las lineas celulares OSCA-8 y MDCK
expuestas a los extractos de Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poir y

Heliotropium indicum Linn por medio del ensayo MTT.

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

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

13



2. ANTECEDENTES

El osteosarcoma (OS) es una neoplasia maligna de origen mesenquimatoso, que
representa aproximadamente el 85% de todos los tumores primarios de hueso en
caninos, cuya biologia es idéntica a la encontrada en pacientes humanos. Por este
motivo se ha considerado al osteosarcoma canino como un excelente modelo para
estudiar el osteosarcoma humano (13). Los perros desarrollan osteosarcoma en los
mismos sitios anatomicos que en los humanos, ademas de tener una histologia,
respuesta a tratamientos y capacidad metastasica muy similares. Por otro lado,
genes involucrados en la progresion del osteosarcoma humano también se han
caracterizado en el canino, tales como los genes PTEN, Rb, ezrin, villin-2, c-met,
ErbB-2, oncogen homologo derivado de neuro/glioblastoma y p53; de acuerdo con un
andlisis comparativo de especies el osteosarcoma humano y canino no se distinguen
por el perfil global de expresion de genes (14).

Al-Khan y colaboradores (15), demuestran que no existen diferencias significativas
en los niveles de expresion de los marcadores tumorales probados en muestras de
tejido de osteosarcoma canino y humano. Para este estudio se empleé marcaje
inmunohistoquimico donde se reveld que la vimentina, fosfatasa alcalina (ALP), el
factor de transcripcion Runx2 y la proteina morfogénica 6sea BMP4 estaban
altamente expresados en las muestras tanto de tejido de osteosarcoma canino como
de tejido de osteosarcoma humano. Las proteinas desmina, S100, y la isoenzima
NSE se expresaron de forma variable para ambos tipos de tejido, por lo tanto la
similitud de presentacion del OS en caninos y humanos indica la posibilidad de
realizar estudios in vitro empleando el OS canino como modelo de dicha enfermedad

en humanos (15).

Las plantas han sido ampliamente utilizadas a través del tiempo para tratar
numerosas enfermedades, por ello son muchos los medicamentos que se han
desarrollado a partir de fuentes vegetales (16).

Al realizar una revision bibliografica se han encontrado numerosos estudios que
demuestran el importante papel de las plantas en la medicina al comprobar que
poseen componentes fitoquimicos que les otorgan capacidad antitumoral y que las

convierten en una alternativa de tratamiento para el cancer.
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En México se ha demostrado que las plantas Colubrina macrocarpa, Acacia
pennatula, y Hemiangium excelsum utilizadas en la medicina tradicional mexicana
para tratar la sintomatologia del céncer tienen actividad citotoxica frente a lineas
celulares UISO-SQC1 (cancer de cérvix), KB (carcinoma nasofaringeo) y carcinoma
de colon HCT-15 (17).

La actividad antitumoral de algunas especies del género Cordia ha sido evaluada en
algunas investigaciones; Parisotto y colaboradores (18) realizaron en el afio 2012 una
evaluacion comparativa de la actividad antitumoral de los extractos de Cordia
verbenecea obtenidos por extraccion de fluido supercritico (SFE) y por extraccion
clasica con disolvente organico etanol (CE) en células EAC (Carcinoma de ascitis de
Ehrlich derivado de raton) y MCF-7 (Linea celular de adenocarcinoma de pecho); la
evaluacion también se realizd in vivo con ratones portadores del tumor EAC. Los
efectos antitumorales de los extractos (CE y SFE) se evaluaron empleando el método
MTT, determinando que ambos extractos vegetales demostraron un alto potencial de
inhibicién del crecimiento tumoral en los ratones al realizar una comparacion con el
control negativo. El extracto SFE presentd el mejor rendimiento ya que también

genero inhibicion del crecimiento tumoral en el ensayo in vitro.

Una investigacion realizada en el afio 2015 reveld el efecto citotdxico in vitro de
Heliotropium indicum Linn sobre la linea celular de carcinoma de cérvix HeLa. Los
extractos brutos de las hojas y tallos se prepararon para dar origen a los respectivos
extractos metanolicos, los cuales se usaron en los ensayos. Se determind el
porcentaje relativo inhibiciébn con cada extracto, para las hojas este porcentaje
correspondié al 49.67% y 14.82% empleando dosis de 200 y 400 pg/mi
respectivamente. Los extractos de tallo mostraron una actividad méas efectiva en
comparacion con los extractos de las hojas, con porcentajes de inhibicion que
oscilaron entre 64.52% y 16.11% a 200-1000 pg/ml de una manera inversamente
dependiente de la dosis. La concentracion inhibitoria 50 de los extractos de hojas y
tallos correspondi6 a 200 pg/ml (19).

La actividad citotoxica de los extractos de Rhoeo discolor, una planta usada
ampliamente en México para fines medicinales y ornamentales fue determinada en
el afio 2016 mediante ensayo de MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) y citometria de flujo. La citotoxicidad
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se evaluo en tres lineas celulares cancerigenas de origen humano, aunque de linajes
completamente diferentes: la linea celular de carcinoma de colon HT29, linea de
carcinoma hepatico Hep-G2 y la linea celular de carcinoma prostatico PC3,
empleando como control la linea celular de fibroblastos normales NIH 3T3. Los
resultados demostraron efectos citotoxicos especificos contra las células
cancerigenas, la inhibicion de la proliferacion celular se observé hasta en un 94.2%
en HT-29, 92.9% en Hep-G2 y 61.8% en PC-3, con poco dafio a la linea celular de
control no mas de 28.3 (20).

La actividad antitumoral de Heliotropium indicum Linn ha sido determinada en
algunas investigaciones. Chunthorng-Orn y colaboradores (21), evaluaron en el afo
2016 la actividad citotéxica de los extractos acuoso y etandlico de Heliotropium
indicum Linn sobre lineas celulares de cancer de pulmén humano A549 y NCI-H226
empleando el ensayo sulforodamina B (SRB). El extracto etandlico revel6 actividad
citotoxica Unicamente contra la linea celular NCI-H226 mientras que el extracto
acuoso no mostré sefial de dicha actividad para ninguno de los dos tipos celulares
evaluados, se demostré la especificidad de la planta cuando se emplean solventes
etanolicos sobre la linea celular NCI-H226 (21).

Diferentes familias botanicas han sido estudiadas por tener una posible actividad
citotdxica o anticancerigena. Un estudio realizado en el afio 2017 en Nigeria evalud
la capacidad de dos extractos vegetales obtenidos de las plantas Macaranga barteri
Mull. Arg. (Euphorbiaceae) y Calliandra portoricensis Benth (Leguminosae) para
inhibir significativamente una linea celular de Rabdomiosarcoma, un sarcoma de
tejidos blandos, empleando como células control las lineas celulares VERO (células
de rifibn del mono verde africano) y PNT2 (linea celular de prostata normal). El indice
de selectividad indicd que los extractos no ejercieron citotoxicidad sobre las lineas
celulares empleadas como control. Esta determinacion se realizd empleando el
método MTT (22).

La familia Boraginaceae abarca un gran grupo de plantas incluyendo arbustos,
arboles y hierbas distribuidas en todo el mundo y que se han venido investigando por
su actividad antitumoral. Un estudio realizado en el afio 2018 demostré la actividad
citotoxica de Arnebia euchroma (Royle) Johnst en células de carcinoma hepatocelular
SMMC-7721, HepG2 y QGY-7703. La actividad antiproliferativa dada por
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meroterpenoides, compuestos fitoquimicos abundantes de la especie, fue medida
empleando el método MTT; los resultados arrojaron una ICso >12,0 uM, siendo
inclusive méas potente que el farmaco cisplatino empleado como control (23).

La actividad citotoxica del aceite esencial del Glandora rosmarinifolia, otra especie de
la familia Boraginaceae, fue evaluada sobre lineas celulares de hepatocarcinoma
celular HA22T / VGH, HepG2 y Hep3B, y lineas celulares de cancer de mama SUM
149 y MDA-MB-231. En esta investigacion se determin6 que el aceite esencial de G.
rosmarinifolia fue capaz de inhibir del crecimiento en todos los modelos de lineas
celulares empleados de una forma dependiente de la dosis, es decir, que a mayor

concentracidon de este aceite esencial, mayor porcentaje de inhibicion ejercido (24).

La familia Malvaceae, por el contrario, ha sido poco estudiada farmacolégicamente.
La actividad antiproliferativa de los extractos de la planta Sida rhombifolia en
solventes hexano, acetato de etilo y metanol fue evaluada sobre las lineas celulares
de hepatocarcinoma celular Hep-G2 y cancer de estdmago SNU-1. Los resultados
demostraron que el extracto en solvente hexano ejercio la actividad antiproliferativa
mas fuerte en ambas lineas celulares ya que fue capaz de inhibir el 68,52% vy el
47,82% de las células SNU-1 y Hep-G2 respectivamente. Los extractos en solventes
acetato de etilo y metanol mostraron actividad antiproliferativa mas débil (25).

En una investigacion realizada en el afio 2018, se logro el aislamiento de seis
flavonoides en la especie Alcea rosea L., una planta perteneciente a la familia
Malvaceae. ElI compuesto flavonoide kaempferol-3 -O-B-d-glucopiranosido mostré
una potente actividad citotéxica contra la linea celular Hep-G2 con alta selectividad y
una ICso de 3,8 pg/ml. Por otro lado, los flavonoides restantes mostraron actividad

antioxidante e inmunoestimulante significativa (26).

El ensayo de cometa o electroforesis de células individuales ha sido ampliamente
utilizado para evaluar el efecto genotoxico de extractos vegetales sobre células
cancerigenas. Un estudio realizado en India para el afio 2015, evalué el efecto
citotoxico y genotdxico de los extractos de Solanum nigrum, Phyllanthus amarus y
Heliotropium indicum sobre las lineas celulares de cancer de ceérvix SiHa, Hela, y
C33A empleando los solventes cloroformo, hexano y agua; el efecto citotoxico se
evalu6 empleando el método MTT. En esta investigacion los extractos vegetales

fueron considerados eficientes cuando presentaban una ICso menor o igual a 100
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pg/ml, por lo tanto, se consideraron como los extractos mas eficientes el extracto en
cloroformo de S. nigrum sobre las lineas celulares SiHa y C33A conuna ICsode 86.5
y 100 ug/ml respectivamente, el extracto en cloroformo de P. amarus sobre la linea
celular SiHa con una ICso de 50 pug/mly por ultimo, el extracto en hexano de H.indicum
sobre las lineas celulares HelLa y SiHa con una ICso de 100 y 50 pg/ml
respectivamente. En cuanto a la evaluacién de la genotoxicidad, se determiné que
la linea celular C33A presentd mayor dafio en el material genético en comparacion a
las lineas celulares HeLa y SiHa. Los porcentajes de la cola de ADN en la linea celular
C33A oscilaron entre 14.81% y 85.72%, para los 9 extractos probados siendo mas
potentes los extractos de las tres plantas donde fueron empleados los solventes

cloroformo y hexano (27).

El uso de la medicina herbolaria ha llevado al descubrimiento de importantes
sustancias bioactivas en las plantas, lo que sin duda, ha tenido gran impacto en el
area de la salud, pues muchos medicamentos han sido desarrollados a partir de estas

fuentes naturales.

