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RESUMEN 

 

Las células leucémicas tienen un comportamiento metabólico complejo que se relaciona 

con su potencial de proliferación, supervivencia, y resistencia tumoral; es así que 

compuestos como el óxido nítrico se han asociado con la modulación de la apoptosis, 

regulación de la respuesta inmune, resistencia a la terapia, diferenciación y proliferación 

celular en células tumorales. En el Grupo de Inmunobiología y Biología Celular (GIBC) de 

la Pontificia Universidad Javeriana se ha estudiado durante los últimos años la actividad de 

dos extractos de plantas comúnmente utilizadas en la medicina tradicional, provenientes de 

(Caesalpinia spinosa) y (Petiveria alliacea), los cuales han evidenciado tener efectos sobre 

el metabolismo de células tumorales. En este trabajo se evaluó el efecto de los extractos 

de Caesalpinia spinosa (P2Et) y Petiveria alliacea (Supercrítico, SC) solos y en combinación 

con quimioterapéuticos convencionales sobre la producción de óxido nítrico, proliferación y 

viabilidad en las líneas celulares leucémicas K562 (origen mieloide) y Reh (origen linfoide). 

Se demostró que el extracto SC induce un aumento sobre los niveles de óxido nítrico 

asociado con una importante disminución en la proliferación celular en la línea celular K562, 

mientras que los niveles de óxido nítrico y proliferación celular no se ven modulados por 

ningún tratamiento en la línea celular Reh. Este estudio demuestra que el efecto del extracto 

SC en la modulación de los niveles de óxido nítrico en línea K562, y su relación con la 

disminución de la proliferación celular podría ser un fenómeno metabólico importante en 

leucemias mieloides tratadas con este extracto.  

Palabras clave: Óxido nítrico, leucemia mieloide aguda, leucemia linfoide aguda, 

proliferación celular, viabilidad celular. 
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INTRODUCCIÓN 

Las leucemias agudas (LA) son tumores de origen hematopoyético, originados en la médula 

ósea a partir de la transformación maligna y proliferación de una única célula madre 

hematopoyética que puede estar comprometida o no hacia linaje mieloide o linfoide, debido 

principalmente a una serie de eventos mutacionales que ocurren durante el proceso de la 

hematopoyesis. Como consecuencia de la transformación maligna, se generan clonas y 

subclonas de células tumorales portadoras de alteraciones genéticas y moleculares, que 

confieren a las células malignas ventajas de crecimiento, proliferación y expansión, 

sustituyendo la hematopoyesis normal. 

En Colombia, aunque las leucemias no son el tipo de cáncer más representativo, es uno de 

los tipos de cáncer con mayores tasas de resistencia al tratamiento, recaída de los 

pacientes y fallo al tratamiento de inducción, para quienes las opciones terapéuticas 

curativas son limitadas. Como resultado de esto, se han utilizado combinaciones de 

distintos tratamientos con diferentes blancos terapéuticos; sin embargo, todavía se observa 

refractariedad/resistencia a la terapia, fracaso en la fase de inducción y bajas tasas de 

supervivencia.  

En el Grupo de Inmunobiología y Biología Celular (GIBC) de la Pontificia Universidad 

Javeriana se ha estudiado durante los últimos años la actividad anti-tumoral in vitro e in vivo 

de dos extractos de plantas comúnmente utilizadas en la medicina tradicional, provenientes 

de (Caesalpinia spinosa) de la  cual se obtuvo el extracto P2Et y (Petiveria alliacea) de la 

cual se logró obtener el extracto supercrítico (SC), los cuales han evidenciado tener efectos 

antitumorales, antiproliferativos, antioxidantes en diferentes modelos tumorales. Dentro de 

la biología de las células leucémicas se ha descrito en los últimos años el papel dual que 

puede desempeñar el óxido nítrico, ya sea pro-tumoral o anti-tumoral, dependiendo 

principalmente de la concentración, su célula de origen, el estadio del tumor y el 

microambiente tumoral, aunque en términos generales puede regular la diferenciación 

celular, la proliferación celular, la respuesta inmune antitumoral y la inducción de muerte 

celular. 

En el presente trabajo experimental se evaluó el efecto de los extractos SC, P2Et, los 

quimioterapéuticos Idarrubicina, Citarabina, Doxorrubicina, Vincristina y Metotrexato y las 

combinaciones de los extractos con los quimioterapéuticos sobre los niveles de óxido 

nítrico, la proliferación y la viabilidad celular en la línea celular leucémica mieloide K562 y 
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en la línea celular leucémica linfoide Reh. Se encontró que el extracto SC induce un 

aumento sobre los niveles de óxido nítrico asociado a una importante disminución en la 

proliferación celular en la línea celular K562, mientras que los niveles de óxido nítrico no se 

ven modulados por ningún tratamiento en la línea celular Reh, aunque ambos extractos y 

los quimioterapéuticos disminuyeron de manera muy importante la proliferación celular. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN  
 

El cáncer es una de las principales causas de mortalidad en las Américas y en el mundo, 

por lo que se considera un importante problema de salud pública. Se estima que para el 

año 2020 se produjeron 19,3 millones de casos nuevos y aproximadamente 10,1 millones 

de fallecimientos a nivel mundial (1). En Colombia, aunque las leucemias no son el tipo de 

cáncer más frecuente en población adulta, entre el 2 de enero de 2019 y el 1 de enero de 

2020 se reportaron 2.547 casos de leucemia aguda y 413 fallecimientos asociados a esta 

enfermedad (2).  

