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RESUMEN

Colombia posee gran diversidad de plantas medicinales, pero pocas han sido objeto de investigacién. En este trabajo se evalué la
actividad antiproliferativa de aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacién asistida por microondas. Se analizaron 15 muestras de
11 especies en ensayos del MTT en células cancerosas MCF-7, Hela y HepG-2 y se incluyeron células normales humanas (HEK293) y
de animales (Vero y B16F10) para evaluar selectividad. La composicién quimica de muestras activas se determiné por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Aceites esenciales de cuatro especies mostraron actividad antiproliferativa
(Cl,y: 50 pg/mL) en células Hela y/o MCF-7, en el siguiente rango (indice de selectividad en paréntesis): Piper cumanense H.B.K. (4,7)
> Piper subflavum var. espejuelanum C.DC (3,9) > Salvia officinalis L. (3,6) > Piper eriopodom (Miq.) C. DC. (3,1). Ninguna muestra fue
activa en células HepG-2. El andlisis por CG-MS identificé B-cariofileno, a-copaeno, B-pineno, a-pineno y linalol como componentes
mayoritarios. Los aceites esenciales activos pueden ser puntos de partida para desarrollo de medicamentos herbales para cuidado
paliativo del céncer.

Palabras clave: aceite esencial, apoptosis, cancer, fitoterapia, MTT.

ABSTRACT

Colombia has a great diversity of medicinal plants, but few have been investigated. In this work, the antiproliferative activity of
essential oils obtained by microwave-assisted hydrodistillation was evaluated. Fifteen samples from 11 species were analyzed in
MTT assays in cancer cells MCF-7, HelLa and HepG-2, and normal human cells (HEK293) and animal cells (Vero and B16F10) were
included to evaluate selectivity. The chemical composition of the active oils was determined by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Essential oils from four species showed antiproliferative activity (IC,: <50 pg/ mL) in Hela and / or MCF-7
cells, in the following range (selectivity index in parenthesis): Piper cumanense H.B.K. (4.7) > Piper subflavum var. espejuelanum C. DC
(3.9) > Salvia officinalis Linneo. (3.6) > Piper eriopodom (Miq.) C.DC. (31). The CG-MS analysis identified B-caryophyllene, a-copaene,
B-pinene, a-pinene and linalool as major components. Active essential oils could serve as starting points to develop herbal medicines
for cancer palliative care.

Keywords: essential oil, apoptosis, cancer, MTT, phytotherapy.
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INTRODUCCION

El cdncer y sus condiciones asociadas impactan la salud
publica mundial: causan muertes prematuras, incrementan
el gasto poralto costo de lasterapiasyrequieren tratamientos
prolongados que aminoran la calidad de vida del paciente y
sus familias (Miller et al., 2016)”. Hoy dia no hay cura para
la mayoria de canceres a pesar de intensa investigacién en
farmacos sintéticos de accién selectiva (Dunn y Kramer,
2016). El uso de medicamentos herbales sigue siendo
alternativa para aliviar sintomas del cdncer, pueden actuar
como coadyuvantes en tratamientos de quimioterapia y
radioterapia (Harvey et al., 2015; Zheng et al., 2016; Shareef
etal., 2016).

Los aceites esenciales (AEs) son liquidos hidrofébicos
de compuestos aromaticos que estdn presentes en varias
partes de la planta, un sinndmero de ellos se usan como
saborizantes o potenciadores de aromas en cosméticos,
perfumes y jabones (Pandey et al., 2017). Resultados de
estudios indican que los AEs y componentes aislados poseen
actividad in vitro anticancerigena y en ratones de laboratorio
pueden reducir el tamafio de tumores inducidos (Bhalla et
al., 2013; Lesgards et al., 2014; Sobral et al., 2014; Manion
y Widder, 2017). Existe suficiente evidencia para concluir
que los AEs pueden servir como puntos de partida para
desarrollo de medicamentos herbales y descubrimiento de
nuevos farmacos.

