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Resumen

Introduccion. El Glioblastoma multiforme es uno de los tipos de tumor mas maligno del
sistema nervioso central, por lo que se requiere de la busqueda de nuevas terapias especi-
ficas y efectivas. LLos tratamientos actuales como reseccioén quirurgica seguida de radiote-
rapia y quimioterapia adyuvante con temozolomida, no generan los resultados clinicos es-
perados en el paciente; por lo cual, las terapias basadas en productos naturales han ganado
interés por ser un tratamiento efectivo y menos toxico. En esta investigacion, se evalu6 el
efecto citotoxico de la especie Bauhinia picta, una especie nativa de Colombia la cual es re-
conocida por su utilidad en trastornos del sistema circulatorio, propiedades antidiabéticas,
antiinflamatorias y antioxidantes, pero ain se desconoce su efecto en la actividad antican-
cerigena. Objetivo. Evaluar el efecto citotoxico de la especie B. picta sobre la linea celular
de Glioblastoma. Resultados. Nuestros resultados demuestran que la concentraciéon de
500 pg/mL de esta especie es capaz de disminuir la viabilidad, reducir entre el 55-60% de
la integridad de la membrana y aumentar el area nuclear de la linea celular T98G. Con-

clusién. La concentracién de 500 pg/mL disminuye la viabilidad de la linea celular T98G
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y es posible que el mecanismo de accién esté relacionado con la pérdida de integridad de
membrana a través de la interaccion que realizan los flavonoides presentes en esta especie

con los componentes de esta estructura celular.

Palabras clave: Bauhinia picta, efecto citotoxico, glioblastoma, T98G.

Abstract

Introduction. Glioblastoma multiforme is one of the most malignant tumor types of the
central nervous system, which makes the search for new, specific, and effective therapies
essential. Current treatments, such as surgical resection followed by radiotherapy and ad-
juvant chemotherapy with temozolomide, do not achieve the expected clinical outcomes;
therefore, natural product—based therapies have gained interest as potentially effective and
less toxic alternatives. In this study, we evaluated the cytotoxic effect of Bauhinia picta, a
species native to Colombia that is known for its use in circulatory disorders and for its an-
tidiabetic, anti-inflammatory, and antioxidant properties, although its anticancer activity
remains unknown. Objective. To evaluate the cytotoxic effect of B. picta on a glioblas-
toma cell line. Results. Our findings show that the concentration of 500 pg/mL reduces
the viability of the T98G cell line Our results show that a concentration of 500 pg/mI. of
this species is capable of decreasing viability, reducing membrane integrity by 55-60%, and
increasing the nuclear area of the T98G cell line. Conclusion. The concentration of 500
pg/mL decreases the viability of T98G cells, and the mechanism of action may be related
to the loss of membrane integrity through interactions between the flavonoids present in

this species and the components of the cell membrane.

Keywords: Bauhbinia picta, cytotoxic effect, glioblastoma, T98G.

Introduccion tasa de supervivencia de 15 meses después
del diagnéstico (1,5-8); tipicamente carac-

terizado por un incremento de angiogéne-
El Glioblastoma Multiforme (GBM) es uno

de los tipos mas malignos de tumores del
Sistema Nervioso Central (SNC) (1-4), es

poco frecuente, con una incidencia global

sis, invasion de tejidos normales del cere-
bro, necrosis, y con el peor prondstico (9).
En Colombia se registra un comportamien-
to epidemiolégico similar, con una inciden-

de 3,23 por cada 100,000 personas, con una cia anual ajustada por edad de 3,4 por cada
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100.000 hombres y 2,5 por cada 100.000

mujeres (4).

El tratamiento principal consiste en la re-
seccion quirurgica seguida de radioterapia
y quimioterapia adyuvante con temozolo-
mida, pero la eficacia de la quimioterapia
disminuye atin mas por la presencia de la
barrera hematoencefalica que limita la ad-

ministraciéon de quimioterapéuticos al cere-

bro (10-13).

Por lo tanto, es indispensable la busqueda
de terapias que sean especificas y efectivas;
en la dltima década, la terapia basada en
productos naturales ha ganado popularidad
como un tratamiento efectivo y potencial-
mente menos toxico (14,15). Se ha recono-
cido una amplia gama de compuestos natu-
rales por su naturaleza antioxidante y por su

potencial quimiopreventivo del cancer (10).

