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NOTA CIENTIFICA

Efecto antitumoral del extracto acuoso de Bomarea cornigera
(Alstroemeriaceae) en sarcomas inducidos en ratones

Antitumoral effect of the aqueous extracts of Bomarea cornigera (Alstroe-
meriaceae) on the sarcoma induced in mice

José Sudrez' #*, Christian Villanueva' %, Claudia Rodriguez' 2, Karol Lavado', Me-
lissa Barbieri?, Luis Guzman'?, Ricardo Alfaro’?y José Pino’

Resumen

Se investigd el efecto antitumoral del extracto acuoso del bejuco Bomarea cornigera. Ratones de la cepa Swiss
albina fueron inoculados con la linea tumoral TG-180 por 15 dias; luego del cual se separaron en 5 grupos
(n=5 por grupo). Se administro intraperitonealmente ciclofosfamida (control positivo), agua destilada (control
negativo) y el extracto en concentraciones de 1X, 2X y 4X; se evalud la morbilidad, mortalidad, el peso y la
longitud del sarcoma. Se encontr6 un efecto inhibidor del extracto de B. cornigera en el desarrollo del tumor
sélido en ratones en los cuales se les transplanto el sarcoma TG-180. Las tasas de inhibicion fueron 87,44 y
8,52% después de 17 dias de tratamiento considerando la dosis 1X (mas baja) y 2X (intermedia), respectiva-
mente. Estos resultados sugieren que la administracion de extracto acuoso de B. cornigera via intraperitoneal
puede ser util como inhibidor del cancer.
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Abstract

We investigated antitumor effect of aqueous extract of Bomarea cornigera. Swiss albino mice strain were
inoculated with tumor cell line TG-180 for 15 days, after which they were separated into 5 groups (n= 5 per
group). Cyclophosphamide was administered intraperitoneally (positive control), distilled water (negative control)
and the aqueous extract at concentrations of 1X, 2X and 4X; the morbidity, mortality, weight and length of the
sarcoma were assessed. We found an inhibitory effect of extract of B. cornigera in the development of solid
tumor in mice where the TG-180 sarcoma was transplanted. The inhibition rates were 87.44 and 8.52% after
17 days of treatment, considering 1X dose (lowest) and 2X (intermediate), respectively. These results suggest
that administration of aqueous extract of B. cornigera intraperitoneally may be useful as a cancer inhibitor.

Keywords: Bomarea cornigera, antitumor, medicinal plant, TG-180, cancer.

Introduccioén

Desde hace 3500 anos el hombre ha empleado las plantas
para el tratamiento del cdncer y son mds de 3000 especies de
plantas las que se han reportado para el tratamiento de esta
enfermedad, las cuales inhiben, revierten o retardan la carcino-
génesis multiestadio (Young-Joon et al. 2001). El periodo de
investigacion cientifica al respecto es mucho mds reciente, ya que
es en 1958 cuando se aislé la vinblastina, y como resultado de
ello, el Instituto Nacional del C4ncer de los Estados Unidos de
América (NCI) inicié diversas investigaciones acerca de las plan-
tas con actividad anticancerosa, lo que condujo al aislamiento
y conocimiento del mecanismo de accién de sustancias como
las podofitoxinas, taxanos y camptotecinas. Posteriormente se
han aislado de plantas compuestos que se encuentran en fase
clinica como es el caso de la combretastatina A-4. (Vega-Avila
et al. 20006).

La medicina tradicional es una actividad mundialmente
reconocida y tiene una importancia econdmica creciente. Sola-
mente en el afio 2007 se gastaron en todo el mundo 4 billones
de délares por la venta de drogas anti cdncer de origen vegetal
y es significativo que de los 141 medicamentos contra el cincer
que existen en el mercado de Estados Unidos de América,
aproximadamente el 67% de éstos son de origen natural (Vega-
Avila et al. 20006).

En los paises en desarrollo, la medicina tradicional es a
menudo el Gnico y valido tratamiento accesible (Bussmann &

Sharon 2006). Las investigaciones para encontrar una droga
anticdncer efectiva han motivado a los cientificos para investigar
la eficacia de los productos naturales en el tratamiento del cdncer,
teniendo en cuenta que la literatura indica que mucha gente se
cura del cdncer usando solo productos naturales las cuales en
su mayorfa tienen efecto antiproliferativos y mejorador de la
respuesta inmune entre otros. Segin Fabricant y Farnsworth
(2001), el 80% de 122 drogas derivadas de plantas estaban
relacionadas a su propdsito etnofarmacoldgico original, dichas
plantas eran originarias de los paises tropicales.