En Colombia, el nimero de plantas medicinales
depositadas en colecciones botdnicas es cerca de 2800
(Bernal etal.,, 2011; Gémezetal., 2016). Solo 144 especies
tienen uso médico autorizado por el Instituto Nacional de
Vigilancia de Medicamentos y Alimentos, aunque ninguna
como coadyuvante en tratamiento del cdncer (INVIMA,
2017). Este escaso aprovechamiento de las plantas se debe
en buena parte a carencia de suficiente evidencia cientifica
sobre sus propiedades anticancerigenas. Algunos trabajos
se han realizado. De Croton lechleri Mull. Arg, conocida
como sangre de drago, estd documentado el uso popular
para aliviar sintomas del cancer y estudios in vitro e in vivo
indican que el extracto posee potencial farmacolégico
para tratar cancer de colon (Gupta, 2008; Bernal et al.,
2011). Del AE de Ocotea caparrapi (Sandino Groot ex Nates)
Dugand, palo de Caparri, se registra su potencial como
coadyuvante del tratamiento convencional de tumores
cutdneos (Palomino et al. 1996; Bernal et al., 2011).
Los extractos de Vismia baccifera Reichart, Passiflora edulis
Sims y especies del género Piper presentaron actividad
antiproliferativa en células de cancer hepatico (Osma et
al., 2013; Lizcano etal., 2015).

La investigacién en medicamentos herbales y fairmacos de
base natural para tratamiento del cancer comienza con la
seleccién dela planta apropiada. Esto ahorra tiempoy dinero
y la probabilidad de encontrar un producto activo es mayor
(Mazzio y Soliman, 2009; Harvey et al., 2015). El objetivo
de este trabajo fue evaluar la actividad antiproliferativa de
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AEs de 11 especies cultivadas en Colombia en células de tres
cénceres humanos. Se analizaron 15 muestras siguiendo un
protocolo guiado para identificar los AEs mds apropiados
para investigacién y desarrollo de medicamentos.

MATERIALES Y METODOS

Plantas

Se incluyeron 15 ejemplares de 11 especies. Las plantas
se colectaron en dreas rurales y semiurbanas de los
departamentos de Santander, Arauca y Bolivar. El Prof. Dr.
José Luis Ferndndez, Universidad Nacional (Bogotd) y Real
Jardin Botdnico de Madrid (Espafia), realizé la identificacién
taxonémica. Una muestra del espécimen se deposité en el
Herbario Nacional Colombiano con el respectivo cédigo de
identificacién como se presenta en la Tabla 1.

Aceites esenciales (AEs)

Las muestras se obtuvieron por hidrodestilacién asistida
por radiacién de microondas, en un equipo de destilacién
tipo Clevenger adaptado a un sistema de calentamiento
(Stashenko et al., 2013). Brevemente, el material vegetal
(210 g), sumergido en agua (300 mL), se colocé en un
balén conectado al equipo con un reservorio de destilacién
Dean-Stark y la mezcla se calenté 15 min x 3 veces en el
microondas. El AE se secé usando sulfato de sodio anhidro
y se almacend en un frasco dmbar a 4 °C. Cada extraccién
se llevé a cabo por triplicado. De cada muestra se hizo una
preparacién concentrada (100 mg/mL) en dimetilsulféxido
y alicuotas se almacenaron a -20 °C. Para cada experimento
se usé una alicuota de la misma preparacién diluida en
medio de cultivo.

Analisis quimico de aceites esenciales

Las muestras que presentaron actividad antiproliferativa se
analizaron por cromatografia de gases/ espectrometria de
masas como se ha descrito (Stashenko et al., 2013). Se usé
un equipo Agilent Technologies 6890N Series Network System
(Palo Alto, California, EE.UU) acoplado a un detector
selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975 Inert XL. Se
utilizaron dos columnas capilares de 60 m x 0,25 mm (d.i.)
x 0,25 pm (df): DB-5MS con fase estacionaria apolar de 5 %
fenil-poli (dimetilsiloxano) y DB-WAX, con fase estacionaria
polar de poli (etilenglicol). Helio (1 ml/min) se usé como gas
de arrastre. La temperatura del horno se programé de 45 °C
(5 min) hasta 150 °C (3 min) a 3 °C/ min; luego, hasta
220 °C (5 min) a 4°C/min. La temperatura del inyector se
mantuvo a 250 °C; se usé la relacién split 1:30. Los indices
de retencién lineales (IRL) se calcularon con base en la serie
homéloga de n-alcanos C9-C25 (Sigma-Aldrich, Milwaukee,
Wisconsin, EE.UU.). Los componentes se identificaron
comparando sus espectros de masas e IRL con espectros
de bases de datos (NIST14 y Wiley) y reportados por otros
(Davies, 1990; Babushoketal., 2011). Se emplearon ademds
compuestos de referencia (Sigma-Aldrich).
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Tabla 1. Plantas usadas para obtencién de los aceites esenciales.