Por otro lado, los estudios citados anteriormente permiten considerar las especies
vegetales Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poiry Heliotropium indicum Linn
como una interesante fuente de investigacion, ya que se ha demostrado que estas
mismas plantas, plantas del mismo género o familia ejercen efecto citotéxico en

lineas celulares cancerigenas.
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3. MARCO TEORICO

3.1. LAS PLANTAS COMO FUENTES NATURALES DE PRINCIPIOS ACTIVOS

La practica de la fitoterapia es una actividad tan antigua como la humanidad y por eso
es considerada la medicina probada méas remota. En las sociedades prehistoricas, los
individuos mantenian una fuerte relacion con la naturaleza, aprendian de forma
accidental el papel que tenian las plantas al enfrentarse a diferentes situaciones
cotidianas como la ingesta de vegetales toxicos, la picadura de los insectos, entre
otras, lo que les daba el conocimiento acerca de los beneficios o perjuicios que
producia el uso de determinadas plantas. A pesar del dafio que sufrian por el uso de
algunas especies vegetales, se comprendia que algunas eran provechosas al mostrar
propiedades curativas; esta experiencia permitié entonces que las personas a través

de los siglos seleccionaran las plantas que les serian utiles (28).

3.2. CONCEPTOS GENERALES DEL GENERO MALACHRA

El género Malachra pertenece a la familia Malvaceae, es neotropical (29) y se
distribuye en América tropical. Este es un género compuesto por hierbas y arbustos,
comprende alrededor de 30 especies notificadas, seis de ellas nativas en el territorio

Colombiano presentes en los Andes y llanuras del Caribe (30).

3.2.1. Clasificacion, descripcion y distribucion geogréafica de Malachra alceifolia Jacq.

La clasificacién taxondmica de Malachra alceifolia Jacq es (31):

Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Malachra

Especie: alceifolia
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Autor: Jacq

Hgura 1. Malachra alceifolia Jacq (32).

Malachra alceifolia Jacg conocida comunmente como malva, quesillo o urticaria, es
una hierba o subarbusto de 0,5 a 2 metros de altura que presenta tallos hispidos,
hojas pecioladas, orbiculares a ovadas de 4 a 9 cm de largo, angulares o ligeramente
truncadas y aserradas. En cuanto a la inflorescencia presenta una serie de glomérulos
compactos axilares, cortamente pedunculados a sésiles; bracteas florales varias,
especializadas, cordadas con divisiones lineares en la base, acuminadas
frecuentemente con tejido blanco reticulado basalmente. Los pétalos son amarillos de
1 a 1.5 cm de largo, los frutos son esquizocarpicos y las semillas solitarias y glabras.
Esta es una planta que crece al margen de pantanos y pastizales, habita a una altitud
menor de 150 metros y florece a través de todo el afio. Su distribucion geogréfica
comprende México, Centroamérica, norte de Sudameérica incluida Colombia y Las
Antillas (33).
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3.2.2. Fitoquimica de Malachra alceifolia Jacq. La caracterizacién fitoquimica de
Malachra alceifolia Jacq no ha sido registrada en la literatura, o por lo menos no en lo
revisado para esta investigacion. Sin embargo, en estudios preliminares del grupo de
investigacion en Quimica de Medicamentos de la Universidad de Cartagena, se
determiné cualitativamente la presencia de metabolitos como cumarinas, flavonoides,

antraquinonas Yy terpenos en esta especie (datos no publicados).

3.2.3. Aplicaciones clinicas de Malachra alceifolia Jacq. Los usos medicinales de
Malachra alceifolia Jacq han sido poco investigados. Sin embargo, enla Costa Caribe
Colombiana las hojas frescas se emplean tradicionalmente para tratar la inflamacién
(34), en el Chocb, el tallo es usado como antigripal y las hojas como antihelmintico
(35).

3.3. CONCEPTOS GENERALES DEL GENERO CORDIA

El género Cordia es el género mas grande de la familia Boraginaceae, comprende
alrededor de 350 especies que son ampliamente estudiadas en diversos aspectos
etnobotanicos y etnofarmacolégicos como la actividad antibacterial, antifingica,
antiinflamatoria, anti picadura de serpiente, hipolipidemica y antioxidante, entre otras.
Los miembros del género Cordia se encuentran principalmente en regiones tropicales
y subtropicales de América Central y del Sur, India, Asia y Africa; son incluidas
especialmente en estudios de productos naturales de origen vegetal debido a su

diversidad de propiedades quimicas, bioldgicas y farmacolédgicas (36).

3.3.1. Clasificacién, descripcion y distribucion geografica de Cordia dentata Poir. La

clasificacion taxonomica de Cordia dentata Poir es (37):

Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales

Familia: Boraginaceae
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Género: Cordia
Epiteto especifico: dentata
Autor: Poir.
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Fgura 2. Cordia dentata Poir (38).

Cordia dentata Poir conocida cominmente como uvito, wvillo, jiguilote o chachalaco,
es un arbol pequefio de 2 a 10 metros de altura que presenta un tronco corto
frecuentemente torcido y una copa muy ramificada. La corteza es gris pardo o
grisacea muy fisurada, las ramas son largas y extendidas y las hojas simples, alternas
de 3 a 13.5cm de largo y de 2 a 7 cm de ancho, elipticas-ovaladas a redondeadas
con apice redondeado que poseen un borde dentado. Las flores son de color amarillo
palido a blanco y la inflorescencia se dispone en cimas paniculadas de hasta 20 cm
de ancho con abundantes flores. Los frutos son ovoides de 1 a 1.5 cm de largo y 0.6
cm de diametro, blancos o casi transparentes cuando maduran. Es un arbol que forma
parte de los bosques secos, secos premontanos 0 espinosos que crece en orillas de
caminos y carreteras, asi como en orillas de manglares y terrenos temporalmente
inundados. Su distribucion geografica comprende México, Panama, Las Antillas,

Colombia y Venezuela (39).
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3.3.2. Fitoquimica de Cordia dentata Poir. La caracterizacion fitoquimica de los frutos
de Cordia dentata Poir muestra la presencia de taninos, alcaloides, cumarinas y
heterésidos cianogenéticos (40), en cuanto a las hojas se determiné la presencia de

alcaloides, triterpernos/esteroides, cumarinas y quinonas (41).

3.3.3. Aplicaciones clinicas de Cordia dentata Poir. Las flores de Cordia dentata Poir
son usadas tradicionalmente como ténico pectoral, sudorifico y emoliente (42),
poseen propiedades de antioxidantes y demostraron ser un buen inhibidor enzimatico
de glucosidasa, amilasa, galantamina y acarbosa empleando extractos metabdlicos
(43).

3.4. CONCEPTOS GENERALES DEL GENERO HELIOTROPIUM

El género Heliotropium comprende alrededor de 200 especies distribuidas
principalmente en regiones tropicales y subtropicales de todos los continentes. Abarca
hierbas o arbustos glabros o densamente pubescentes que presentan inflorescencia
escorpioide, en espigas o racimos, o flores solitarias. Las flores son perfectas
actinomorfas o zigomorfas, pediceladas o sésiles, el céliz posee 5 sépalos mas o
menos connatos basalmente, persistentes o caducos, la corola es asalvillada a
infundibuliforme, blanca, amarilla o azul, los estambres se encuentran adheridos al
tubo de la corola, los filamentos son cortos o ausentes, el ovario 4-locular, con anillo
glandular en la base. Los frutos son secos, lobulados o no lobulados que se separan

en 2—4 nuececillas cada una con 1-2 semillas (44).

3.4.1. Clasificacién, descripcion y distribucion geografica de Heliotropium indicum

Linn. La clasificaciéon taxondmica de Heliotropium indicum Linn es (45):

Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Boraginales
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Familia: Boraginaceae
Género: Heliotropium
Epiteto especifico: indicum

Autor: Linn.

H. Gomez, Colombia

Figura 3. Heliotropium indicum Linn (46).

Heliotropium indicum Linn conocida comUnmente como heliotropio indio, es una
hierba o subarbusto de 50 cm de altura que presenta tallos cilindricos de 1 a5 mm de
grosor, densamente pubescentes hacia el apice, glabros cuando adultos; hojas
simples, opuestas y alternas puberulas sobre todo en las venas, peciolo de 0,5 a 2
cm de longitud, acanalado y alado. Las inflorescencias salen de las axilas de nudos y
hojas terminales como cimas escorpioides de 2 a 30 cm de longitud, pubescentes.
Las flores son sésiles y hermafroditas; el caliz consta de 5 sépalos y la corola de 5
piezas. El ovario tiene 0,5 mm de longitud con estilo Unico, estigma capitado bilobado.
El fruto es de tipo esquizocarpo globoso con apice agudo y lignificado de 2 a 2.5 mm
de longitud, las semillas se encuentran adheridas al mericarpo y poseende 1 a 1,5
mm de longitud (47).

Esta es una de las especies mas ampliamente distribuidas del género, se encuentra
en las Américas, desde México hasta Argentina incluyendo Las Antillas, Africa

Tropical, Asia y Australia (48).
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3.4.2. Fitoquimica de Heliotropium indicum Linn. Heliotropium indicum Linn posee en
sus semillas componentes como glicésidos cardioténicos, flavonoides y quinonas

(41), y en sus raices alcaloides de pirrolizidina (helindicine y licopsamina) (49).

3.4.3. Aplicaciones clinicas de Heliotropium indicum Linn. Esta planta es comudn en
muchos paises del mundo por sus usos medicinales atribuidos tradicionalmente.
Estudios realizados en modelos animales han reportado que esta especie botanica
posee propiedades antioxidantes, antibacterianas (50), antiinflamatorias (51) y
cicatrizantes (52). Para tratar problemas oculares como las cataratas y la
conjuntivitis (53,54). Por otra parte, la actividad antitumoral de diferentes extractos
de H. Indicum han mostrado efectos significativos contra algunos tumores (27,55)
siendo los alcaloides y flavonoides de heliotropio agentes potenciales en la
quimioterapia. Sin embargo las aplicaciones clinicas de H. Indicum Linn estan

limitadas debido a falta de estudios sobre la toxicidad de la planta(56).

3.5. EL CANCER, UNA DE LAS PRINCIPALES CAUSAS DE MUERTE EN EL
MUNDO

Segun Garcia, el cancer es una enfermedad genética que se produce como resultado
de alteraciones generalmente en oncogenes y genes supresores de tumores, cuyos
productos ejercen funciones béasicas para el buen funcionamiento, crecimiento y
muerte celular (57). Las mutaciones que inician el cancer pueden desarrollarse
espontaneamente por defectos en la replicacion del DNA o carcindgenos quimicos y
fisicos que pueden facilitar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO).
Cuando existe un aumento descontrolado en la formacion de ERO, se pueden inducir
dafos en las macromoléculas incluido el DNA, las proteinas y los lipidos, generando
inestabilidad gendmica y cambios en el crecimiento celular. Las especies reactivas de
oxigeno pueden coordinar el progreso del ciclo celular al influir en la actividad de
algunas proteinas como el inhibidor p21 de las cinasas dependientes de ciclinas

(CDK) o de la Ataxia Telangiestasia Mutada (ATM) serina/treonina quinasa (58).

Segun la OMS, para el afio 2015 el cancer ocasion6 8,8 millones de muertes a nivel

mundial. Se estima que el 70% de las defunciones que produce son registradas en
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paises en via de desarrollo y que al menos una tercera parte de estas se deben
principalmente a factores de riesgo asociados a la dieta y la conducta: indice de masa
corporal elevado, bajo consumo de frutas y verduras, falta de actividad fisica y el
consumo de tabaco y alcohol.