La familia Alstroemeriaceae estd distribuida desde Venezuela
hasta Argentina especialmente en hdbitats secos. En el Pert, son
reconocidos dos géneros, Alstroemeria y Bomarea, y 85 espe-
cies bdsicamente hierbas y enredaderas. El genero Bomarea se
distribuye desde México hasta el norte de Argentina y Chile,
esta restringido a la cordillera (hasta los 5200 m de altitud). El
centro de diversidad es Ecuador y Pertt (Hofreiter & Rodri-
guez 2006) y la mayoria de ellas son ornamentales. Bussmann
& Sharon (2006) publicaron un compendio de plantas me-
dicinales utilizadas en el norte del Perti y senalaron a Bomarea
dulcis (Hook.) Beauv. como una planta usada para proteger y
prevenir enfermedades. Bomarea cornigera Herb. es un bejuco,
endémico del Perd, conocido solo en el centro del pafs, en unas
pocas localidades, en la cuenca del Tulumayo. Si bien el valle de
Chanchamayo ha sido extensamente alterado ecolégicamente,
esta especie ha sido registrada en diferentes afios desde el siglo

XIX. (Leén & Salinas 2006).
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La ciclofosfamida es una droga alquilante antineopldsica,
utilizada para desacelerar o detener el crecimiento de células
cancerosas (linfomas, mielomas multiples, leucemias, neuro-
blastoma, carcinoma ovdrico, retinoblastoma, cdncer del seno,
etc.) (Pino et al. 2009).

Material y métodos

Se utilizaron ratones machos (Mius musculus) de la cepa albina
Swiss de 6 a 8 semanas de edad y de 20 — 30 g de peso fueron
obtenidos del Bioterio del laboratorio de Reproduccién y Bi-
ologia del Desarrollo de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Todos los ratones
fueron mantenidos bajo un régimen de 14 horas luz y 10 horas
oscuridad, 22 — 24 °C, 75 — 85 % HR y alimentados con alimento
balanceado para animales (Purina, Pert), y agua ad libitum.

Bejucos de Bomarea cornigera Herb. fueron obtenidos de
las comunidades indigenas Ashaninka de la provincia
de Chanchamayo, departamento de Junin, en el mes de
noviembre de 2005. En el laboratorio, fueron identificados por
las claves vigentes (Hofreiter & Rodriguez 2006).

Se utilizaron una solucién R10 (RPMI 1640 Sigma-
Aldrich), suplementado con suero bovino fetal inactivado
(Gibco), solucién hepes 1M (Sigma) y L-Glutamine-
Pe-Streptomycin (Sigma), ciclofosfamida (CP) [N, N - bis
(2 - cloroetil) tetrahidro - 2H -1, 3, 2 —oxazafosforin - 2 -
amino 2 - oxido] - Endoxan 200 mg, agua destilada, y Azul
de Trypan.

Para la preparacidn del extracto acuoso, se hirvieron nudos
(8 — 10 g) del tronco del bejuco en agua destilada por cada
dosis, durante 30 min hasta obtener una infusién en re-
cipientes conteniendo: 2 nudos en 1000mL (1X), 2 nudos
en 500 mL (2X) y 2 nudos en 250 mL (4X) mL de agua,
las dosis se mantuvieron a una temperatura de -20 °C en
condiciones de esterilidad para su uso diario.

Para formar los tumores sélidos se trabajo con células de la
linea TG180. Las células fueron descongeladas a bafio marfa
durante 1 minuto, luego se afadié al vial ImL de solucién
R10 (RPMI 1640 - Sigma-Aldrich suplementado con Suero
Bovino Fetal inactivado — Gibco, Solucién Hepes 1M Sigma
y L-Glutamine-Pe-Streptomycin Sigma) y se traslado todo el
contenido a un tubo Falcon de 15 mL con 8 mL de R10 a
4 °C. Las células de sarcoma fueron lavadas 3 veces cen-
trifugdndolas a 500 g por 10 min a 5 °C. Las células fueron
estabilizadas en R10 (37 °C, 5% de CO,) durante 4 h.

Para determinar la viabilidad y recuperacién, se determiné
la concentracién células de sarcoma mediante el conteo de
células viables y no viables tefiidas con un colorante vital (Azul
de Trypan) y con ayuda de un microscopio compuesto. Con
esos datos se calculo la viabilidad con la formula (Células vivas/
células totales x100).