Nombre Familia Voucher Organo utilizado ngteitie Lugar de colecta
é%::i:z;aﬁfjggiayanenﬂs (Hieron.) R-M. Asteraceae COL582600 Hojas, tallos, flores  07-02-2015 Zapatoca, Santander
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand Burseraceae  COLS582595 Hojas, tallos, flores  19-07-2014 Tame, Arauca
Salvia officinalis L Lamiaceae COL555844 Hojas, tallos, flores  28-07-2014 Bucaramanga, Santander
Piper cumanense H.B.K. Piperaceae COL578977 Hojas, tallos, flores  15-07-2014 Zapatoca, Santander
Piper eriopodon (Miq.) C. DC Piperaceae COL578364 Hojas, tallos, flores  15-07-2014 Zapatoca, Santander
Piper subflavum var. espejuelanum Piperaceae COL578976  Hojas, tallos, flores  16-07-2014 Zapatoca, Santander
Swinglea glutinosa Merr. Rutaceae COL521530 Hojas, tallos, flores  28-07-2014 Bucaramanga, Santander
Lippia alba (citral) Mill. Verbenaceae  COL512272 Hojas, tallos, flores  18-05-2005 Colorado, Bolivar
Lippia graveolens Kunth Verbenaceae  COLS555839 Hojas, tallos, flores  28-07-2014 Bucaramanga, Santander
Lippia origanoides H.B.K. Verbenaceae  COL587104 Hojas, tallos, flores  17-07-2014 Bucaramanga, Santander
Lippia origanoides H.B.K. Verbenaceae ~ COL587105 Hojas, tallos, flores 07-02-2015 Girén, Santander
Lippia origanoides H.B.K. Verbenaceae  COL587106 Hojas, tallos, flores  17-07-2014 Bucaramanga, Santander
Lippia origanoides H.B.K. Verbenaceae  COL587107 Hojas, tallos, flores  17-07-2014 Bucaramanga, Santander
Tagetes caracasana Humboldt ex Willdenow  Asteraceae COL587125 Hojas, tallos, flores  31-07-2015 Suratd, Santander
Tagetes caracasana Humboldt ex Willdenow  Asteraceae COL559441 Hojas, tallos, flores  15-07-2014 Zapatoca, Santander

Células

La actividad antiproliferativa de los AEs se evalué en lineas
celulares de cancer de mama (MCF-7, ATCC ® HTB-22™),
cancer cervical (HelLa, ATCC ® CCL-2™) y cancer de higado
(HepG-2, ATCC® CRL-11997™). Para evaluar si los AEs
presentaban mds accidn selectiva por las células cancerosas
que otras, se incluyeron lineas celulares de rifién humano
embrionario (HEK293-ATCC ® CRL-1573™), rifién de
mono (Vero, ATCC ® CCL-81™) y piel de ratén (B16F10,
ATCC ® CRL-6475™). Cada linea celular se cultivé en cajas
de 25 cm? en el medio de cultivo recomendado (MEM,
DMEM-F12 o RPMI-1640, Gibco Co.) suplementado (8-
10 %) con suero bovino fetal (Gibco Co.). Las cajas se
incubaron por 3-4 dias a 37 °C en atmosfera con 5 % de
CO, Se hicieron curvas de crecimiento para determinar el
nimero de células apropiado para obtener monocapas
confluentes viables por 72 h.

Ensayo del MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]

El ensayo se usé para evaluar actividad antiproliferativa
y selectividad de los AEs. Actividad antiproliferativa: las
células cancerosas (10,000 por pozo) de interés (MCF-7,
Hela y HepG-2) se sembraron en placas de 96 pozos en
medio de cultivo (200 pL/pozo) que contenfa concentracién
distinta (50, 100, 200, 300, 400 o 500 pug/mL) de AE y se
incubaron 72 h a 37 °C. Células HEK293, Vero y B16F10
se trataron antes de proliferacién como las cancerosas y en
otros ensayos después de la proliferacién en consideracién
a que el efecto sobre la viabilidad celular varia dependiendo
del estado de la monocapa. Las células se dejaron proliferar

sin tratamiento 24 h, posteriormente el medio se reemplazé
por medio fresco con AE a las concentraciones mencionadas
y la placa se incubé hasta 72 h a 37°C. Este segundo
tratamiento se denominé después de proliferar. En cada
placa se incluyeron células tratadas con dimetilsuféxido
y no-tratadas con AE como controles. Para determinar la
viabilidad se eliminé el medio de cultivo, se adicionaron 20
pl de MTT (5 mg/mL) en cada pozoy la placa se incubé 4 h
a 37°C. La intensidad del color de la reaccién se determind
por espectrofotometria (Multiskan Go., Thermo Scientific)
a longitud de onda de 580 nm. El valor de densidad éptica
se considerd proporcional a la viabilidad celular y se estimé
referente a 100 % de las células no tratadas.