Los siguientes son los cinco tipos de cancer con mayor nimero de defunciones en el

mundo:

e Cancer pulmonar (1,69 millones de defunciones)
e Cancer hepatico (788.000 defunciones)

e Cancer colorrectal (774.000 defunciones)

e Cancer gastrico (754.000 defunciones)

e Cancer mamario (571.000 defunciones) (59)

3.5.1. Ciclo celular y origen del cancer. El ciclo celular es un conjunto ordenado de
eventos en la vida de una célula eucariota que consta de varias etapas en las que la
célula prolifera aumentando por un lado su contenido de moléculas y organulos y por
otro duplicando y segregando sus cromosomas. Estos procesos permiten que la

célula, posteriormente, se divida en dos células hijas genéticamente iguales (60).

El ciclo celular se divide en dos fases principales: la fase M o fase mitética, y la
interfase, que incluye a su vez a G1, Sy G2 (61). El correcto funcionamiento de sus
procesos requiere de cambios en complejos enzimaticos, entre los que se encuentran
las ciclinas, las cinasas dependientes de ciclinas (CDK) y los complejos que se forman
entre ambas (CDK-ciclina). Las formas activas de los complejos CDK-ciclina estan
constituidas por dos proteinas: una cinasa y una ciclina. Las cinasas son enzimas
encargadas de fosforilar proteinas, lo que resulta importante para la regulacion del
ciclo celular. Los complejos CDK-ciclina dirigen la célula de una fase a otra en el ciclo
celular. En consecuencia, la dinamica del ciclo dependera de las formas activas o
inactivas de los complejos CDK-ciclina, entre otros procesos (62).

Los complejos caracteristicos que se distinguen en cada fase del ciclo celular son los

siguientes:

e Ciclina D en complejo con la CDK4 o0 CDKs durante Gu.

e Ciclina E en complejo con la CDKz enla transiciéon G1/S y durante S.
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e Ciclina A en complejo con la CDK1 0 CDK2 durante Sy G2.

e Ciclina B en complejo con la CDK1 durante M.

= Ciclina A-CDK, /CDK,
- Ciclina E-CDK,

| Inicio de fase

> Término de fase/proseguimiento
a la siguiente

Source: Angel Herrera-Gémez, Silvio A, Name.ndys-Silva,
Abelardo Meneses-Garcia: Manual de Oncologla, Sexta Edicién
Copyright © McGraw-Hill Education. Todos los derechos reservados
Fgura 4. Actividad de los complejos ciclina-cinasa a lo largo del ciclo

celular (66)

La progresion de una célula por el ciclo celular se encuentra regulada en varios puntos
de revisién por un conjunto de genes que son el blanco especifico de alteraciones
genéticas en el cancer. Las proteinas en estos puntos de control que con frecuencia
se encuentran mutadas o inactivadas en los canceres, son llamadas genes
supresores de tumores, entre ellos los genes que codifican para la proteina p53 y la

proteina del retinoblastoma (Rb) (63).

3.5.1.1. Fase Glogap 1l:es la etapa del ciclo celular que sigue a la mitosis. En ella
las células mantienen un nimero de cromosomas diploide (2n) que equivale a dos
copias de cada cromosoma. La cromatina se descondensa gradualmente hasta que
adopta una conformacion totalmente extendida (correspondiente a la doble hélice),
necesaria para la separacion de las dos hebras en la siguiente fase. En esta fase la

célula sintetiza ciclinas de G1, en particular ciclina D (61).
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Durante el punto de control G1 en la transicion G1-S, la célula comprueba si las
condiciones internas y externas son adecuadas para su division (p. ej., nutrientes,
sales, temperaturas adecuadas, oxigeno, sefiales proliferativas y antiproliferativas,
etc.)(60). La proteina retinoblastoma Rb es el principal freno del proceso. Cuando la
célula esta preparada para continuar, una activacion secuencial de las CDK desactiva
Rb mediante su fosforilacién. La Rb fosforilada libera el factor de transcripcién
regulador de la fase S (E2F/DP1) y se expresan los genes necesarios para el progreso
de la fase S. Cuando la célula determina que no es apta para replicar el DNA, varios
inhibidores bloguean la accién de las CDK (p.ej., p21Cp2Wafl n]ginkda yy n27Kipl),

Casi todo tipo de cancer tiene una 0 mas lesiones genéticas en el punto de control
G1 que permite el paso a la fase S a pesar de que existan anormalidades en los
mecanismos de reparacion del DNA y otras deficiencias capaces de afectar la sintesis
normal de DNA (63).

3.5.1.2. Fase S o sintesis: Durante esta fase se lleva a cabo la replicacion del DNA
de los cromosomas individuales. Cada hebra de este DNA sirve de molde para
sintetizar la nueva hebra, que se asocia por apareamiento de bases nitrogenadas.
Las dos moléculas de DNA se encuentran unidas por el centrdmero dando lugar a
cromosomas con cuatro hebras de DNA donde cada doble hebra conforma una
cromatida; de esta manera el nimero de cromosomas es diploide en el nlcleo (2n)
pero al terminar esta etapa el contenido de DNA es 4n. Las dos copias de cada
cromosoma replicado se mantienen unidas como cromatidas hermanas idénticas
gracias a las cohesinas; la cohesion de las cromatidas es esencial para que los

cromosomas puedan segregarse correctamente (61).

3.5.1.3. Fase G2: Esta fase abarca el periodo comprendido entre la finalizacién de la
replicacion del DNA vy el inicio de la division (60). Durante ella, la célula inicia la
produccién de proteinas necesarias para la division celular. Se inicia la condensaciéon
gradual de la cromatina dando lugar a cromosomas visibles al microscopio, con el
aspecto tipico de dos cromatidas y cuatro brazos. Esta etapa se completa durante las

primeras etapas de la mitosis (61).

Al final de la fase G2 y antes de la fase M, existe un punto de control G2 donde la

célula comprueba si los cromosomas se han duplicado por completo, si hubo
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segmentos del DNA con mas de una copia, si el DNA dafiado se ha reparado o si
existe el nimero correcto de cromosomas Yy la cantidad adecuada de DNA. De ser
asi, la célula continla en la fase G2 donde se prepara para dividirse al sintetizar el
huso mitético y otras proteinas necesarias para producir dos células hijas (64).
Cuando se detecta algun dafio en el DNA normalmente se activa la via de p53. Este
factor conocido como guardian del genoma y cuyas concentraciones se encuentran
bajas en la célula (en condiciones normales), se encuentra unido con mdmz2, una
ubiquitina ligasa que inhibe la activacién transcripcional de p53 y lo transporta para
gue este pueda degradarse en el proteasoma. Cuando un dafio es percibido se activa
la via de Ataxia-Telangiectasia mutada o ATM; esta via fosforila a mdm2 haciendo
gue disminuya su afinidad con p53 y que éste Ultimo detenga la progresion del ciclo
celular, dirija la sintesis de enzimas de reparacion o inicie la apoptosis celular cuando
el dafio es significativo para evitar que una célula dafiada pueda propagarse.

La via de p53 también puede activarse al inducir a pl4ARF mediante sefiales
hiperproliferativas de oncogenes. p14ARF compite con p53 por la unién con mdm2
haciendo que p53 se libere del efecto de mdmz2, se acumule en la célula y logre
detener el ciclo celular al activar los inhibidores de CDK y/o iniciar la apoptosis (63).
En mas del 50% de los canceres, la capacidad de p53 para suprimir el cancer se
encuentra reducida. El gen que codifica para p53 estd mutado habitualmente por una
mutacion puntual que causa el cambio de un aminoécido Unico en la proteina p53; en
otros casos ocurre que p53 es normal pero su funcién es reducida debido a defectos
en otras proteinas que son necesarias para su funcion.

La ausencia de p53 acarrea inestabilidad cromosdmica y acumulacion de dafio en el

DNA gue dan ventaja de proliferacién y supervivencia a las células anormales (65).

3.5.1.4. Fase M: En esta fase se generan nuevas células, idénticas a la célula madre
gue contienen el mismo material genético. La division celular ocurre en dos etapas: la
mitosis en al que el material genético duplicado se distribuye equitativamente en los
polos de la célula, y la citocinesis en la que se distribuye el citoplasma (66,67). La

mitosis se divide en cinco fases:

Profase: los cromosomas se condensan para formar la estructura mas compacta

posible; las cromatides hermanas unidas cuentan con cinetocoros donde se unen los
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extremos de los microtlibulos. En esta etapa se inicia la formacion del huso mitotico

donde los centrosomas se dirigen hacia los polos opuestos de la célula.

Prometafase: la envoltura nuclear se desensambla y partir de ese momento los

cinetocoros de cada cromosoma interacttan con los microtibulos del huso mitético.

Metafase: los cinetocoros se unen a lo microtibulos provenientes de los polos
opuestos del huso. Los cromosomas se desplazan alineandose en el ecuador de la

célula.

Anafase: se lleva a cabo la segregacion de las cromatides hermanas hacia los polos
opuestos del huso mitdtico mediante dos fuerzas mecéanicas independientes:
-Anafase A, consiste en el acortamiento de los microtdbulos

-Anafase B, consiste en el alejamiento de los polos del huso.

Telofase: llegada de los cromosomas a los polos del huso, se da inicio al ensamblaje

de la envoltura nuclear alrededor de cada juego diploide de cromosomas.

Finalmente, el citoplasma se distribuye equitativamente entre las dos células hijas en
la citocinesis. Durante este proceso ocurre el estrechamiento del ecuador de la célula
mediado por el anillo contractil, una estructura formada por actina y miosina. Esta
contraccion se acompafia de la fusion de vesiculas de membrana citoplasméatica a
cada anillo contractil donde se logra completar la superficie necesaria para sellar
ambas células hijas. De este modo, en la citocinesis se obtienen dos células con

citoplasmas completamente independientes (66).

Existe un punto de control en la fase de division o fase M, que ocurre antes de la
transicion metafase-anafase conocido como punto de vigilancia mitotica(66). Su

funcidon consiste en asegurar que se haya dado una union apropiada de los

cromosomas con el huso mitético antes de que el ciclo celular progrese (63).

3.6. OSTEOSARCOMA (OS)
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El osteosarcoma es el tumor 6seo maligno primario mas frecuente. Se caracteriza
histologicamente por la presencia de células mesenquimatosas malignas y la
produccion de hueso u osteoide tumoral (trabéculas 6seas inmaduras) por parte de

las células neoplasicas (68).

3.6.1. Epidemiologia. ElI OS es el tumor 6seo maligno que se presenta con mayor
frecuencia en el nifio y el adolescente; representa aproximadamente el 2.5% de todos
los canceres en menores de 15 afios y el 4.2% en jévenes de entre 15 a 19 afios. La
tasa de incidencia anual oscila entre 3,5y 8,8 casos/millon en menores de 15 y entre

15 a 19 afios respectivamente (69).

Esta malignidad presenta una predileccion por el género masculino (proporcion de
nifios a nifias 1.4:1)(70) y una manifestacién bimodal en la adolescencia (con un pico
de mayor incidencia entre 10 y 14 afios) y en adultos mayores de 65 afos(vinculada

con la enfermedad de Paget 6sea)(71).

3.6.2. Factores de riesgo. Existen algunos factores de riesgo identificados: la
radioterapia o quimioterapia previa, enfermedad de Paget y otras lesiones benignas
como el osteocrondroma, el encondroma, la osteomielitis cronica, la displasia fibrosa,
los infartos 6seos y las regiones con implantes metalicos(68). Las afecciones
genéticas hereditarias como el Retinoblastoma hereditario, sindrome de Li-fraumeni,
Sindrome de Bloom, Sindrome de Werner, entre otros, asi como la radiacion ionizante

para el tratamiento de malignidades previas (72).