Por ejemplo, el género Bauhinia ha mos-
trado tener diversas propiedades, entre las
que se encuentra la propiedad antioxidante
y anticancerigena; atribuidas a compuestos

como flavonoides y fenoles (7,17-22).

La especie B. picta perteneciente a la fami-
lia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae
es una especie nativa de Colombia, Pana-
ma y Venezuela; que se utiliza para tratar
trastornos del sistema circulatorio (23,24),
ha mostrado tener propiedades antidiabéti-
cas (25), antiinflamatorias y antioxidantes

(26). Sin embargo, no ha sido evaluada la

propiedad anticancerigena de esta especie,
que se ha reportado en especies del mismo
género. Por lo tanto, el objetivo de esta in-
vestigacion, es evaluar el efecto citotéxico
de la especie Bauhinia picta sobre la linea
celular de GBM.

Materiales y métodos

Colecta de Bauhinia picta

Las muestras de la especie Bauhinia picta

se colectaron dentro de las instalaciones

de la Universidad del Tolima (Coordena-
das: 4°2540”N 75°12°46”W), en la ciudad
de Ibagué, a 1.181 msnm con el permiso de
colecta otorgado por la Autoridad Nacional
de Licencias Ambientales (ANLA) median-
te la resolucion 02252 del 14 de noviembre
del 2019. Un ejemplar fue depositado en el
Herbario Toli de la Universidad del Tolima

con el nimero de registro es 29301.

Preparacion de extractos etanodlicos
de Bauhinia picta

Las muestras foliares de Bauhinia picta se
secaron en una estufa industrial a 40°C.
Luego, se macer6 el material vegetal con
un mortero hasta obtener particulas finas,
las cuales se filtraron con un tamiz de poro
fino y se pesaron 200g de esta en una ba-
lanza analitica. El material se resuspendio
en una proporcion 1:10 de etanol (2 litros
de etanol) a una temperatura no superior

a los 40°C hasta el agotamiento (método
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percolacion). Después se concentraron las
muestras utilizando un rotavapor (Buchi®,
R-300). Para finalmente almacenar los ex-
tractos en botellas ambar, que se almace-

naron a 4°C hasta el momento del ensayo.

El rendimiento del extracto se determiné
con base al porcentaje de solidos extraidos
y se expres6 como porcentaje considerando
g del extracto/ g de la materia seca como se

muestra en la siguiente ecuacion:

Al momento de su uso, cada extracto se
disolvié en Dimetilsulfoxido (DMSO) vy
para alcanzar una concentracion <0,2% de
DMSO, la mezcla se diluy6 en agua desio-
nizada para su posterior adicién en el me-

dio de cultivo a concentraciones finales de

30 a 500 pg/ml.

Anadlisis fitoquimico cualitativo de la
hoja de B. picta

A los extractos etanodlicos obtenidos se
les evaluo la presencia o ausencia de fito-
constituyentes tales como esteroles (prueba
Lieberman-Burchard), triterpenos (prueba
Salkouwski), taninos (pruebas de gelatina
y cloruro férrico), saponinas (Rosenthaler
y espuma), fenoles (reactivo de Folin-Cio-
calteu), flavonoides (ensayo de Shinoda
y reacciéon con hidroxido sédico), alcaloi-
des (pruebas Dragendorff, Mayer, Tanred
y Valser), antocianinas (reactivo hidréxi-

do sodico 2N), antraquinonas (reactivo de

Borntrager), carbohidratos totales, (reac-
tivo de Molisch) y carbohidratos reducto-
res (reactivo de Benedict), con referencia a
la técnica descrita por Pharmacognosie &
Phytochimie (27).