Ensayo de condensacion de cromatina

La condensacién de cromatina se usé como indicador de
actividad antiproliferativa. Brevemente, 8000 células en
medio de cultivo que contenia AE (50 pg/mL) se depositaron
en micropocillos de placas de vidrio. Las placas se incubaron
24 h a 37°C en atmosfera CO, 5 %; al término, las células se
fijaron con p-formaldehido por 10 min y después de varios
lavados con tampdn fosfato salino se adicioné colorante
Hoechst-33342 (Sigma-Aldrich, 5 pg/mL). Las placas se
incubaron 15 min a 37 °C en oscuridad y enseguida se
examinaron en un microscopio de inmunofluorescencia (Ex
450 - 490; camara Nikon P6000). Células con cromatina
condensada se contaron como porcentaje del nimero total
de células tefiidas con Hoechst-33342. En cada experimento
se incluyeron células no tratadas y tratadas con ectoposide
(Sigma-Aldrich: 250 pM)] como controles. Cada AE se
analizé por duplicado en tres experimentos independientes.

Acta biol. Colomb., 23(2):189-198, Mayo-Septiembre 2018 = M



Velandia SA, Quintero E, Stashenko EE, Ocazionez RE.

Analisis de datos

Los datos de ensayos del MTT obtenidos en células
cancerosas de interés (HeLa, MCF-7 y HepG-2) se expresaron
como concentracién inhibitoria 50 (Cl, ). Los datos con las
otras células como concentracién citotéxica 50 (CC, ). El
indice de selectividad (IS) fue la proporcién entre CC_ en la
célula normal (HEK293) y Cl, en la cancerosa. Los valores
de Cl y CC,, se calcularon por regresién lineal simple
usando el programa R (R Development Core Team, 2013).
La significancia de la diferencia entre datos del ensayo de
condensacién de cromatina se determiné por ANOVA y
prueba de Tukey.

RESULTADOS

Los AEs variaron en su habilidad para afectar la viabilidad
de células distintas a las cancerosas de interés, rangos de
CC,, de 500-201 pg/mL, 200-100 pg/mL y 99-50 ug/mL
indicaron citotoxicidad baja, media y alta, respectivamente,
seglin lo sugerido por otros (Cos et al, 2006; Mazzio y
Soliman, 2009). Como se presenta en Fig. 1, los cinco AEs
menos citotdxicos fueron en el siguiente rango: S. officinalis
< P. cumanense < L. origanoides (especimen COL587107) < A.
popayanensis < P. eriopodon. Los cinco mds citotéxicos fueron:
T. caracasana (especimen COL587125) > L. graveolens > T.
caracasana COL559-441 > S. glutinosa > L. alba.

| Salvia officinalis
2 Piper cumanense
3 Lippia origanoides - COL587107
4 Ageratina popavanensis
5 Piper eriopodon
6 Lippia origanoides - COL587105
7 Protivm heptaphylium
8 Piper subflavam
9 Lippia origancides - COL587104
10 Lippia origanoides - COL587106
11 Lippia alba
12 Swinglea glutinosa
13 Tagetes caracasana - COL559441
14 Lippia graveolens
15 Tageies caracasana - COL587125
a d a d a d

s g g CCsq: prg/mL

& 2 [ — _

é = 201 - 500

- 24}

g 100 - 200
50- 99

Figura 1. Perfiles de citotoxicidad de los AEs analizados. Células
de rifién humano (HEK293), riién de mono (Vero) y melanoma de
ratén (B16F10) se trataron antes (a) y después (d) de proliferacion.
Los AEs aparecen organizados de menor a mayor citotoxicidad con
base en valores de CC, (Tabla 1 suplementaria). Citotoxicidad es
menor cuanta menor intensidad de color.
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No hay acuerdo sobre los valores de Cl e IS indicando
actividad antiproliferativa in vitro relevante. Se ha sugerido
(Mazzio y Soliman, 2009; Ferraz et al. 2013) que valores
de Cl,, menores que 100 pg/mL e IS mayores que 3.0 se
podrian usar para seleccionar muestras vegetales activas.
Con base en este criterio, la actividad antiproliferativa en
este estudio se categorizé como relevante (Cl, =50 pyg/mL; IS
24.0), moderada (Cl_ =50 pg/mL; 1S=3.9-3.1) o irrelevante
(Cl,,=50 pg/mL; IS <3.1). Valores Cl_ >50 pg/mL indicaron
inactividad. La Fig. 2 muestra resultados representativos del
ensayo del MTT y la Tabla 2 presenta los valores de Cl_.