3.6.3. Etiologia y patogenia. EI OS surge de células madre mesenquimales y sus
alteraciones genéticas se encuentran relacionadas con los genes putativos PTEN,
Rb, ezrin, vilin-2, BRCA2, BAP1, RET, MUTYH, ATM, WRN, RECQL4, ATRX,
FANCA, NU, MA1, MDC1 c-met, ErbB-2, oncogen homolog Gustafsono derivado de
neuro/glioblastoma y p53 (73,74).

En la etiologia del OS existe una relacion entre la aparicién del tumor y el crecimiento

0seo acelerado debido a los siguientes parametros:

e El pico de incidencia del OS estd en la adolescencia, momento de mayor

crecimiento 6seo.
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e Este tumor aparece usualmente en las zonas metafisarias, es decir en la region
donde se produce el crecimiento 6seo.

e EI OS aparece en las mujeres a edades mas tempranas, lo que puede
corresponder a que su desarrollo se da mas temprano que en los hombres
(68).

3.6.4. Presentacion clinica. Los huesos comunmente afectados por el OS son los
huesos largos superiores (himero proximal), los huesos largos inferiores (fémur distal
y tibia proximal) y la regién pélvica (75). La mayoria de los pacientes presenta dolor
e hinchazoén localizados; de 15% a 20% de los pacientes puede presentar una fractura
patolégica (70) y aproximadamente del 10% a 20% presentan evidencia
macroscopica de enfermedad metastasica comunmente (90%) en los pulmones
aunque también puede desarrollarse metéstasis en los huesos (8 a 10%) y rara vez

en los ganglios linfaticos (76,77).

La metastasis de células cancerosas implica una compleja cascada de reacciones:
desprendimiento de las células de su ubicacion original, invasiéon de la matriz
circundante, extravasacion y diseminacion a través de la circulacion y la extravasacion
a un sitio secundario para una colonizacion posterior. Las moléculas de adhesion
celular o CAM son uno de los factores mas importantes para el desarrollo de la
metastasis; se dividen en cuatro grupos: cadherinas, integrinas, selectinas e
inmunoglobulinas (78). En el desarrollo del OS, la molécula de adhesion celular 1 o
VCAM-1 y el factor de crecimiento de tejido conectivo CTGF se encuentran

relacionados con su progresion a la metastasis (79).

3.6.5. Clasificacion de los osteosarcomas
Existen diferentes tipos de osteosarcomas, los cuales tienen en comun la formacion

de hueso o material osteoide (80).
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Figura 5. Clasificacién de los osteosarcomas (80)

3.6.5.1. Osteosarcomas primarios.

El OS convencional representa el 85% de todos los osteosarcomas. Produce
osteoide y presenta abundantes células tumorales, afecta la metafisis y
muestra una reaccion periostica agresiva(80). Este tipo de osteosarcoma se
divide en tres subtipos histologicos:
fibroblastico (81).

ElI OS de células pequerias representa el 1% de todos los osteosarcomas. Es

osteoblastico, condroblastico y

radiotransparente, de margenes permeables y reaccidn periostica (82).

El OS fibrohistiocitico se caracteriza por ser una lesion radiotransparente con
reaccion periéstica menor. Aparece en la tercera década de la vida (80).

El OS telangiectasico de alto grado representa el 5% de todos los
osteosarcomas, se caracteriza por ser una lesion en la diéfisis, es

radiotransparente multiple y exhibe una reaccién periostica agresiva.

33



El OS con abundantes células gigantes representa el 3% de todos los
osteosarcomas. Presenta osteoclastos abundantes (células gigantes), lesion
osteolitica y una reaccion periéstica menor.

El OS central de bajo grado representa el 2% de todos los osteosarcomas.
Es una lesion osteolitica de borde escleroso que aparenta benignidad, que es
de crecimiento lento.

El OS intracortical es una afeccioén cortical rara, radiotransparente, y de borde
esclerotico. Su principal diagnostico diferencial es el osteoma osteoide.

El OS mandibular es un tumor bien diferenciado con una tasa mitética baja
gue aparece usualmente entre la cuarta y sexta décadas de la vida. A
diferencia de los demas osteosarcomas, se origina en el maxilar inferior o
mandibula (82).

El OS multicéntrico se caracteriza porque las lesiones se desarrollan de
manera simultanea en multiples huesos. Se distinguen dos variantes:
sincrénico y metacronico.

Los OS yuxtacorticales representan el 5% de todos los osteosarcomas. Se
originan en la superficie del hueso, en el hueco popliteo fémur distal, y en el
parostal.

El OS extraesquelético de partes blandas tiene el aspecto de una masa con

calcificaciones y osificaciones amorfas al observarse en rayos X(80).

3.6.5.2. Osteosarcomas secundarios.

El sarcoma de Paget se origina apartir de un hueso pagético. Los cambios
radiogréficos consisten en una lesion destructiva en el hueso afectado, la
presencia de hueso tumoral en la lesidn, una fractura patolégica y una masa
asociada en partes blandas.

Los OS secundarios a radioterapia. Tienen un periodo de latencia que oscila
entre los 4 y los 42 afios. Sus criterios diagndsticos se basan en que la
enfermedad inicial y el sarcoma secundario a radiaciones no deben ser del
mismo tipo histoldgico, la localizacion del nuevo tumor debe encontrarse en
el campo radiado y debe haber transcurrido un periodo de al menos tres afios

desde la ultima radioterapia.
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e Los OS secundarios a lesiones benignas, presentan caracteristicas similares
al osteosarcoma convencional. Entre ellos se encuentran el infarto 6seo y la
displasia fibrosa (80).

3.6.6. Diagnéstico. Ante la sospecha de un tumor éseo el primer estudio a realizar
debe ser la radiografia de la zona afectada. Ya que ninguna imagen radiolégica es
patognomoénica, se hace necesaria la realizacion de biopsias para realizar un
diagnéstico histolégico correcto. Por Ultimo, la resonancia magnética debe ser
solicitada como prueba diagnéstica ya que muestra lesiones que no son evidentes en
la radiografia, permite evaluar la extension del tumor y planificar posteriores
intervenciones quirdrgicas (83).

Los diagnosticos diferenciales del OS incluyen otros tumores 6éseos malignos como
el sarcoma de Ewing, linfoma y metéstasis; tumores 06seos benignos como el
osteoblastoma, osteoma osteoide, condroblastoma, tumor de células gigantes y
osteocondroma; y enfermedades no neoplasicas como la osteomielitis, granuloma

eosinofilo, displasia fibrosa y quiste 6seo aneurismatico (68).

3.6.7. Tratamiento. El tratamiento para el OS consiste en la quimioterapia, la cirugia
y la radioterapia (RT). La quimioterapia puede ser de tres tipos: neoadyuvante (antes
de la cirugia), adyuvante (después de la cirugia) o paliativa (cuando el paciente
presenta metastasis a distancias irresecables). El tratamiento quirdrgico puede
realizarse de diferentes formas, como lo son las cirugias conservadoras de la
extremidad (reemplazo protésico, artrodesis) o un tratamiento radical. La radioterapia
es el tratamiento reservado para aquellos tumores no resecables o zonas de dificil

acceso como la columna vertebral (80).

3.6.7.1. Quimioterapia. La quimioterapia se basa en esquemas combinados que han
demostrado efectividad para este tipo de tumor: platinos, doxorrubicina, metotrexato,
ciclofosfamida, ifosfamida y etoposido (84). Sin embargo, en ensayos clinicos
realizados durante las Ultimas décadas se ha encontrado que el cisplatino, la

doxorrubicina y el metotrexato (MAP) son el tratamiento mas eficaz para el OS (85).

La quimioterapia destruye las células cancerosas, pero también elimina algunas

células normales generando efectos secundarios a largo plazo; estos dependen del
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tipo de medicamentos, las dosis y la duracion del tiempo en que se administran (86).
Los pacientes con OS gque reciben terapia con MAP pueden experimentar nauseas,
vomitos, mielosupresion, inmunosupresion y otros efectos secundarios mas
especificos como nefrotoxicidad, neurotoxicidad, hepatotoxicidad, ototoxicidad y
cardiotoxicidad (87).

La ototoxicidad es un importante efecto secundario inducido por el cisplatino, esta
ocurre entre el 40% y 60% de los pacientes tratados con este farmaco y se caracteriza
por una pérdida auditiva neurosensorial permanente bilateral (87,88).

La cardiotoxicidad es un problema importante en el tratamiento con la doxorrubicina.
Esta puede presentarse como una insuficiencia cardiaca aguda o cronica que parece
ser inducida por el estrés oxidativo en los cardiomiocitos. La susceptibilidad a la
cardiotoxicidad inducida por este farmaco aumenta con la edad, la dosis acumulada
mas alta y se presenta predominantemente en el sexo femenino (10).

Los efectos adversos mas comunes del tratamiento con metotrexato oral a bajas dosis
abarcan complicaciones gastrointestinales, hematoldgicas, estomatitis,
hepatotoxicidad, pérdida del cabello, toxicidad pulmonar y erupciones cutaneas. El
efecto toxico mas conocido del metotrexato sobre el pulmén es la neumonitis, una
complicacion generalmente aguda y grave que requiere la suspension del farmaco
para su resolucion. Otras formas de toxicidad pulmonar asociadas a metotrexato son
la fibrosis intersticial, nodulosis pulmonar, linfoma y edema pulmonar no cardiogénico
(89). La toxicidad hematologica por metotrexato incluye inhibicion de Ila
hematopoyesis, anemia aplasica, leucopenia, neutropenia, trombocitopenia o
pancitopenia (90). El grado de pancitopenia es un efecto adverso que puede ser grave
e impredecible incluso si se administran dosis bajas de metotrexato. Esta es una
complicacion infrecuente que en la mayoria de los casos es transitoria y se recupera
tras interrumpir el farmaco, sin embargo, en algunos pacientes puede ser grave e

irreversible llegando incluso a producir la muerte (89,91).
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3.6.7.2. Cirugia. Sin tratamiento quirirgico no existe posibilidad de curar el OS.
Aunque la quimioterapia ha conseguido un notable cambio en la supervivencia de los
pacientes, se considera que este tipo de tratamiento aislado es incapaz de erradicar
el tumor primario. Por lo tanto, el tratamiento quirdrgico del OS convencional queda

intercalado entre la quimioterapia preoperatoria y la quimioterapia postoperatoria.

La cirugia se realiza sobre la semana 15 de inicio de la quimioterapia, lo que permite
gue el cirujano oncoldgico planifique adecuadamente el tipo de intervencion y
reconstruccion a realizar.

La situacion clinica y los estudios por imagen en pacientes no diseminados son la
base para decidir si se realiza una cirugia de salvamento de extremidad o una
amputaciéon. El salvamento de la extremidad es posible cuando puede realizarse la
reseccion con un margen de 5 cm a nivel medular, si la reseccidn del tumor extraoseo-
partes blandas permite que la extremidad tenga una funcionalidad aceptable y cuando
el paquete vasculonervioso de la extremidad después de haber resecado el tumor,
asegura su viabilidad posterior.

Las reconstrucciones en la cirugia ortopédica oncolégica son posibles con el empleo
de homoinjertos estructurales masivos, megaprétesis a medida y megaproétesis
tumorales modulares.

Las complicaciones postquirdrgicas del salvamento de extremidades en el OS
abarcan infecciones, sindromes compartimentales, roturas y desinserciones del

aparto extensor (92).