Condiciones del cultivo y linea celular

Se utilizaron células T98G (ATCC® CRL-
1690) y se siguieron los protocolos de bio-
seguridad del Laboratorio de Biotecnolo-
gia Aplicada de la Universidad del Tolima
(PNT 021- Metodologia de descongela-
miento celular, PNT 10 -Establecimiento
de cultivo celular). Las células se descon-
gelaron en bafo de agua a 37 ° C. Inme-
diatamente, se agregaron las células en un
tubo Falcon con Medio Eagle modificado
de Dulbecco bajo en glucosa (DMEM) con
rojo fenol (Sigma-Aldrich®), suplementa-
do con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB)
(Gibco®) y 1% de penicilina-estreptomici-
na (P / E) (Biowest). Las células se cen-
trifugaron a 1400 rpm durante 5 minutos,
se suspendieron en medio y se sembraron
(Caja de 75 cm?2 - NEST®) a una densi-
dad celular de 5,0 x 10°. Las condiciones de
cultivo fueron las siguientes: la incubadora
humidificada (Binder C150) se ajusté a 37 °©
Cy 5% de CO,. Una vez que se alcanz6 80-
100% de confluencia en la caja, las células
se separaron usando Trypsin-EDTA 0,05%
(Gibco®) y se re-sembraron en la densidad
deseada dependiendo del experimento en el

que se iban a utilizar.
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Para los ensayos experimentales, las células
se sembraron en placas de 96 pozos, a una
densidad celular de 2x10° para el ensayo de
viabilidad celular y 1 x 10° para la tincién
con DAPI y con Naranja de acridina (NA)/
Yoduro de propidio (IP). Después de 24
horas se reemplazé el medio y las células
se usaron en enfoques experimentales una
vez que la confluencia alcanzé el 80% en

el pozo.

Ensayo de viabilidad celular

Las concentraciones utilizadas fueron 30,
60, 125, 250 y 500 pg / mL del extracto
de B. picta. Las células fueron expuestas a
efectos de los extractos de esta especie du-
rante 6, 12y 24 h, incluido el grupo de con-
trol (células sin extracto). Pasado el tiempo
de cada ensayo, se retiraron los medios de
cultivo, se lavaron las células y se afiadio
MTT ((bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2,5-difeniltetrazolio) (Calbiochem®)
disuelto en medio de cultivo a una concen-
tracién de trabajo de 0,05 mg/mL, en cada

pozo, y se incubaron durante 4 h.

Posteriormente, se retir6 el medio y se
afadieron 80 ul de DMSO al 99,9% para
disolver los cristales de formazan. La ab-
sorbancia se determiné en un lector de mi-
croplacas (Multiskan Go, Thermo-Fisher
Scientific) a longitud de onda de 570 nm.
Para todas las mediciones, se resta el valor

en blanco (solo DMSO).

Calculo del IC,,

El valor de IC, se determind a partir de los
datos de viabilidad obtenidos en el ensayo
MTT. Las curvas dosis—respuesta se ajusta-
ron mediante un modelo sigmoidal de cua-
tro parametros (4PL). El analisis se reali-
z6 en RStudio y se emplearon los paquetes
(drc, tidyverse, ggplot2 y readxl), norma-
lizando los datos con respecto al control.
Se reporto el IC, junto con su intervalo
de confianza al 95%.Para cada tiempo de
exposicion (6, 12 y 24 horas), se generaron
curvas dosis—respuestas individuales me-
diante el modelo ajustado. Ademas, se in-
corporaron lineas verticales que sefialan los

valores estimados de I1C IC20 e IC50'

10
Determinacion de proceso
de muerte celular

Integridad de la membrana

La evaluacién de andlisis de membrana se
realizé a las 12 y 24 horas. La tincion se
inicié con NA durante 5 min, posterior-
mente se lavé con PBS 1X y se coloco 1P
(1:1000) por 20 minutos el cual se encontra-
ba en medio RPMI (Sigma-Aldrich®). Des-
pués se lavé el IP y se dejaron las células en
medio RPMI mientras se hacfa el registro
fotografico en el FLoid® (InvitrogenTM).
El conteo celular se realizé con el software
Image], version 1.37c, a partir de las image-
nes obtenidas del ensayo de viabilidad celu-

lar. En cada campo se distinguieron células
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viables con membrana plasmatica integra,
que presentaron fluorescencia verde (NA"/
IP), de células con pérdida de integridad
de membrana, que mostraron fluorescencia
roja (NA/IP*). Los resultados se expresa-
ron como el porcentaje de células teniidas
viables (NA"/IP) y de células con pérdida
de integridad de membrana (NA/IP") res-
pecto del total de células contadas en cada

imagen.
Intensidad de fluorescencia y area nuclear

La tincién nuclear con DAPI se realizo a
12, 24 y 48 horas. Este altimo tiempo de
exposicion (48 h) fue incluido debido a
que, en los ensayos preliminares de viabi-
lidad (MTT) y de integridad de membrana
(NA/IP), los tiempos tempranos no evi-
denciaron cambios marcados en la muerte
celular. Por ello, se extendi6 la evaluacion
hasta 48 h con el fin de determinar si la ex-
posiciéon prolongada al extracto generaba
alteraciones nucleares detectables mediante

este marcador.