Los AEs variaron con respecto al grado de actividad en
las células cancerosas (Fig. 3). AE de P. cumanense presenté
actividad antiproliferativa relevante (Cl, =50 pg/mL; 1S=4.7)
en células MCF-7 y Hela; AEs de P. subflavum, S. officinalis
y P. eriopodon actividad moderada (1S=3.9 y 3.6) en células
MCEF-7; y AEs de P. heptaphyllum y T. caracasana (especimen
COL587125) actividad irrelevante (Cl, =50 pg/mL; 1S=2.9y
1.0). EI AE de L. alba fue el mas activo en células HepG-2 con

HEK293 mMCF-7 BHelLa

o oo o
100 4 g Piper cumanense
& s ]
5
o "
= 60 4 1
£
5- 40 - T 5
20 4 7 =
iﬁ Ia Im'ﬁ 'a
Rl 7 7 7 Zi 7 (7 7
0 50 100 200 300 400 500

120

Tagetes caracasana COL587125

100 4
&0
6} -
40 l_
20 - I I I
0 Al ; A ; /
0 ]

) 100 200 300 400 300

Viabilidad: %

AE: pg/mL

Figura 2. Efecto sobre la viabilidad celular de AEs analizados.
Reduccién de la viabilidad celular en ensayos del MTT dependiendo de
la concentracién de AE. P. cumanense presenté actividad antiproliferativa
relevante: a concentracién de 50 pg/mL redujo >50 % la viabilidad
de las células cancerosas (MCF-7, Hela) pero no la célula normal
(HEK293). T. caracasana presenté actividad antiproliferativa irrelevante:
a concentracién de 50 pg/mL redujo >50 % la viabilidad de las células
cancerosas y la normal.
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Tabla 2. Valores de Cl,,de los aceites esenciales analizados.

Aceite esencial Normal: Cancerosas

HEK293 HepG-2 MCF-7 Hela
Piper cumanense 233+34 210 + 20,0 50,0 50,0
Piper eriopodon 153 +£9,9 140 + 24,2 50,0 50,0
Piper subflavum 193 £16,3 249 + 1,1 50,0 162 £ 13,8
Salvia officinalis 181 £ 34,7 320+ 72,7 50,0 370 £ 109,1
Protium heptaphyllum 144 £19,6 140£11,8 50,0 196 + 6,8
Tagetes caracasana COL587125 50,0 88+7,8 100+ 17,9 50,0
Tagetes caracasana COL559441 162 £ 14,1 220 + 26,4 140 £ 62,2 80 +29,3
Swinglea glutinosa 119 + 341 200+ 16,9 81+5,6 73+7,7
Lippia alba (citral) 167 £ 14,6 54+73 100 £ 37,6 86 +4,7
Lippia graveolens 90 + 18,1 86+3,9 88 +2,1 80 +12,7
Lippia origanoides COL587104 106 + 8,0 87 +2,2 80+11,9 99 +3,8
Lippia origanoides COL587105 242 + 33,7 200 + 27,6 170 £19,2 150 + 6,1
Lippia origanoides COL587106 137 +3,4 140+ 7,9 68 +4,9 100+ 19,2
Lippia origanoides COL587107 204+ 12,9 260 +323 130 + 22,5 138 £ 3,1
Ageratina aff. popayanensis 237 £27,0 190 + 30,0 196 +7,2 174 +32

Datos (pg/mL) se presentan como promedio + DS de tres ensayos independientes por duplicado. 50.0: concentracién minima que redujo mas de

50% la viabilidad celular con respecto al control (no-tratado).

Cl, (54 £7.3 pg/mL) e IS (3.1) cercanos al punto de corte.
En un intento de corroborar actividad relevante y moderada,
las células tratadas con los AEs de P. cumanense y S. officinalis
se tifieron con Hoechst para evidenciar condensacién
de cromatina (Fig. 4): con P. cumanense se observé mayor
frecuencia de células con cromatina condensada respecto a
las no-tratadas: 55£3.7%vs. 15+ 3.7 % (p<0.01)ycon S.
officinalis la diferencia no fue significante (19 + 2.4 % vs.15 +
3.7 %; p > 0.05).