3.6.7.3. Radioterapia (RT). La radioterapia utiliza particulas u ondas de alta energia,
tales como los rayos X, rayos gamma y rayos de electrones o de protones para

eliminar células cancerosas (93).

El OS convencional es relativamente resistente a la radioterapia, por lo que no se
encuentra indicada en este tipo de sarcoma. Sin embargo, este tipo de tratamiento
puede considerarse como una alternativa cuando el paciente presenta un tumor
primario no resecable o resecado de forma incompleta (94).

Se debe tener en cuenta que en pacientes tratados con quimioterapia y cirugia, la RT
no mejora la supervivencia 'y aumenta el riesgo de aparicién de sarcomas secundarios
(68).
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3.7. CULTIVO CELULAR

Los modelos celulares constituyen una herramienta para el desarrollo y produccion
de conocimiento en investigacién. Un cultivo celular proporciona caracteristicas
idénticas del tejido de origen, lo que permite realizar estudios en diferentes areas
médicas y veterinarias (95). La técnica de cultivo celular corresponde al crecimiento
en condiciones in vitro, en donde se proporcionan nutrientes esenciales para las
células; el medio de cultivo es el encargado de suministrar los aminoacidos, las
vitaminas, fuente de energia, factores de crecimiento y hormonas que en condiciones
atmosféricas con oxigeno, diéxido de carbono, temperatura y un pH regulado

permiten mantener una proliferacion ideal en el cultivo celular (96).

El cultivo celular es originado a partir de una explanacion primaria o cultivos primarios
proveniente de tejidos humanos o animales, estos cultivos dan lugar a la formacion
de una linea celular, las lineas celulares son establecidas cuando es posible
demostrar la potencialidad de las células para replicarse indefinidamente y de

conservar sus caracteristicas en pasajes sucesivos (97).

Las lineas celulares pueden ser adherentes (crecimiento en monocapa), es decir que
son capaces de adherirse a la superficie del recipiente plastico donde estan
contenidas, y no adherentes que crecen en suspension y por lo tanto no se adhieren
a dicha superficie. Existen dos tipos de lineas celulares, la linea celular finita y la linea
celular continua, en la primera las células suelen dividirse de manera limitada sin
perder la capacidad de proliferar y en la segunda, aquellas lineas celulares que se
inmortalizan cuando sufren algun tipo de transformacién. Cuando una linea celular
finita se transforma y adquiere la capacidad de dividirse indefinidamente, se convierte

en una linea celular continua (98).
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1. AREA DE ESTUDIO

El presente estudio se realizd en el Laboratorio de cultivo celular y proteinas de la

Universidad Antonio Narifio, sede Circunvalar de Bogota.

4.2. TIPO DE INVESTIGACION

Experimental.

4.3. UNIVERSO

Extractos vegetales.

4.4. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién esta conformada por extractos vegetales obtenidos de las plantas
Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poir y Heliotropium indicum Linn, los
cuales fueron proporcionados por el Doctor Harold Gémez Estrada del grupo de
investigacion en Quimica de Medicamentos de la Universidad de Cartagena y las
lineas celulares OSCA-8 (Osteosarcoma canino) y MDCK (fibroblastos renales de

canino).

4.5. MUESTRA

La muestra corresponde a 9 extractos vegetales obtenidos de las plantas Malachra
alceifolia Jacq, Cordia dentata Poir y Heliotropium indicum Linn evaluados en las
lineas celulares OSCA-8 (Osteosarcoma canino) y MDCK (fibroblastos renales de

canino).
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4.6. HIPOTESIS

4.6.1. Hipdtesis alterna. Los extractos vegetales obtenidos de las plantas
Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poir y Heliotropium indicum Linn
presentan efecto citotoxico sobre la linea celular de osteosarcoma canino OSCA-
8.

4.6.2. Hipotesis nula. Los extractos vegetales obtenidos de las plantas
Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poir y Heliotropium indicum Linn no
presentan efecto citotoxico sobre la linea celular de osteosarcoma canino OSCA-
8.

4.7. VARIABLES E INDICADORES

Variables Indicadores

Plantas Malachra alceifolia Jacq, Cordia
dentata Poir, Heliotropium indicum

Linn.

Solventes Cloroformo, Acetato de etilo,

Metanol.

Concentraciones de los extractos 25, 50, 100, 200, 350 y 500 pg/mL

Tiempo de exposicion a los extractos | 48y 72 Horas
Lineas celulares OSCA-8y MDCK

Tabla 1 Variables e indicadores de la investigacion.

4.8. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
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4.8.1. Extractos. Los extractos fueron donados gentilmente por el Doctor Harold
GoOmez Estrada del grupo de investigacion en Quimica de Medicamentos de la
Universidad de Cartagena, como parte del trabajo colaborativo que tiene como fin
promover y difundir la investigacion incentivando el trabajo en equipo. Las muestras
de las tres especies vegetales Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata Poir y
Heliotropium indicum Linn, fueron obtenidas de las hojas de cada planta por el mismo
método de extraccidn, la maceracion con etanol se realizé para obtencion del extracto
total, las muestras fueron enviadas en diferentes solventes como se muestra en la

siguiente tabla:

Malacrha alcefolia Jacq Cordia dentata Poir Heliotropium indicum

(MA) (CD) Linn (HI)

Extracto | Solvente Extracto | Solvente Extracto | Solvente

1. MAC Cloroformo 4. CDM Metanol 7. HIC Cloroformo

2. MAAe | Acetato de etilo | 5. CDC Cloroformo 8. HlAe Acetato de

etilo
3. MAM Metanol 6. CDAe | Acetato de| 9. HIM Metanol
etilo

Tabla 2 Extractos vegetales en estudio.

Para los ensayos de citotoxicidad, cada extracto fue disuelto en 1 mL de
Dimetilsulféxido (DMSO) y posteriormente filtrado con filtro de poro 0,22 um, a partir
de lo cual se analizaron seis concentraciones diferentes: 25, 50, 100, 200, 350 y 500
ug/mL partiendo de su concentracion inicial, para MAC y MAAe la concentracion fue

de 200 mg/mL y para los extractos restantes fue de 500 mg/mL.

4.8.2. Cultivo celular. Se emplearon dos lineas celulares: Linea celular OSCA-8
(Kerafast Inc): Es una linea celular de osteosarcoma canino proveniente de un tumor
del hombro izquierdo de un Rottweiler macho de un afio. Posee morfologia en huso y

requiere adherencia para su crecimiento.
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Linea celular MDCK (ATCC CCL-34): Es una linea celular normal, proveniente del
rifion de una Cocker spaniel hembra adulta. Posee morfologia epitelial y requiere
adherencia para su crecimiento (99).

El cultivo se realiz6 en medio DMEM (Dulbecco modificado) suplementado con suero
fetal bovino al 5%, L-glutamina al 1% y penicilina/estreptomicina al 1%. Las células
fueron mantenidas en incubacion a 37°C con 5% de CO2z en botellas de cultivo de
25cc hasta que alcanzaron una confluencia aproximada del 90% para la realizacién

de pases segun la necesidad.

Se realizé un stock celular para OSCA-8 y MDCK: Cuando las células alcanzaron una
confluencia de 90 a 100%, se lavo la monocapa con PBS para retirar el remanente de
medio suplementado, se adicion6 1 ml de tripsina y se incubé a 37°C con 5% de CO2
durante 5 minutos. Posteriormente la tripsina fue inactivada al resuspender las células
con medio completo DMEM. Se realizd un lavado de las células por centrifugacion, y
finalmente se congelaron a una concentracién final de 1x10° cel/ml, segin recuento
en camara de Neubauer, en medio de congelacion (SFB al 80% y DMSO al 20%) por
ser uno de los criopreservantes empleados con mayor frecuencia ya que ademas de
disminuir la formacion de hielo intracelular, permite un buen rendimiento en cuanto a
la tasa de viabilidad post criopreservacion (100). La congelacion se realizd
preservando las células a -20°C minimo 1 hora, para luego ser almacenadas a -70°C

y en nitrégeno liquido hasta su uso.

4.8.3. Curva de proliferaciéon celular. Para determinar la tasa de proliferacién celular
las células OSCA- 8 y MDCK se cultivaron en placas de 96 pocillos con
concentraciones celulares de 12.500, 25.000, 50.000 y 100.000 células/ml, teniendo
seis réplicas por cada concentracion de células. El ensayo de MTT se realiz6 segun
el protocolo Cell Proliferation Kit | MTT (Roche), en cuatro tiempos diferentes 24, 48,

72y 96 horas, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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4.8.4. Ensayo de viabilidad celular. El ensayo de viabilidad celular se realizd
mediante la determinacion de la reduccion del compuesto MTT (3-[4, 5-
dimethylthiazol-2-yl])-2, 5-diphenyl-tetrazolium bromide)(Roche™), wuna sal de
tetrazolio de color amarillo. Este método cuantifica mediante valores de absorbancia
la viabilidad celular; la reaccion es posible por accion de deshidrogenasas
mitocondriales y otros reductores celulares(101). En condiciones normales, el MTT es
reducido por las enzimas dando lugar a la formacién de cristales de formazan (ver
figura 6) los cuales son compuestos de color purpura insolubles en agua. Por tal
razon, es comun el uso de disolventes organicos para solubilizar dichos cristales y
realizar mediciones espectrofotométricas. La cantidad de formazan producido es

directamente proporcional a las células metabdlicamente activas (102,103).

Q
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MTT MTT formazan

FHgura 6. Estructura del MTT y su producto coloreado el formazan (114)

Las células se incubaron en una placa de cultivo tisular de 96 pocillos empleando la
concentracion celular adecuada para cada linea celular, segun los resultados
obtenidos en la curva de proliferacion. Una vez servidas las placas se dejaron 24
horas para lograr la adherencia celular, posteriormente las células se trataron con los

nueve extractos vegetales en las concentraciones 25, 50, 100, 200, 350 y 500 pg/ml.

La viabilidad se evalu6 a las 48 y 72 horas post tratamiento, para ello las células se
incubaron con 10l de soluciéon MTT-1 durante 4 horas, después de esta incubacion
se formaron los cristales de formazan y fueron disueltos con 100l de MTT-2 (solucion
solubilizante). Las placas se incubaron durante toda la noche en atmdsfera

humidificada a 37°C y 5% de CO2, segun las indicaciones de la casa comercial
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(Roche™). Luego se realiz6 la cuantificacion del producto formazano solubilizado
mediante espectrofotometria a una absorbancia de 570nm, usando un lector de
ELISA (Multiskan Fc Thermo Scientific). Un aumento en el nimero de células vivas
genera un aumento en la actividad metabdlica total de la muestra, lo que se
correlaciona directamente con la medida de la absorbancia correspondiente a la
cantidad de cristales de formazan purpura formados(104).

Como control positivo se empled Doxorrubicina, en diferentes concentraciones: 0.5,
1,2,4,8y 16 uM, con el fin de determinar la concentracion del farmaco requerida
para inhibir el crecimiento celular en un 100% y calcular la ICso para los experimentos
posteriores. La Doxorrubicina es un farmaco quimioterapéutico capaz de interactuar
con el ADN mitocondrial, alterar el ciclo celular, generar peroxidacion lipidica, dar
lugar a la formacién de especies reactivas de oxigeno e inducir la apoptosis (105).
Como control del diluyente se usaron células con DMSO a una concentracion < 1%
en medio suplementado; y como control negativo se cultivaron células sin tratamiento,
es decir, se cultivaron en medio DMEM completo solamente. El ensayo se realizé por

triplicado en un Unico experimento.