Para cada tiempo de exposicion se retiraron
los tratamientos y las células se fijaron con
metanol por 5 minutos. Luego, se realizé
un lavado con PBS 1X y se agregé DAPI
1:1000. (Life technologies D1306) durante
3 minutos, para finalmente realizar 2 lava-

dos con PBS 1X.

LLos resultados fueron revisados en el mi-

croscopio de fluorescencia FLoid® (Invi-

trogenTM), donde se tomaron las fotogra-
fias a 20X, las cuales se analizaron para
evaluar el area y la intensidad de fluores-
cencia nuclear mediante el software FIJI.
Para calcular el area, se midié una escala
conocida y se calibro el software. Posterior-
mente, se ajusté el umbral de las imagenes
para analizar particulas utilizando el algo-
ritmo para generar los datos (rango de ta-

mafo de particula 0,8-8 um).
Analisis estadistico

Para todos los ensayos se realizaron tres ré-
plicas bioldgicas y tres réplicas técnicas por
grupo. La normalidad de los datos se deter-
miné mediante la prueba de Shapiro-Wilks;
dado que los datos no siguieron una distri-
bucién normal y no se aplicaron transfor-
maciones, se utiliz6 la prueba no paramé-
trica de Kruskal-Wallis, y como post-hoc
se aplico el test de Dunnett para las compa-

raciones multiples frente al grupo control.

En el ensayo de viabilidad (MTT), los
valores de absorbancia se normalizaron
respecto al control y se expresaron como
porcentaje de viabilidad. En los ensayos
de integridad de membrana (NA/IP), los
datos se expresaron como el porcentaje
de células viables (NA*/IP) y el potrcen-
taje de células con pérdida de integridad
de membrana (NA/IP"). Las imagenes
se procesaron mediante segmentacion

y umbralizacién estandarizada en FIJI/

Image], aplicando filtros de tamafio y
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morfologia para asegurar la correcta dis-
criminacién entre ambos fluorocromos;
los valores obtenidos por imagen se pro-
mediaron a nivel de pozo antes de reali-

zar el analisis estadistico.

Para el analisis nuclear mediante DAPI,
tanto el area nuclear como la intensidad
media de fluorescencia se reportaron en
unidades arbitrarias (UA) obtenidas tras la
calibracion de escala y el andlisis de parti-
culas en FIJI.

Asimismo, se evalué la relacion entre la
concentracion del extracto y el efecto bio-
l6gico mediante coeficientes de correlacion
de Pearson y Spearman. El valor de IC,  se
calcul6 mediante regresiéon no lineal ajus-

tando un modelo sigmoidal de cuatro pa-

rametros (4PL), obteniéndose los intervalos
de confianza al 95% cuando el modelo pez-
mitié convergencia. Finalmente, se realizé
un analisis de potencia estadistica post hoc
para estimar la sensibilidad del disefio ex-
perimental para detectar diferencias entre
grupos. Todos los analisis se realizaron en
GraphPad Prism 8.0.1 considerando dife-

rencias significativas con p < 0,05.

Resultados

Metabolitos secundarios presentes en
la hoja de B.picta.

Los resultados del analisis fitoquimico cua-
litativo de la especie B. picta se muestran en
la Tabla 1.

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes o ausentes en la hoja de B. picta +++:
Contenido relativo alto. ++: Contenido relativo medio. +Contenido relativo bajo. -Ausencia del metabolito.

Metabolito | Prueba | Presencia
Carbohidratos Antrona, Molisch -
Polifenoles Folin-Ciocalteu +++
Flavonoides Shinoda, Zn/HCI +

Taninos Cloruro férrico +
Terpenos Salkowski, Lieberman +
Drgendort o |
Saponinas Espuma, Rosenthaler -

Rendimiento de B.picta

22 g extracto
%R = - x100
200g materia seca

%R = 11% p/pc

El rendimiento de B.picta corresponde a 11%.