De acuerdo a los perfiles de actividad antiproliferativa
presentados en la Fig. 3, los AEs de cinco especies resultaron
inactivos (Cl,, >50 pg/mL). Con muestras diferentes de
AEs pero de la misma especie se observaron diferencias: T.
caracasana, un AE afecté en alto grado (Cl =50 pg/mL) la
célula cancerosa y normal sugiriendo alta toxicidad pero
el otro ejemplar mostré menor afectacién tanto de células
tumorales como de la normal (ClI,=220-80 pg/mL); L.
origanoides, el AE del especimen COL587104 (planta de
Bucaramanga) fue el que mas afectd la viabilidad de células
cancerosas y normal (Cl, =106-80 pg/mL) y al contrario el
AE del especimen COL587105 (planta de Girén) (Cl, =150-
242 pg/mL). Los AEs de S. glutinosa (Cl_=73-200 pg/mL) y
L. graveolens (Cl_=80-90 ug/mL) afectaron en igual grado
células cancerosas y normal. El AE de Ageratina popayanensis
fue el Gnico que afectd en bajo grado (CI_ =190-237 pg/mL)
células cancerosas y las no cancerosas.

4.7 4.7 I.1 P:})er cumanense
39 12 0.8 | Piper subflavum
3.6 0.5 0.6 | Salvia o fficinalis
31 . 3l | 1.1 | Piper eriopodon
29 0.7 | 1.1 | Protium heptaphylium
- 0.5 - 1.0 [ 0.6 Tagetes caracasana - COL587125
1.1 2.0 0.8 | Tagetes caracasana - COL559441
1.7 1.9 31 | Lippia alba
1.4 L1 | 12 | Lippia origanoides- COL587104
1.5 1.5 . 0.8 | Lippia origanoides- COL587107
20 1.4 | 1o Lippia origanoides- COL387106
1.4 1.7 1.2 | Lippia origanoides- COL587103
15 |16 0.6 | Swinglea glutinosa
|10 1.1 1.0 | Lippia graveolens
1.2 | 1.4 [13 Ageratina popayvanensis
N MCF-7 HelLa HepG-2 Cl L

50.0
51-150
151-500

Figura 3. Perfiles de actividad antiproliferativa de los AEs
analizados. Células cancerosas (MCF-7, Hela, HepG-2) y células
normales de rifidn humano embrionario (N: HEK293). Nuimeros en
los recuadros son indices de selectividad (IS=CC, | HEK293 /Cl, célula
cancerosa; Tabla 2). Valores de Cl =50 pug/mL indicaron actividad
relevante (IS >4.0), moderada (I1S=3.1-4.0) o irrelevante (IS < 3.1).
Valores de Cl,; > 50 pug/mL indicaron inactividad.
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Piper cumanense

Salvia officinalis
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Figura 4. Condensacién de cromatina en células MCF-7 tratadas con AE (50 pg/mL).. Arriba: fotograffas de cultivos celulares en fresco.
Abajo: fotografias de células tefiidas con Hoechst 33342 presentando condensacién de cromatina (flecha).

Composicion quimica de los AEs

La Tabla 3 presenta la composicién quimica de los AEs con
actividad antiproliferativa relevante y moderada. La mayoria
de compuestos fueron monoterpenos y sesquiterpenos. El
62 % del contenido del AE de P. cumanense estd constituido
de seis compuestos, linalol (37,2 %) y trans-B-cariofileno
(8,8 %) son los mayoritarios; el 60 % de P. subflavum de cinco
compuestos, a-pineno (18,9%), trans-B-cariofileno (15,9 %)
y B-pineno (13,2 %) son los mayoritarios; el 63 % del AE
de P. eripopodon corresponde a cinco compuestos, a-pineno
(18,6 %), B-pineno (16,1 %) y trans-B-cariofileno (11,6 %)
son los mayoritarios; y el 71.4 % del contenido del AE de S.
officinalis corresponde a seis compuestos, 1,8-cineol (26.6 %)
y a-tujona (18.1 %) son los mayoritarios.