4.8.5. Célculo de la Concentracion inhibitoria 50 ( ICs0). La ICso representa la
concentracién de cada extracto requerida para inhibir el 50% de la proliferacién
celular, se calculd empleando una curva de regresion no lineal mediante el software

Excel.

4.8.6. Ensayo de cometa. Las células se cultivaron en botellas de cultivo de 25cc
empleando la concentracion de células adecuada para cada linea celular, segun los
resultados obtenidos en la curva de proliferacion. Luego se incubaron durante 24
horas para lograr la adherencia y se trataron con los extractos que presentaron mejor
comportamiento: CDAe y HIM (escogidos segun la concentracion inhibitoria 50 - ICso),
las dos lineas celulares fueron tratadas con la concentracion de cada extracto,
determinada por los resultados de la ICso correspondientes a la linea celular OSCA-8

obtenida a las 48 horas de tratamiento.

Pasadas las 48 horas se lavo la monocapa con PBS, se adiciono 1ml de tripsina y se
incub6 a 37°C con 5% de CO:2 durante 5 minutos. Posteriormente la tripsina fue

inactivada con DMEM completo, se realizé un lavado a las células por centrifugacion
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y se inici6 el protocolo para el ensayo de cometa como el realizado por McKelvey y

colaboradores (106) con algunas modificaciones.

El ensayo de cometa también conocido como electroforesis de células individuales,
permite evaluar el dafio del ADN. Cuando la molécula compacta de ADN se fragmenta
y sus hebras han sido afectadas por algun tipo de tratamiento, estas pueden estirarse
mediante la realizacion de una electroforesis. La migracion se facilita cuando hay
dafios predominantes en la cadena simple y doble, evidenciandose la genotoxicidad
con la presencia de una zona compacta (cabeza) y los fragmentos dafiados formando

bucles o alargamiento que se asemeja a una cometa (cola)(107).

Bucles de ADN

@ —\ Electroforesis

Lisis

Bucles de
cromatina

Fgura 7. 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. Adaptado de: (107).

Para ello, portaobjetos desengrasados fueron cubiertos con 300ul de Agarosa de
punto de fusion normal al 1% en PBS libre de Mg2* y Caz2*, posteriormente un
cubreobjetos fue puesto para favorecer la uniformidad y solidificacién de la agarosa,
este montaje fue llevado a 4°C durante 3 minutos, después de los cuales se retiré el
cubreobjetos, sobre la agarosa solidificada se puso una segunda capa de 200ul de
Agarosa de bajo punto de fusién al 0,75% en PBS libre de Mgz2*y Caz2* con 1x10°
células, para favorecer la solidificacion se incubd a 4°C durante 3 min cubierto con
cubreobjetos.

Posteriormente, el cubreobjetos fue retirado y los portaobjetos con el montaje

agarosa-ceélulas, fueron sumergidos en buffer de lisis recién preparado (NaCl 2,5M,
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EDTA 100mM, Tris 10mM pH 10 y Triton X-100 al 1%) durante 1 hora a 4°C, luego
los portaobjetos se lavaron cuidadosamente con un buffer de electroforesis alcalina
(NaOH 300mM y EDTA 1mM, pH 13.5). Adicionalmente, para retirar el remanente de
sales, los portaobjetos se sumergieron durante 30 minutos en la camara de
electroforesis horizontal llena con el buffer de electroforesis alcalina enfriado a 42C,
para permitir que el ADN se desenrollara completamente(108). La electroforesis se
realizé durante 20 mina 25V y 300mA; terminada la electroforesis los portaobjetos se
neutralizaron con Buffer (Tris 0,4 M, pH 7,5), con tres cambios cada uno durante 5
minutos, con el objetivo de eliminar los alcalis y los restos de detergentes. Finalmente,
a cada montaje, se afiadié 50uL de bromuro de etidio, para favorecer la visualizacion,
y un cubreobjetos fue puesto para analizar directamente al microscopio de
fluorescencia. Los cometas visibles se forman cuando los extremos rotos de la
molécula de ADN cargada negativamente se liberan para migrar en el campo eléctrico
hacia el anodo (27).

Como control positivo de genotoxicidad se empled Doxorrubicina a la dosis de ICso
respectiva para cada linea celular, obtenida a partir del ensayo de citotoxicidad a las
48 horas post tratamiento, y como control negativo se emplearon células sin

tratamiento es decir con DMEM suplementado Unicamente.

4.8.7. Analisis estadistico. Los datos obtenidos en el experimento de proliferacion
celular se procesaron y graficaron en Excel; los datos del ensayo de citotoxicidad
fueron procesados en Excel, graficados y analizados en el Software GraphPad Prism
7 al igual que el andlisis de varianza ANOVA de dos vias considerando diferencias

estadisticamente significativas con una P <0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. TASA DE PROLIFERACION CELULAR

a. Curva de proliferacién OSCA-8
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Fgura 8. Ensayo de proliferacion celular empleando el método MTT a. Curva de proliferacion
OSCA-8 b. Curva de proliferacion MDCK.

La concentracion celular seleccionada fue de 25.000 células/ml para ambas lineas
celulares, ya que se encuentran en fase exponencial a partir de las 48 horas y son

viables al menos hasta las 72 horas.
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5.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

% Inhibicion
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48 Horas post tratamiento
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FHgura 9. Evaluacion de la actividad citotoxica de Malachra alceifolia Jacq (MA), 48 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 concentracién 16 pM.

Al evaluar la actividad citotoxica de Malachra alceifolia Jacq en sus tres extractos a

las 48 horas post tratamiento, se determin6 que el extracto MAC ejercié inhibicién de

forma similar en ambas lineas celulares (hasta 87,22% en OSCA-8 y 87,46% en
MDCK) mientras que los extractos MAAe y MAM inhibieron en un porcentaje mas alto
a las células OSCA-8 (hasta 29,71% y 38,89% respectivamente) en comparacion con
las células control MDCK (hasta 11,16% y 7,65% respectivamente).

Los resultados se consideraron estadisticamente significativos con una P <0.05.
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a. Citotoxicidad de CD sobre OSCA-8
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Figura 10. Evaluacion de la actividad citotoxica de Cordia dentata Poir (CD), 48 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 concentracién 16 uM.

Con respecto a la actividad citotoxica de Cordia dentata Poir en sus tres extractos a
las 48 horas post tratamiento, se determiné que los extractos CDC y CDAe inhibieron
en un mayor porcentaje (hasta 88.55% y 86,28% respectivamente) a las células
OSCA-8 en comparacion con las células control MDCK (hasta 74,77% y 66,18%
respectivamente). El extracto CDM inhibié las células OSCA-8 en todas las
concentraciones (hasta 40,32%) mientras que las células control sélo fueron inhibidas
a partir de la concentracion 50 ug/mL y siempre en un menor porcentaje respecto a

las células OSCA-8 (hasta 22,89%).
Los resultados se consideraron estadisticamente significativos con una P <0.05.
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Fgura 11. Evaluacion de la actividad citotoxica de Heliotropium indicum Linn (HI), 48 horas
post tratamiento empleando el método MTT. a. Citotoxicidad de los extractos de HI sobre
OSCA-8 b. Citotoxicidad de los extractos de HI 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 concentracion 16 pM.

En cuanto a la actividad citotoxica de Heliotropium indicum Linn en sus tres extractos
a las 48 horas post tratamiento, se determind que los extractos HIC y HIM inhibieron
en un mayor porcentaje las células OSCA-8 (hasta 48,95% y 54,26%
respectivamente) en comparacion con las células control MDCK (hasta 37,91% vy
49,02% respectivamente) mientras que el extracto HlAe ejercid inhibicion de forma
similar en ambas lineas celulares (hasta 87,22% en OSCA-8y 87,46% en MDCK).
Los resultados se consideraron estadisticamente significativos con una P <0.05.
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Fgura 12. Evaluacion de la actividad citotoxica de Malachra alceifolia Jacq (MA), 72
horas posttratamiento 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.

Al evaluar la actividad citotéxica de Malachra alceifolia Jacq en sus tres extractos a
las 72 horas post tratamiento, se determiné que el extracto MAC ejerci6 inhibicién de
forma similar en ambas lineas celulares (hasta en 91,25% en OSCA-8 y 92,76% en
MDCK). El extracto MAAe inhibié en un mayor porcentaje la linea celular OSCA-8
(hasta 30,12%) en comparacion con las células control MDCK (hasta 14,41%)
mientras que el extracto MAM inhibié Unicamente la linea celular OSCA-8 (hasta
24,10%).

Los resultados se consideraron estadisticamente significativos con una P <0.05.
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Fgura 13. 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.

Con respecto a la actividad citotoxica de Cordia dentata Poir en sus tres extractos a
las 72 horas post tratamiento, se determind que el extracto CDC inhibi6 las células
OSCA-8 en todas las concentraciones (hasta 89,07%), mientras que las células
control solo fueron inhibidas a partir de la concentracion 50 ug/mL (hasta 84,08%).
Del mismo modo, el extracto CDAe inhibié las células OSCA-8 en un mayor
porcentaje (hasta 89,93%) y en todas las concentraciones, en comparacion con las
células control que solo fueron inhibidas a partir de la concentracién 50 pg/mL (hasta

84,79%). El extracto CDM inhibi6 unicamente las células OSCA-8 (hasta 34,64%).
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Los resultados se consideraron estadisticamente significativos con una P <0.05.
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Fgura 14. Evaluacion de la actividad citotéxica de Heliotropium indicum Linn (HI), 72 horas
post tratamiento empleando el método MTT. a. Citotoxicidad de los extractos de HI sobre
OSCA-8 b. Citotoxicidad de los extractos de HI 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 concentracion 16 uM.

En cuanto a la actividad citotoxica de Heliotropium indicum Linn en sus tres extractos

a las 72 horas post tratamiento, se determind que el extracto HIC inhibi6 las células

OSCA-8 en todas sus concentraciones (hasta 87,30%) mientras que las células

control MDCK soélo fueron inhibidas a partir de la concentracion 350 pg/mL (hasta

61,60%). El extracto HIAe inhibi6 ambas lineas celulares de forma similar (hasta en
90,60% en OSCA-8 y 89,81%% en MDCK) mientras que el extracto HIM inhibid las

53



células OSCA-8 a partir de la concentracion 50 pg/mL (hasta 84,24%) y las células
control a partir de 100ug/mL (hasta 76,0%).
Los resultados se consideraron estadisticamente significativos con una P <0.05.

53. CALCULODE LA CONCENTRACION INHIBITORIA 50 (ICs0)

El célculo de la concentracion inhibitoria 50 (IC50) se determind a partir de los

porcentajes de inibicion; estos resultados se resumenen la tabla 3:

Dosis ICso (Mg/mL) 48 Horas post tratamiento
MAC | MAAe | MAM | CDM| CDC CDAe | HIC HIAe | HIM
OSCA- | 44,31 - 300,6 - 9,44 22,38 - 38,9 | 173,38
8 +4.14 + +24.17 +7.46 + +7.54
1.65 4.35
MDCK | 42,16 - - - 103,03 + | 243,22 - 40,84 | 524,82
247 6.03 +2.99 x x
3.88 | 10.11
Dosis IC s0 (ug/mL) 72 Horas post tratamiento
MAC | MAAe | MAM | CDM| CDC CDAe | HIC HIAe | HIM
OSCA- | 4,22 - - - 17,94 + 29,24 | 158,56 | 15,85 | 222,08
2.23 5.18 +7.46 | £5.83 x * 6.59
8 2.18
MDCK | 41,31 - - - 112,49 158,12 | 424,62 | 35,81 | 247,68
+3.32 +4.22 +267 | £5.85 + +3.57
3.90

Tabla 3. Citotoxicidad en términos de dosis ICsopara cada extracto empleado a 48 y 72 horas de tratamiento
sobre las lineas celulares OSCA-8 y MDCK. El guion (-) empleado en algunas casillas indicaimposibilidad en la
obtencién de la ICso.