Evaluacion de la viabilidad celular

De las concentraciones analizadas se obset-
vO una correlacién directa entre la viabili-
dad y la concentracion del extracto de la es-

pecie Baubinia picta. Pot lo tanto, para las

17



NOVA. 2026; 24 (47)

concentraciones de 30 pg/mL (104 £ 2,1 a
las 6 h; 97,3 £ 1,9 alas 12 h; y 103,5 £ 0,9 a
las 24 h) y 60 pg/mL (100,1 £ 1,5 alas 6 h;
93,7 £ 1,3 alas 12 h; y 106,8 £ 1,2 a las 24
h) no mostraron un efecto significativo so-
bre la viabilidad respecto al grupo control
(Figura 1). A diferencia de las anteriores,
la concentracién 125 pg/mL (974 £ 1,7 a
las 6 h; 93,4 £ 1,5alas 12 h; y 97,8 + 1,8
a las 24 h) present6 diferencia significati-
va respecto al grupo control a las 12 horas

(p=0,0465), la concentraciéon 250 pg/mL

6 Horas

* kK

Viabilidad (%) + EEM

12 Horas

(96,2 £ 1,9 alas 6 h; 87,9 = 1,5 a las 12 h;
y 106,2 £ 3,9 a las 24 h) mostré diferencia
significativa a las 12 horas (p<0,0001).

Mientras tanto, la concentracién de 500
pg/mL mostré una reduccién significativa
de la viabilidad en los tres tiempos evalua-
dos (77,4 + 4,0 alas 6 h; 49,1 + 2,8 alas 12
h; y 61,3 £ 2,2 a las 24 h) mostré diferen-
cia significativa respecto al grupo control
(p<0,0001) (Figura 1).

24 Horas Concentracion

Control
30ug
60ug
125ug
250ug
500ug

Figura 1. Efecto citotdxico del extracto de Bauhinia picta sobre la viabilidad de células T98G a las 6, 12y 24 h, evaluado me-
diante el ensayo MTT. Cada barra representa el porcentaje de viabilidad celular para cada concentracién evaluada (30, 60, 125,
250y 500 pg/ml), incluyendo el control. Los datos se presentan como media £ EEM. Las diferencias significativas respecto al
control se indican con asteriscos en la grafica: *p < 0,05; ****p < 0,0001.

Determinacion del IC I del extracto de
Bauhinia picta

El analisis dosis—respuesta no mostré el
comportamiento sigmoidal esperado, ya
que unicamente la concentracién mas alta
(500 pg/mL) redujo de forma evidente la
viabilidad celular (Figura 2). Las concen-
traciones inferiores (30-250 pg/mL) no

generaron un descenso progresivo que per-

mitiera ajustar un modelo 4PL de manera
adecuada. En consecuencia, la regresiéon no
lineal no alcanzé convergencia estadistica
valida y no fue posible obtener un IC_ ro-
busto dentro del rango evaluado, por lo que
el valor real del IC,  se ubica por encima de
la concentracién maxima probada (IC, >
500 pg/mL), este mismo comportamiento
impidi6 la estimaciéon de parametros esta-

disticamente validos. Por esta razén, no se
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reporta un valor p, y los valores de IC_ pre-
sentados deben interpretarse como estima-

ciones descriptivas.

No obstante, dado que a las 12 h la con-

centracion de 500 pg/mL produjo valores

Dosis-respuesta - 6 horas

Dosis-respuesta - 12 horas

de viabilidad cercanos al 50%, se estimé

un IC50 con fines unicamente descriptivos

(Tabla 2).

Dosis-respuesta - 24 horas
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Figura 2. Curvas dosis—respuesta para las células tratadas durante 6, 12 y 24 horas. Los puntos representan los valores experi-

mentales de viabilidad celular, mientras que las lineas muestran el ajuste mediante un modelo log-logistico de cuatro pardmetros.

Las lineas verticales indican los valores de IC , IC, e IC_ estimados para cada tiempo.

IC, (bg/mL) | IC, (vg/mL) | IC,, (ug/mL)— Estimado
6h 645.7615 928.8873 1729.335

12h 517.8652 723.8871 1283.2943

24h 561.9840 600.9906 674.0457

Tabla 2. Valores de IC

10°

IC, elC, estimados mediante ajuste log-logfstico para cada tiempo de tratamiento.

Determinacion de proceso de
muerte celular

Integridad de la membrana

Se evalué la integridad de la membrana me-
diante el ensayo de NA/IP a las 12 y 24 h
para determinar el efecto de los extractos

de B. picta sobre este componente celular.