DISCUSION

La selectividad es una propiedad tenida en cuenta
al momento de seleccionar muestras vegetales para
investigaciéon en medicamentos para el cancer (Ferraz et al.
2013; Harvey et al., 2015). Dado que el uso de ratones de
laboratorio tiene limitaciones, los ensayos en células surgen
como una alternativa para predecir selectividad (Xia et al.,
2008). En este estudio se generaron perfiles de citotoxicidad
en células cancerosas de interés, células humanas normales
y células de drganos blanco (rifién y piel) de animales
seleccionados para evaluacién toxicolégica. Con las primeras
se pretendié evaluar actividad antiproliferativa y con las
segundas selectividad. La estrategia sirvié para identificar
los AEs de especies de Pipery Salvia officinalis como los mds
citotdxicos para células cancerosas y los menos para las no
cancerosas. La estrategia podria robustecerse evaluando
simultdneamente otros indicadores de viabilidad celular
e incluyendo otras lineas celulares de érganos normales y
blanco de andlisis toxicolégico como cerebro, higado y piel.
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El género Piper L. incluye cerca de 2000 especies y al
menos 36 son nativas de América (Giovannini y Howes,
2017). En Colombia estas plantas se conocen con los
nombres de cordoncillos o anises y 38 tienen reporte
de uso medicinal (Bernal et al., 2011; Fonnegra y Villa,
2011). No se encontraron estudios evidenciando actividad
antiproliferativa de muestras preparadas a partir de las
plantas colombianas, pero si de al menos 16 especies
cultivadas en otros paises (Kumar et al., 2015). Los AEs
de especies de Piper incluidos en este estudio presentaron
actividad antiproliferativa en células MCF-7 y Hela
sugiriendo potencial anticancerigeno. Es conocido que las
diversas actividades bioldgicas de los AEs se explican por
la accién de los compuestos que contienen (Pandey et al.,
2017). El analisis por cromatografia identificé B-cariofileno,
a-copaeno y pineno (o y [) como constituyentes
mayoritarios de los AEs de Piper. Se ha demostrado que el
B-cariofileno y éxido de cariofileno tienen potente actividad
anticancerigena (Fidytetal.,2016);yel a-copaeno, f-pineno,
a-pinene y otros monoterpenos inhiben la proliferacién de
una amplia variedad de células cancerigenas (Zhao et dal.,
2017; Scotti et al., 2017). El linalol se identific6 como el
componente mayoritario (37 %) del AE de P. cumanese y esto
podria explicar su baja citotoxicidad observada en células
humanas renales (HEK293) y hepaticas (HepG-2). En un
estudio se demsotré que el linalol no causé hepatotoxicidad
en ratones de laboratorio (Jana et al 2014). El potencial
farmacoldégico de especies de Piper es bien reconocido, del
extracto de P. nigrum Carlos L. se aisl6 piperina un alcaloide
con potente actividad antitumoral (Wang et al., 2014;
Zhengetal., 2016).

Del género Salvia al menos 66 especies tienen uso
medicinal en Colombia, S. officinalis se conoce con el nombre
de salvia (Bernal et al., 2011). No se encontraron estudios
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Tabla 3. Composicién quimica de los AEs con actividad antiproliferativa.