Los resultados obtenidos en la determinacion de la ICso permitieron determinar los
extractos con mejor comportamiento: aquellos cuya dosis ICso frente a las células
cancerigenas OSCA-8 fuera menor a la requerida para inhibir el 50% de la poblacién
celular en las células MDCK empleadas como control de tratamiento.

Los extractos que presentaron el comportamiento esperado fueron CDAe y HIM. Para
el extracto CDAe, la ICso frente las células OSCA-8 fue de 22,38+7.46 ug/ml y

29,24+7.46 ug/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente mientras que
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para el extracto HIM la ICso frente las células OSCA-8 fue de 173,38+7.54 ug/ml y
222,08+6.59 ug/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento.

En las células MDCK, el extracto CDAe obtuvo una ICso de 243,22+2.99 ug/ml y
158,12+ 2.67 yg/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente mientras que
en el extracto HIM la ICso frente las células control fue de 524,81+10.11 pg/ml y
247,68+3.57 ug/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente.

Es importante resaltar que en algunos extractos fue imposible calcular dicha
concentracion ya que no se llegé a inhibir el 50% de las poblaciones celulares ni se
empled un rango amplio de concentraciones de los extractos que permitieran su

obtencion.

5.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD GENOTOXICA. ENSAYO DE COMETA

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad genotdxica sugieren que
tanto el extracto CDAe como el extracto HIM ejercen dafio en el ADN de la linea
celular OSCA-8 y de mayor proporcion en comparacion con el efecto causado en la
linea celular control MDCK, pues se observa la formacién de cometas con colas bien
definidas. En esta Ultima linea celular se observo la formacién de cometas mucho
mas cortos que sugieren el escaso dafio en el ADN de las células MDCK ejercido por

ambos extractos.
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OSCA-8 MDCK CCL-34

CONTROL
NEGATIVO

CONTROL
POSITIVO

CDAe

HIM

FHgura 15. Ensayo de cometaa las 48 horas post tratamiento en las dos lineas celulares OSCA-8y
MDCK. Control negativo: células sin tratamiento. Control positivo: Doxorrubicina IC500,5 uM.
CDAe: Cordiadentata Poir Acetato de etilo ICsp 22.38 ug/ml. HIM: Heliotropium indicum Linn Metanol
ICs0 173,38 ug/ml



6. DISCUSION

Al determinar que los extractos vegetales tienen efecto citotoxico sobre la linea celular
cancerigena OSCA-8 y en menor proporcién en la linea celular empleada como
control del tratamiento MDCK, se acepta la hipotesis alterna que establece que los
extractos vegetales obtenidos de las plantas Malachra alceifolia Jacq, Cordia dentata
Poir y Heliotropium indicum Linn tienen efecto citotoxico sobre la linea celular de

osteosarcoma canino OSCA-8.

En la obtencién de extractos vegetales se realizan extracciones con solventes
organicos donde se incluyen compuestos polares, como el agua, con el fin de extraer
los compuestos fitoquimicos de las plantas (20). En esta investigacién se emplearon
solventes con polaridad creciente, como cloroformo, acetato de etilo y metanol, ya
gue tienen como ventaja fijar los compuestos fitoquimicos de los extractos, para cada
una de las tres plantas obteniendo un total de nueve extractos.

Los extractos vegetales mostraron una actividad citotoxica 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). En
cuanto a la linea celular OSCA-8 se demostré que el extracto CDAe ejercié inhibicidn
con una ICso de 22,38 pg/mly 29,24 ug/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento
respectivamente mientras que el extracto HIM ejercio inhibicién en esta linea celular
con una ICso de 173,38 pg/ml y 222,08 ug/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento
respectivamente. En las células empleadas como control de citotoxicidad MDCK se
observd que la concentracion de extractos vegetales requerida para inhibir su
crecimiento fue mucho mayor en comparacion a la requerida para inhibir las células
cancerigenas: el extracto CDAe inhibio la linea celular control con una ICso0 de 243,22
pg/mly 158,12 pg/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente mientras
gue el extracto de HIM ejercio inhibicion con una ICso de 524,81 pg/mly 247,68 ug/mi
a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente. Los extractos con mejor
comportamiento se determinaron teniendo en cuenta su selectividad, es decir que
fueron seleccionados aquellos que presentaron actividad citotdéxica (en términos de

porcentaje de inhibicion y teniendo en cuenta la ICso0) sobre la linea celular
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cancerigena a concentraciones que no resultaran citotoxicas para las células
empleadas como control.

Los extractos que no fueron seleccionados ejercieron actividad citotbxica sobre
ambas lineas celulares. Es importante resaltar que en los extractos donde se empled
el cloroformo como solvente, por ejemplo, los extractos MAC y CDC, se evidencio el
efecto citotoxico mas potente tanto en la linea celular cancerigena como en la linea
celular empleada como control. Ambos extractos fueron capaces de inhibir las dos
lineas celulares en las seis concentraciones empleadas tanto a las 48 como a las 72
horas de exposicion al tratamiento, exceptuando a CDC en las células MDCK donde
se evidencio el efecto citotdxico o inhibitorio a partir de la concentracion 50ug/ml a las
72 horas post tratamiento.

Un extracto vegetal es considerado un extracto ideal cuando la concentracion
inhibitoria 50 - IC, no supera los 100 pg/ml (21,27). Sin embargo, aunque los
resultados obtenidos en esta investigacion arrojaron valores de IC, superiores en
algunos casos, fue posible demostrar la actividad citotbxica de los extractos
seleccionados como los mejores, obteniendo resultados prometedores evidenciados

en el ensayo de cometa.

Malachra alceifolia Jacq en solvente cloroformo muestra un comportamiento agresivo
en las dos lineas celulares siendo el solvente de menor polaridad. Sus extractos en
solventes Acetato de etilo y metanol acidificado (MAAe, MAM) se comportaron de
manera similar inhibiendo en mayor proporcion las células cancerigenas OSCA-8 en
comparacion con las células control MDCK. Sin embargo, los porcentajes de
inhibicion no llegaron al 50% por lo que no fue posible calcular la IC. determinando
asi que los resultados no se consideran representativos. La citotoxicidad de Malachra
alceifolia Jacq no ha sido descrita, a pesar de ello, algunos ejemplares de la familia
Malvaceae se han estudiado por su efecto citotéxico. Sida rhombifolia, una especie
de la familia mostr6 actividad citotoxica sobre las lineas celulares de cancer de
estbmago SNU-1 y de hepatocarcinoma humano Hep-G2 con resultados
dependientes de la polaridad empleando como solventes hexano, acetato de etilo y
metanol. La citotoxicidad mostré ser mas fuerte empleando solventes menos polares,
es decir, el extracto con solvente hexano exhibié el efecto mas potente con un
porcentaje inhibicion de 68,52% y el 47,82% sobre las lineas celulares SNU-1 y Hep-
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G2 respectivamente, tal como se observa en el presente trabajo, los compuestos
fitoquimicos como los triterpenos podrian explicar el efecto citotoxico de la planta S.
rhombifolia (109). Alcea rosea L, otro ejemplar de la familia, evidencié actividad
citotoxica sobre la linea celular de hepatocarcinoma humano Hep-G2 al emplear
extractos obtenidos de sus hojas. Se comprob6 que los flavonoides obtenidos del
extracto alcohdlico son los responsables de causar la citotoxicidad (26).

En estas investigaciones se demuestra que el efecto citotéxico de las plantas de dicha
familia se debe principalmente a sus componentes fitoquimicos. Estos resultados en
conjunto sugieren que Malachra alceifolia Jacq puede poseer componentes similares
a los de estas plantas responsables de su actividad citotdxica, convirtiéndola en una

planta promisoria con posible actividad anticancerigena.

Al menos en nuestro conocimiento, no existen estudios donde se evalle la actividad
citotoxica de Cordia dentata Poir con los que se puediera realizar una comparacion
de resultados. Sin embargo, existen investigaciones donde se evalu6 la actividad
citotoxica de plantas del género Cordia que permiten realizar una comparacion entre
extractos con solventes idénticos a los empleados en la presente investigacion.

Los resultados encontrados para el extracto CDAe guardan relacion con lo que
afirman Usmani y colaboradores (110), quienes evaluaron el potencial de estrés
oxidativo y la actividad citotoxica de extractos de las semillas de Cordia dichotoma
sobre las lineas celulares de adenocarcinoma cervical humano - HelLa y cancer de
pulmén humano - A549 empleando como solventes cloroformo, acetato de etilo y
agua para la obtencidon de los extractos. En esta investigacion las concentraciones
empleadas fueron 25, 50, 100 y 250 pg/mly la actividad citotéxica de los extractos se
determind a las 24 horas post tratamiento empleando el método MTT. En esta
investigacion se determind que el extracto con solvente Acetato de Etilo mostré una
reduccion significativa de la viabilidad celular de 80.45, 55.54 y 42.78 % a las
concentraciones de 25, 50 y 100 pg/ml respectivamente sobre la linea celular
HelLa (Conuna IC50 de 63.10 ug/mL) mientras que en la linea celular A549 mostrd
una reduccidn significativa en la viabilidad celular de 83.94, 66.78 y 54.78 % a las
concentraciones de 25, 50 y 100 uyg/ml respectivamente (Con una ICso de 128.82
pug/mL). En la presente investigacion, el extracto CDAe exhibié un aumento en la
inhibicion celular (sobre la linea celular OSCA-8) de 54.90, 56.53 y 62.15 % a las
concentraciones de 25, 50 y 100 pg/ml respectivamente (Con una IC50 de 22,38
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Mg/mL) a las 48 horas post tratamiento y de 36.0, 86.73 y 89.93 % a las
concentraciones de 25, 50 y 100 ug/ml respectivamente (Con una ICso de 29,24
pMg/mL) a las 72 horas post tratamiento. Los resultados hallados en esta investigacion
guardan relacioén con la investigacion citada pues tanto el extracto de Cordia dentata
Poir como el extracto de Cordia dichotoma, ambos en solvente acetato de etilo,
ejercieron actividad citotoxica de forma dosis dependiente, es decir, que a mayor
concentracion del extracto, mayor porcentaje de inhibicibn o menor porcentaje de
viabilidad se presentaba a pesar de que el tiempo de exposicion al tratamiento fue
distinto entre investigaciones.

Las investigaciones difirieron en que los extractos fueron obtenidos de partes
diferentes de las plantas (en la investigacion citada el extracto fue obtenido a partir
de las semillas de Cordia dichotoma mientras que en la presente investigacion los
extractos se obtuvieron a partir de las hojas de Cordia dentata Poir), en los tipos de
lineas celulares empleadas, en el tiempo de exposicion a los extractos y a las
especies vegetales estudiadas cuyos resultados de actividad citotoxica permiten
concebir a Cordia dentata poir como una planta promisoria cuyo extracto en solvente
acetato de etilo podria usarse para el tratamiento no sélo del osteosarcoma sino de
muchos otros tipos de cancer.