Las concentraciones bajas e intermedias
(30, 60 y 125 pg/ml) no generaron alte-
raciones apreciables en la integridad de la
membrana en ninguno de los tiempos eva-
luados, lo que sugiere un efecto limitado o
nulo en este rango de dosis. Se observo una
disminucion en la integridad de la membra-
na de 30,2% con la concentracién de 250

pg/mL y de 55,6 % con la concentracion

19
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de 500 pg/mL alas 12 h (Figura 3). Valores  de 29,8% con la concentracion de 250 pg/
similares se observaron a las 24 h, con una  mL y de 60,5% con la concentracién de 500

disminucién en la integridad de membrana  pg/mL (Figura 3).

A.

12 HORAS 24 HORAS

1 NA
m P

% Células

Tratamiento

CONTROL 250 ug 500 ug

12 HORAS

24 HORAS

Figura 3. Efecto del extracto de B. picta sobte la integridad de membrana en células T98G. A. Porcentaje de células NA+/
IP— y NA—/IP+ tras los tratamientos con el extracto a 250 y 500 ug/ml. durante 12 y 24 h. Los datos se presentan como el
porcentaje de células tefiidas con NA/IP. B. Imagenes representativas del grupo control y de las células tratadas
con 250 y 500 pg/mlL del extracto, teflidas con NA/IP alas 12 y 24 h. Las micrografias fueron adquiridas a
una magnificacion de 20X; barra de escala = 10 um.
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Area nuclear

Para validar la posible muerte celular en el
modelo planteado, se evalud el area nuclear
en la célula sometida a tratamiento con los
extractos de B. picta. Se mostré un aumento
significativo del area nuclear entre la con-
centracion de 500 pg/mL respecto al grupo
control a las 12 h (p<0,001) y a las 24 h
(p<0,0001). EI area nuclear promedio para

CONTROL

24 HORAS 12 HORAS

48 HORAS

Figura 4. Tincion con DAPI (azul) de células T98G pertenecientes al grupo control y tratadas con el extracto de B. picta a 250 y

250 pg

el control fue de 2,18 = 0,05 um? y para las
células tratadas con 500 pg/mL de B.picta
fue de 2,60 = 0,05 um? a las 12 h. Los mis-
mos resultados se validaron para las células
control (2,25 + 0,08 um?) y para las células
tratadas con la concentracion de 500 pg/

mL (2,84 + 0,09 um?) a las 24 h (Figura 4).

500 pg

500 pg/mL durante 12, 24 y 48 h. Las micrografias fueron obtenidas con una magnificacion de 20X; batra de escala = 10 pm.
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Fluorescencia media de los niicleos

No observamos un aumento significativo
en la fluorescencia media en los nuacleos
de las células tratadas con el extracto de
la especie B.picta (77,41 £ 1,84, 77.84 *
1,29) para el tratamiento de 250 pg/mL,

(79,57 £ 1,01; 81,05 £ 0,75) ni para el tra-
tamiento de 500 pg/mL contra el control
(73,95 £ 2,10; 79,78 £ 1,10) alas 12y 24 h

respectivamente ( Figura 5).

Intensidad de Fluorescencia Media

100

80

60—

40-

IFM £ SEM

20

0-
12

Hora

mm Control
= 250ug
=3 500ug

24

Figura 5. Intensidad de fluorescencia media (IFM) de la tincion DAPI en células T98G tratadas con el extracto de B. picta a 250
y 500 pg/mL durante 12 y 24 h, comparadas con el control. Los datos se presentan como media £ SEM.

Discusion

El cancer es un trastorno complejo carac-
terizado por una proliferacién celular des-
controlada y que representa un desafio glo-
bal para la salud publica (28,29). EI GBM,
es la forma mas agresiva de tumor cerebral
en adultos, impone una carga social y mé-
dica significativa debido a su naturaleza in-
curable y sus complicaciones neurologicas.
A pesar de las investigaciones en curso, no
se han logrado mejoras en la supervivencia

(8,30,31).