Piper cumanense Piper subflavum Piper eriopodon Salvia officinalis
Compuesto LIR
IR % IR % IR % IR %
Linalol 1096 1101 37,2 1100 0,8 1100 0,8 - -
trans-3-Cariofileno 1436 1436 8,8 1435 15,9 1435 11,6 1444 7,3
trans-Nerolidol 1563 1566 58 - - 1566 0,2 - -
a-Copaeno 1387 1388 5,4 1386 9,2 1387 5,5 - -
Piperitona 1254 1262 4,6 - - - - - -
Dilapiol 1620 1628 3,9 - - - - - -
Oxido de cariofileno 1600 1601 3,6 1599 10,5 1600 10,8 - -
a-Pineno 939 939 0,9 937 18,9 936 18,6 942 2,1
B-Pineno 979 979 0,5 982 13,2 982 16,1 985 39
1,8-Cineol 1032 - - - - - - 1041 26,6
a-Tujona 1117 - - - - - - 1116 18,8
Viridiflorol 1612 - - - - 1603 1,7 1622 8,0
Alcanfor 1146 1146 1,7 - - - - 1157 6,0
o-Humuleno 1472 1472 1,0 - - 1472 1,1 1478 5,4
Limoneno 1030 1029 0,6 1032 0,5 1033 1,0 - -
Terpinoleno 1087 1089 0,7 - - - - - -
Germacreno D 1495 1500 1,0 - - - - - -
Canfeno 954 954 0,3 - - 954 0,3 957 1,4
a-Terpineno 1017 1020 0,6 - - - - 1065 0,8
p-Cimeno 1024 1028 1,9 1027 0,7 - - - -
y-Terpineno 1059 1089 0,7 - - - - - -
a-Terpineol 1190 1201 0,7 - - - - - -
y-Muroleno 1479 1487 0,5 - - 1487 0,2 - -
Pentadecano 1500 1501 1,1 - - - - - -
epi-Zoraneno 1501 1507 0,6 - - - - - -
o-Muroleno 1504 1510 1,0 - - 1509 1,3 - -
y-Cadineno 1517 1527 1,7 - - 1529 0,7 - -
6-Cadineno 1523 1530 2,6 - - - - - -
cis-Calameneno 1529 1535 0,3 - - - - - -
epi-1-Cubenol 1647 1644 0,7 - - - - - -
Sabineno 973 - - - - - - 980 0,5
p-Cimeneno 1088 - - - - 1028 1,1 - -
B-Mirceno 989 - - - - 990 0,2 993 2,4
Espatulenol 1576 - - 1593 1,7 - - - -
Heptanal 901 - - 901 0,5 901 0,3 - -
A3-Careno 1011 - - 1011 0,8 1012 1,0 - -
Pinocarveol 1139 - - - - 1149 0,7 - -
Pinocarvona 1164 - - - - 1170 0,5 - -
Mirtenal 1195 - - 1202 0,5 1204 0,8 - -
Acetato de bornilo 1288 - - 1289 0,5 1291 0,8 - -
Acetato de mirtenilo 1326 - - 1327 0,8 1329 1,1 - -
trans-o-Bergamoteno 1434 - - - - 1442 0,5 - -
Aromadendreno 1464 - - - - 1454 0,9 - -
allo-Aromadendreno 1478 - - - - 1476 1,4
B-Selineno 1509 - - - - 1505 1,5
o-Selineno 1517 - - - - 1510 0,2
a-Calacoreno 1548 - - - - 1556 0,2
Sesquiterpenol NR - - - - 1962 11,4
Manol NR - - - - 2094 1,3

LIR: indice de retencién reportado en la literatura. IR: indice de retencién experimental. -: no detectado.
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evidenciando actividad antiproliferativa de muestras de
estas especies. En paises alrededor del mundo varias especies
se usan en la medicina tradicional (Baricevic y Bartol,
2000). Se ha reportado que el AE inhibe células leucémicas
y de canceres de colon, mama y pulmén (Garcia et al.,
2016) y el desarrollo de tumor en ratones de laboratorio
(Bonesia et al., 2017). El AE de S. officinalis incluido en
este estudio presentd actividad antiproliferativa en células
MCEF-7 sugiriendo potencial anticancerigeno. El 46 % de
su contenido estd constituido de 1,8-cineol, a-tujona y
B-cariofileno. En una muestra extraida de una planta del
Valle del Cauca se encontraron B-cariofileno y a-copaeno
como los constituyentes mayoritarios (Saldarriaga et al.,
2009) y los mismos terpenos se identificaron en AEs de
plantas de otros paises (Cvetkovikj etal., 2015). La actividad
antiproliferativa del AE puede deberse a la presencia de
estos terpenos, el 1-8-cineol mostré eficacia para inhibir el
desarrollo de cancer colorectal en ratones (Murata et dal.,
2013) y de los otros terpenos existe evidencia de la actividad
anticancerigena como se menciond.

CONCLUSIONES

En este estudio se pretendi identificar especies de plantas
de la medicina popular colombiana apropiadas para
investigar en medicamentos para cancer de mama, cervical
y hepatocelular. Se estudié la actividad antiproliferativa
de sus AEs y se identificaron los componentes quimicos
de las muestras activas usando GC-MS. El estudio tiene
limitaciones, la actividad observada en el ensayo del MTT
no se confirmd con otro ensayo y no se investigaron los
mecanismos moleculares de inhibicién de la proliferacién
celular. No obstante, los resultados aportan conocimiento
nuevo sobre el potencial farmacolégico de la flora
colombiana, especificamente, de AEs de P. cumanense, P.
subflavum var. espejuelanum, P. eriopodom y S. officinalis. Las
muestras de estas especies pueden servir como puntos
de partida para desarrollo de medicamentos herbales y
descubrimiento de farmacos para tratamiento paliativo y
curativo del cdncer de mama y cancer cervical.
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