Cada ratdn fue inyectado subcutdneamente (dorso) con 105
células/100 pL. Luego de la inoculacidn los ratones fueron ob-
servados (comportamiento, respiracién e irritabilidad) a los 30,
60, 120, 360 y 720 minutos posteriores al inoculo y luego cada
24 h, a fin de evaluar cualquier cambio que nos indique alguna
reaccién secundaria durante el proceso de colonizacién del de
las células tumorales. Se espero 15 dias para que el sarcoma se
desarrollara, luego de lo cual se inicio la fase del tratamiento.

Disefio experimental.- Los ratones fueron distribuidos
al azar en cinco grupos (n= 5, cada grupo) de tratamiento:
Al grupo control positivo (TT), se le inyect6 intraperitone-
almente (i.p.) Ciclofosfamida (0,3 mg/mL), a los Grupo T1II
(1X), Grupo TIII (2X), Grupo TIV (4X) se les inyecto via i.p.
las dosis preparadas y guardadas; y al control negativo (TV),
se le inyecto i.p. agua destilada (Grochow & Ames 1997); Los
tratamientos fueron aplicados una vez al dia, a la misma hora
(12:00 m) durante 17 dfas.

Evaluacién de los ratones.- Al finalizar el periodo de
tratamiento los animales fueron eutanizados por dislocacién
cervical y se procedié a realizar la extraccién de los tumores
(Bezerra et al. 2006). Para ello se realizé una diseccién alrededor
del tumor, teniendo mucho cuidado de no comprometer
la integridad de este. Luego el tumor fue limpiado de grasa y
piel. Los pardmetros evaluados en los tumores fueron: peso y
didmetro (balanza analitica y vernier, respectivamente). La
tasa de inhibicién (%) fue calculada por la siguiente formula:

Tasa de inhibicién (%) = [(A — B)/A] x 100

Donde A es el peso promedio del tumor del control nega-
tivo, y B es el peso del tumor en el grupo tratado. Se reviso,
ademds otros érganos como higado, rifones, pulmén,
estomago, pancreas, intestinos y corazén en busca de alguna
anomalfa morfoldgica con ayuda de un microscopio de
diseccién.

Andlisis estadisticos.- Los resultados fueron expresados como
medias + D.S. y analizados por la prueba de ANOVA para un
factor y el Test de Tukey (SPSS 15), p<0,05 fue considerado

estadisticamente significativo.

Resultados

El extracto acuoso de B. cornigera inhibié al sarcoma 180 (TG
180) en el ensayo in vivo en ratones (Tabla 1). El tamafo del
tumor decrecid y la tasa de inhibicién aumento con el tiempo
en el grupo tratamiento II (1X) comparado con el control, esto
fue mis evidente en los tltimos dias de observacién.

Viabilidad de la linea celular TG 180

El nimero de células TG180 iniciales en el vial fue 12,3 x 10
luego de realizar el primer recuento se obtuvo 9,5 x 10° células
vivasy 1,75 x 10° células muertas lo que significa una viabilidad
del 84,49% y una recuperacién del 91,46%, mientras que
luego del establecimiento de las células en el segundo recuento
se consiguié una viabilidad del 82,95% y una recuperacién

del 82,95%.

Estos resultados demuestran que las células se encontraban
en dptimas condiciones para ser inoculadas en los ratones.
Se logro formar tumores sélidos a partir de células TG180
en el 100% de los ratones inoculados.

Peso y longitud del tumor

Al evaluar los datos de peso y longitud del tumor entre los
diferentes tratamientos se observé que el tratamiento I (1X)
tuvo efectos similares a los observados al grupo tratado con
ciclofosfamida. Sin embargo, al evaluar las otras dosis de Bejuco
se observo que éstas no tuvieron efecto alguno sobre los tumores
tratados, siendo la respuesta similar a la del control negativo. Al
evaluar los 6rganos de los ratones no se observaron alteraciones
morfolégicas visibles.
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EFECTO ANTITUMORAL DE BOMAREA CORNIGERA EN SARCOMAS INDUCIDOS

Tabla 1. Efecto (en porcentaje) de la infusion de extracto acuoso de Bomarea cornigera sobre la inhibiciéon de tumores inducidos por células

de Sarcoma TG180 en ratones.

Tratamiento Peso (g) Longitud (mm) Eliminacién tumor
Control Negativo Inhf;:gz; % 0,92_806"‘ 14'_26a 0/5
Contol ositivo. "0 o' e 6257 /5

Trsments 1¥ oiicion " 7209 515
Tratamiento 2X Inhlgkl)lircrlgi % 0;;1293 12(;'5;5 1/5
Tratandento X hibicion o5 1034 s

ay b indican diferencias estadisticamente significativas P<0,05.