Los tratamientos modernos, aunque efica-
ces, conllevan problemas como resistencia
a multiples farmacos, efectos secundarios
y costes elevados. Por tanto, existe una
necesidad urgente de intervenciones mas
eficaces y menos toxicas, incrementando
significativamente la demanda de produc-
tos naturales como medio para la preven-
ciéon de este tipo de enfermedades debi-
do a la presencia de valiosos compuestos

bioactivos (32). La terapia natural se ha
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propuesto como una alternativa a las te-
rapias convencionales (33-306), dentro de
las plantas utilizadas, se ha reportado el
efecto citotoxico y anticancerigeno en el
género Bauhinia (37-40).

Lo que coincide con nuestros resultados,
en los que la especie nativa de Colombia,
B. picta tiene un efecto citotéxico sobre la
linea celular T98G. La concentracién de
500 pg/mL de B. picta evaluada, mostrd
los mejores resultados teniendo en cuenta
que desde las 6 h, el extracto causé una
pérdida en la viabilidad significativa de
las células T98G en comparacién al gru-
po control. Esta misma concentracion,
evaluada en la especie Bauhinia tomento-
sa indicé tener actividad anticancerigena
sobre la linea celular de cancer de higa-
do HePG2 (41). De igual manera la con-
centraciéon 500 pg/mL de Bauhinia paule-
tia Pers mostro tener actividad citotdxica
sobre la linea celular de cancer de mama
MCF7 (42), igualmente los extractos me-
tanolicos de Bauhinia variegata y Bauhinia
racemosa evidenciaron actividad citotoxica
sobre las lineas HEL A (cancer cervical) y
KB (Cancer oral) (43).

En cuanto al rendimiento de B. picta en
esta investigacién corresponde a un 11%
p/p, un potcentaje superior al 6,39% p/p
reportado para el extracto metanodlico (44)
y al 4,47% p/p reportado para el extracto
etanolico (45) de B. variegata.

Por otro lado, la prueba de NA/IP mosttd
que alrededor del 60% de las células tra-
tadas con el extracto de 500 pg/mL de B.
picta tenfan una disminucién en la integri-
dad de la membrana en comparacién con
las células que no fueron tratadas con esta
especie. Esto indica que el mecanismo de
accion probable de B. picta esta afectando

la membrana celular.

El género Bauhinia se caracteriza por la
presencia de fenoles y flavonoides (42,40).
Estos dltimos forman interacciones con las
membranas que incluyen: interacciones fla-
vonoide-lipido y flavonoide-proteina, que
pueden alterar las propiedades de la mem-
brana, como la estructura, las caracteristi-
cas fisicas, propiedades eléctricas y fluidez,
y / o enzimas moduladas, transduccion de
seflales y cambio de interaccién de ligan-
dos con receptor (47,48). Los flavonoides a
concentraciones muy bajas pueden alterar
las funciones de la membrana y las protei-
nas (49,50). Por lo tanto, es posible que el
mecanismo de accién del extracto de esta
especie sea mediante la interaccion de los
flavonoides con los componentes de la

membrana entre ellos los lipidos.

Se ha demostrado que los flavonoides po-
seen numerosas funciones biolégicas, como
la antioxidacion, la prevencion de la angio-
génesis, la accion antiinflamatoria, la inhi-
bicién de la proliferacion de células cance-

rosas, la proteccion de las células nerviosas,
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pueden inducir la apoptosis y la autofagia
en las células de GBM (10). Por esa razén,
los flavonoides han sido probados en dife-
rentes modelos iz vitro de GBM, disminu-
yendo la proliferacién, activando vias de
sefalizacién y redireccionando la actividad
celular a vias alternas que evoquen apopto-

sis y reparacion celular (51).

Por otra parte, se evalu6 el efecto del com-
puesto gluococinina, aislado del extracto
metanolico de hojas Bauhinia variegata,
observando en este un potencial anticance-
rigeno dado a las interacciones biologicas
que ocurren entre flavonoides, compuestos
fendlicos o polifenoles de esta especie, con
enzimas, que inhiben el crecimiento de las

células cancerigenas (22).

Ademas, se ha informado que ciertos flavo-
noides interfieren con la capacidad de au-
torrenovacion e invasividad de las células
madre de GBM al regular negativamente la
via de sefializacién de c-Met (19). Sin em-
bargo, estas propiedades anticancerigenas,
estan asociadas al tipo de cancer, linea ce-
lular, cantidad de flavonoides y duracién a
la exposicién, pero al controlar los niveles
de ROS, los flavonoides son capaces de di-
ficultar el inicio, la promocién y la progre-

sion del cancer (52).