Los resultados encontrados para el segundo extracto con mejor comportamiento
guardan relacion con lo que sostienen Sivajothi y colaboradores.(21), quienes
demostraron el efecto citotdxico in vitro de los extractos metandlicos de tallos y hojas
de Heliotropium indicum Linn sobre la linea celular HeLa a las 48 horas post
tratamiento empleando el método MTT. De los dos extractos empleados, el obtenido
a partir del tallo presenté actividad citotbxica mas efectiva (porcentaje relativo de
inhibicion de 64.52% y 16.11% empleando dosis de 200 y 1000 pg/mi
respectivamente) en comparacion al extracto obtenido de las hojas (porcentaje
relativo de inhibicién de 49.67% y 14.82% empleando dosis de 200 y 400 ug/ml
respectivamente). En la presente investigacion, el extracto metanodlico de
Heliotropium indicum Linn fue obtenido a partir de las hojas de la planta, lo que permite
determinar que la actividad citotoxica de este extracto fue mas efectiva (porcentaje de
inhibicién de 54,26% sobre la linea celular OSCA-8 empleando una dosis de 200
Mg/ml) en comparacion con lo reportado para este mismo tipo de extracto en la
investigacion citada.
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Enlo que difiere la investigacion de los autores referidos con la presente, es que se
menciona que tanto el extracto obtenido del tallo como el obtenido de las hojas,
presentaron una actividad citotéxica inversamente dependiente de la dosis. En la
presente investigacion, la actividad citotbxica del extracto HIM se presentd
directamente dependiente de la dosis, es decir que, a mayor concentracion del
extracto, mayor actividad citotdéxica. Esta situacion puede deberse en a que el tipo de
linea celular empleada es diferente entre investigaciones y esto implica que el

comportamiento biolégico y de respuesta al tratamiento sea distinto.

La actividad citotoxica de los extractos acuoso y etandlico de Heliotropium indicum
Linn fue determinada sobre lineas celulares de cancer de pulmén humano A549 y
NCI-H226 empleando concentraciones de 1, 10, 50 y 100 ug/ml donde el extracto
acuoso no mostré ningun efecto, mientras que el extracto etandlico evidencio
actividad citotoxica Unicamente sobre la linea celular NCI-H226 con una IC,
51,90ug/ml (21). En este caso resulta interesante que existan estudios en lineas
celulares de cancer de pulmon pues este es el 6rgano que mas se ve afectado cuando
el osteosarcoma produce metastasis.

Estos resultados fueron similares a los encontrados en la esta investigacion para el
extracto HIC, el cual inhibi6 las células OSCA-8 en todas sus concentraciones
mientras que las células control MDCK sélo fueron inhibidas a partir de la
concentracion 350 ug/mL alas 72 horas post tratamiento.

Subhabrata y colaboradores (27), evaluaron el efecto citotéxico de los extractos en
solvente acuoso, cloroformo y hexano de Heliotropium indicum Linn sobre lineas
celulares de carcinoma de cérvix HelLa, SiHa, y C33A. El extracto cloroformo arrojo
una IC, de 155, 125 y 375 upg/mL para cada linea celular respectivamente, sin
embargo, dicho efecto se evalué a las 24 horas post tratamiento. En el presente
estudio, la citotoxicidad fue evaluada a las 48 y 72 horas post tratamiento, por lo tanto,
se puede inferir que la citotoxicidad causada por los extractos es evidente a corto y
largo tiempo de exposicion.

Estos resultados evidencian la actividad citotéxica de las plantas aun cuando se usan
extractos con solventes de polaridad menor. Se puede apreciar que el
comportamiento de los extractos va sujeto al tipo de linea celular como se observo en

los estudios ya mencionados y que los solventes utilizados pueden relacionarse con
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el efecto citotdéxico de los extractos al ser capaces de concentrar compuestos como
los metabolitos secundarios segun su polaridad (20).

La actividad anticancerigena causada por metabolitos secundarios presentes en las
plantas ha sido recientemente estudiada. Compuestos fitoquimicos como los
flavonoides han sido descritos como agentes quimioterapéuticos que muestran
efectos puntuales en las células cancerigenas tales como: la regulacion de p53
mutante, la detencion del ciclo celular, la inhibicion de la tirosina quinasa y de las
proteinas de choque térmico (111). Los compuestos terpenoides también han
mostrado capacidad para prevenir la tumorigénesis, inhibir la proliferacion de células
cancerosas, la metastasis y la angiogénesis asi como inducir la apoptosis, la
diferenciacion y la detencion del ciclo celular (112).

La actividad citotoxica de las plantas estd directamente relacionada con los
componentes bioactivos presentes en cada una de ellas; la caracterizacion
fitoquimica de Cordia dentata Poir y Heliotropium indicum Linn realizada por Beltran
y colaboradores (113) mostro la presencia de los componentes mencionados
anteriormente y su relacion con la actividad anticancerigena. Sin embargo, se
requieren mas estudios que caractericen fitoquimicamente cada parte de las tres
plantas estudiadas. Malachra alceifolia Jacq es la Unica planta que no presenta

caracterizacion fitoquimica, por lo menos en lo revisado en la literatura.

Como prueba complementaria en la evaluacion de la actividad citotoxica de las tres
plantas estudiadas, se realizé el ensayo de cometa con el fin de evaluar el dafio
ejercido por los extractos vegetales empleados en el material genético de las lineas
celulares OSCA-8 y MDCK. En esta prueba se evaluaron los extractos que
presentaron mejor comportamiento: CDAE y HIM, obteniendo resultados que
sugieren genotoxicidad ya que fue posible la observacion de cometas en la fase final
de la prueba. Los resultados obtenidos sugieren que tanto el extracto CDAe como el
HIM ejercen un marcado efecto genotéxico sobre la linea celular OSCA-8 y de mayor
proporcion en comparacion con el efecto genotoxico causado en la linea celular
control. En esta dltima se observo la formacién de cometas mucho mas cortos que
sugieren el escaso dafio en el ADN de las céluas MDCK ejercido por ambos
extractos; un efecto genotdxico similar se observd en la investigacion realizada por

Subhabrata y colaboradores (27) donde se demostro que el extracto de H. indicum en
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solvente cloroformo fue capaz de dafiar el dafiar el material genético de la linea celular
Hela.

Aunque los resultados obtenidos en la prueba sugieren genotoxicidad, demuestran la
capacidad de Heliotropium indicum Linn y Cordia dentata Poir para inducir dafio en el

ADN de células tumorales.

A lo largo de este proceso investigativo se presentaron algunas limitaciones que
impidieron la obtencion de ciertos resultados, por ejemplo las concentraciones
empleadas de los extractos para el tratamiento celular no permitieron determinar la
concentracion inhibitoria 50 de algunos extractos vegetales determinando que son
resultados no representativos; el extracto CDC no se logr6 manipular
adecuadamente, ya que su consistencia hacia dificil el pipeteo y no se garantiza la
confiabilidad de los resultados tanto del porcentaje de inhibicibn como en la
determinacion de la ICso.

Por otro lado, no fue posible determinar cuantitativamente la genotoxicidad causada
por los extractos vegetales pues no se contd con el software especializado para dicho
analisis. Sin embargo, los resultados obtenidos son prometedores por su accién

contra las células cancerigenas.

Los resultados obtenidos en esta investigacion permiten determinar que al menos dos
de los extractos vegetales estudiados (CDAe y HIM) ejercen actividad citotoxica sobre
la linea celular de Osteosarcoma canino OSCA-8, lo que permite valorar este
comportamiento como un avance en la investigacibn o buUsqueda de nuevas
alternativas de tratamiento para el osteosarcoma, teniendo en cuenta que esta es una
linea celular que actia como modelo biolégico del osteosarcoma humano. Sin
embargo, se requiere la realizacion de otras investigaciones que determinen la utilidad

real de estos extractos vegetales al evaluar su actividad citotéxica in vivo.

Es importante resaltar que este estudio es innovador ya que al menos en nuestro
conocimiento no se han realizado estudios previos donde se evaluara el efecto
citotoxico o genotoxico de las tres especies vegetales estudiadas sobre lineas

celulares de Osteosarcoma.
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7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se determind la concentracion Optima a cultivar de las lineas
celulares OSCA-8 y MDCK para los experimentos subsiguientes que segun la curva
de proliferacion celular correspondio a 25.000 células/mL para las dos lineas celulares

estudiadas.

En general se evidencio que los extractos vegetales poseen actividad citotéxica dosis
dependiente, es decir, que a mayor concentracion del extracto mayor es la inhibicion
celular (en términos de porcentaje de inhibicién), 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, segun otros estudios el solvente actia por polaridades y su

efecto esta directamente relacionado con la composicién fitoquimica de la planta.

Los porcentajes de inhibicion varian entre lineas celulares; el efecto citotoxico se
evidencia mas en las células cancerosas que en las células normales, lo cual abre

paso a investigaciones futuras.

La concentracion inhibitoria 50 - ICso se calcul6 para cada extracto a las 48 y 72 horas
post tratamiento estableciéndose como uno de los factores que permitieron elegir los
extractos con mejor comportamiento. En cuanto a la linea celular OSCA-8 se
demostro que el extracto CDAe ejercié inhibicidon con una ICso de 22,38 ug/mly 29,24
Mg/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente mientras que el extracto
HIM ejercio inhibicion en esta linea celular con una ICso de 173,38 ug/ml y 222,08
Mg/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente. En las células empleadas
como control de citotoxicidad se observd que la concentracion de extractos vegetales
requerida para inhibir su crecimiento fue mucho mayor en comparacion a la requerida
para inhibir las células cancerigenas: el extracto CDAe inhibid la linea celular control
con una ICso de 243,22 pg/ml y 158,12 ug/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento
respectivamente mientras que el extracto de HIM ejercid inhibicion con una ICso de

524,81 ug/mly 247,68 ug/ml a las 48 y 72 horas post tratamiento respectivamente.
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Sin embargo, en algunos extractos fue imposible calcular dicha concentracién ya que
no se obtuvo un porcentaje de inhibicion del 50%, por esta razén se sugiere emplear
dosis en un rango mas amplio con el fin de obtener valores que permitan el calculo
de la ICso.

En el ensayo de cometa, los resultados obtenidos sugieren que tanto el extracto CDAe
como el HIM ejercen un marcado efecto genotoxico sobre la linea celular OSCA-8 y
de mayor proporcion en comparacion con el efecto genotdxico causado en la linea

celular control.
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8. RECOMENDACIONES

Obtener los extractos de diferentes partes de las plantas a estudiar, debido a que los
compuestos bioactivos suelen estar presentes en diferentes partes de las mismas y
a distintas concentraciones, asi como lo muestran diversos estudios donde obtuvieron
resultados favorables empleando extractos obtenidos de partes diferentes de las

plantas. Este es un factor que también puede variar segun la especie vegetal.

Realizar la evaluacion de la actividad citotoxica de los extractos vegetales estudiados
en distintos tipos de lineas celulares ya que la respuesta al tratamiento puede ser
distinta segun el mecanismo bioldégico. De esta manera se buscarian nuevas

alternativas terapéuticas para el tratamiento de otros tipos de cancer.

Realizar la caracterizacion fitoquimica de las especies vegetales estudiadas ya que
las investigaciones son escasas Yy dichas caracterizaciones no se ha establecido
completamente; una caracterizacion fitoquimica completa podria permitir el estudio

de metabolitos secundarios con posible actividad anticancerigena.

Emplear técnicas que puedan evaluar la actividad antitumoral de los extractos
vegetales, ya sea por citotoxicidad, por induccion de la muerte celular, por dafio 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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