Discusién

El presente trabajo reporta la actividad antitumoral del
extracto acuoso de Bomarea cornigera en ratones a los cuales
se les transplanté subcutdneamente células de Sarcoma 180.
El Sarcoma 180 es un tumor originario de ratones y uno de
las mas frecuentes lineas celulares utilizados en investigaciones
in vivo relacionados a los agentes antitumorales (Bezerra et al.
2006). Los resultados obtenidos muestran que la infusién de
B. cornigera ala concentracién 1X posee un efecto antitumoral,
tanto en términos de peso como en longitud, similar al de la
Ciclofosfamida (Tabla 1), sin embargo la Ciclofosfamida posee
un {ndice terapéutico muy bajo y es frecuente encontrar efectos
toxicos especialmente en pacientes que han recibido tratamiento
inmunosupresor, ademds de ser potencialmente teratogénico.
Dentro de las principales reacciones adversas de la ciclofosfamida
tenemos toxicidad hematologfa, astenia, malestar general, infer-
tilidad y alopecia (Grochow & Ames 1998; Sallan et al. 2006).
Es por ello la importancia de encontrar tratamientos alternativos
con plantas medicinales que muestren una eficacia similar pero
sin presentar efectos adversos, lo que repercutirfa directamente
en mejorar la calidad de vida de los enfermos de cdncer que
actualmente estdn bajo tratamiento quimioterapéutico (Natesan
et al. 2007, Xie et al. 2008, Xue et al. 2009).

Aunque se podria esperar una mayor eficacia como efecto
antitumoral a mayor concentracién de la infusién, esto no fue
asi ya que se encontré a 1X la mayor reduccién y eliminacién
del tumor, debido a una sobresaturacién de los componentes
activos sobre el sustrato. Nuestra observaciones de los érganos
como higado, estomago, rindén, pulmones y cerebro no encon-
traron dafos. Sin embargo es necesario realizar estudios sobre
los posibles efectos téxicos de la infusién de B. cornigera en
los sistemas biolégicos. Segtin Rao et al. (2008) cuando se ha
utilizado Withaferina —A (obtenida de la solanacea Withania
somnifera) en ratones inoculados con sarcoma 180, se observd
un retardo significativo del crecimiento tumoral en dosis de 10,
12, 15 mg/kg de peso corporal, sin evidenciar ninguna toxicidad
sistémica notable.

En la mayoria de los casos, los fitoquimicos contra el cdncer,
aislados de plantas medicinales, actian como potentes antioxi-
dantes o antagonistas de los radicales libres y de esta manera
minimizan el dafio al DNA previniendo el cdncer (Madhuri &
Pandey 2009). Otros fotoquimicos son inhibidores de la lipo-
oxigenasa y de la urokinasa (Rao et al. 2008). Igualmente, los
flavonoides tienen un rol quimo preventivo en el cdncer a través

de sus efectos en la transduccién de senales en la proliferacién
celular (Rajkapoor et al. 2004).

El mecanismo de accién responsable de la actividad antitu-
moral de la infusién de B. cornigera aun no estd elucidado, sin
embargo actualmente se estd estudiando a nivel mundial el rol
que tienen las sustancias naturales de diferentes plantas con
propiedades medicinales sobre los diferentes sistemas bioldgicos
del organismo para demostrar su efecto antitumoral, entre el-
los tenemos los que buscan factores de inhibicién de la mitosis
(Bezerra et al. 2006), aquellos que estimulan al sistema inmune
(Malik et al. 1991, Ismaili et al. 2009) o los que actuarfan sobre
el material genético (Hu et al. 2007), es por ello la importancia
de disenar pruebas posteriores como el ELISPOT con la cual
podriamos medir el grado de expresién del INE-y por parte de
los linfocitos T (Alzamora et al. 2007) y que permitirian escla-
recer a qué nivel estarfa actuando la infusién de B. cornigera;
ademds de andlisis que permitan determinar la composicién
quimica de la infusién y establecer las fracciones que contienen
los principios activos.

El presente estudio in vivo puntualiza la potencial actividad
antitumoral de B. cornigera, sin embargo es importante sefialar
que se requieren estudios posteriores a fin de caracterizar los
principios activos y elucidar los mecanismos bioldgicos por los
cuales la infusién estarfa teniendo este efecto.
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