En este estudio, se observé un incremento
significativo en el area nuclear de las célu-
las tratadas con el extracto de 500 pg/mL
de B. picta alas 12 y 24 h. Este aumento en

el tamafio del nucleo es una caracteristica
morfoldgica tipica durante la muerte celu-
lar necrética (53,54). Este hallazgo difiere
con mecanismos apoptoéticos clasicos, en
los que generalmente se observa una reduc-
cién del area nuclear acompafiada de con-

densacion de la cromatina.

Es importante mencionar que los efectos
apoptoticos han sido relacionados con la
disminucién de los parametros de morfo-
logia nuclear (area, perimetro) y con niveles
elevados en la intensidad de fluorescencia
(55), lo que indica condensaciéon nuclear.
Sin embargo, en este estudio no se reve-
laron caracteristicas, que indiquen muerte
celular por apoptosis. Esta aparente con-
tradiccion podria explicarse si se considera
que se utilizaron extractos crudos, este tipo
de extracto contiene diversos metabolitos
capaces de activar diferentes vias de muerte
celular. Razén por la cual se sugiere eva-
luar otros parametros que determinen el
mecanismo biolégico que esté generando la
disminucion de la viabilidad de las células
de GBM, para asi contribuir al uso promi-
sorio de B. picta en el tratamiento quimio-
terapéutico y quimiopreventivo del cancer,
tal como se ha demostrado en otros me-
dicamentos clinicamente utiles, derivados
de plantas como lo son la vincristina y el

paclitaxel (43).

Asimismo, no se observo incremento en la
intensidad de fluorescencia DAPI, marca-

dor asociado a la condensacion del ADN
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en etapas tardias de apoptosis; la ausencia
de este comportamiento en nuestras prue-
bas indica que el extracto no desencadend
un proceso apoptotico tipico (56,57). Por
lo tanto, es posible considerar que las célu-
las podrian estar siguiendo un mecanismo
de muerte no programada que no involu-
cra condensacién nuclear; o que los cam-
bios apoptéticos podrian manifestarse en
tiempos superiores a los evaluados; o que
los metabolitos fendlicos presentes en el
extracto podrian interferir con la unién
del DAPI al ADN, atenuando la sefial de
fluorescencia; o que el extracto podria estar
ejerciendo efectos citostaticos sin compro-
meter la integridad nuclear. Ademas, no se
descarta que algunos compuestos del ex-
tracto actiuen como agentes antioxidantes
o produzcan fenémenos de quenching que
disminuyan la intensidad observable del
fluoréforo. Por todo esto, la interpretacion
de estos hallazgos debe integrarse con otros
marcadores de viabilidad y muerte celular,
ya que apuntan a un proceso de muerte pre-
dominantemente necrético o no apoptotico
en las células T98G.

Finalmente, es importante sefalar que este
estudio presenta ciertas limitaciones. En
primer lugar, no se emplearon métodos mo-
leculares que discriminen entre apoptosis y
necrosis (caspasas, PARP, Bcl-2, Bax) (56).
Ademas, la ausencia de un analisis quimico
detallado del extracto de B. picta mediante
HPLC-MS limita la comprension de las po-

sibles interacciones entre estos compuestos,

las membranas lipidicas y otras estructu-
ras celulares. Tampoco se evaluaron otros
rasgos morfolégicos asociados a apoptosis
o necrosis, como fragmentacién nuclear,
formacion de blebs o alteraciones del cito-
esqueleto. Por lo cual, se recomienda para
futuros estudios integrar abordajes molecu-
lares, bioquimicos y estructurales que per-
mitan esclarecer con precision el mecanis-

mo de muerte celular inducido por B. picta.

Conclusion

El extracto de la especie B. picta demostrd
actividad citotoxica en células T98G. Ade-
mas, nuestros resultados evidencian que la
concentracion de 500 pug/mlL es capaz de
disminuir la viabilidad de las células T98G,
y que su mecanismo de accién, posiblemen-
te sea afectando la integridad de la mem-
brana celular mediante interacciones entre
compuestos de esta especie como los fla-
vonoides y componentes de la membrana
como los lipidos. Es necesario realizar es-
tudios adicionales para dilucidar completa-
mente el mecanismo de muerte celular para
determinar el uso promisorio de la especie
nativa de Colombia B. picta como alternati-

va terapéutica para el tratamiento de GBM.
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