La resistencia al tratamiento quimioterapéutico sigue siendo la principal causa de 

progresión y muerte en los pacientes. Si bien entre un 60 y 80 % de los pacientes con 

leucemia aguda logran una remisión completa (3), la mayoría presentan recaídas y 

aproximadamente entre el 30 y el 50 % de los pacientes en Colombia no responden al 

tratamiento de inducción (4, 5), para los cuales las opciones terapéuticas curativas son 

limitadas. Como resultado de esto, se han utilizado combinaciones de distintos tratamientos 

con diferentes blancos terapéuticos; sin embargo, todavía se observa 

refractariedad/resistencia a la terapia, fracaso en la fase de inducción y bajas tasas de 

supervivencia. Además, el panorama para los pacientes pediátricos y adultos mayores en 

Colombia es mucho más desalentador,  en los cuales las tasas de supervivencia a cinco 

años pueden llegar tan solo a un 53,5 % en pacientes pediátricos con leucemia mieloide 

aguda (6) y 68,3 % en pacientes pediátricos con leucemia linfoide aguda (7), y en el caso 

de los adultos mayores la tasa de supervivencia a un año llega tan solo a un 22,8 % (8), 

debido a que las terapias con fines curativos son usualmente aplicadas a pacientes con 

buen estado general y menores de 60 años (9).  

Una de las causas de la resistencia de los tumores a la terapia actual es la reprogramación 

metabólica, la cual consiste en rutas y vías metabólicas convencionales cuya actividad se 

encuentra aumentada, disminuida o suprimida en células tumorales en comparación con 

tejidos benignos como consecuencia de mutaciones tumorigénicas y/u otros factores (10). 

Las actividades metabólicas reprogramadas que apoyan la supervivencia de las células 

tumorales en condiciones de estrés se relacionan con rutas bioenergéticas alteradas, 

biosíntesis mejorada y el fortalecimiento de los sistemas de equilibrio redox. Estas 

alteraciones metabólicas pueden derivar en un incremento en la producción de óxido nítrico, 

el cual en concentraciones elevadas puede presentar actividad pro-tumoral mediante la 
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formación de especies reactivas de nitrógeno que participan en la nitrosilación de proteínas 

que produzcan estrés nitrosativo y genotóxico que puedan favorecer procesos de 

mutagénesis, evasión y supresión de la respuesta inmune, evasión de la apoptosis 

mediante regulación positiva de genes anti-apoptóticos, activación de factores de 

transcripción que inducen transición de las células hacia un fenotipo maligno, entre otros 

(11).  

Con este trabajo se busca aportar evidencia acerca del efecto de los extractos de Petiveria 

alliacea (SC) y Caesalpinia spinosa (P2Et) sobre la modulación de los niveles de óxido 

nítrico en líneas celulares leucémicas K562 y Reh (12), dado que resultados preliminares 

del Grupo de Inmunobiología y Biología Celular de la Pontificia Universidad Javeriana 

(GIBC) (datos no publicados), indican que estos extractos podrían modular los niveles de 

óxido nítrico en células leucémicas. El óxido nítrico, en concentraciones elevadas puede 

presentar actividad pro-tumoral (11) y se ha asociado con resistencia al tratamiento con 

quimioterapéuticos y por consiguiente con falla terapéutica. Dentro de los mecanismos 

descritos en la resistencia a quimioterapéuticos en células tumorales, se encuentra la 

modulación de la expresión de integrinas que regulan positivamente la actividad de la 

proteína quinasa B (AKT) y que además pueden incrementar la proliferación y migración 

tumoral (13, 14), por lo tanto,  si los extractos modulan los niveles de óxido nítrico en células 

leucémicas estos podrían representar una alternativa al tratamiento convencional al 

emplearlos como coadyuvantes terapéuticos. 
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MARCO TEÓRICO 

Leucemias Agudas 

Las leucemias agudas (LA) son tumores de origen hematopoyético, originados en la médula 

ósea a partir de la transformación maligna y proliferación de una única célula madre 

hematopoyética que puede estar comprometida o no hacia linaje mieloide o linfoide, debido 

principalmente a una serie de eventos mutacionales que ocurren durante el proceso de la 

hematopoyesis. Como consecuencia de la transformación maligna, se generan clonas y 

subclonas de células tumorales portadoras de alteraciones genéticas y moleculares, que 

confieren a las células malignas ventajas de crecimiento, proliferación y expansión, 

sustituyendo la hematopoyesis normal (15).  

El proceso de leucemogénesis requiere la susceptibilidad de células progenitoras 

hematopoyéticas hacia agentes inductores, como por ejemplo mutaciones, infecciones, 

compuestos químicos, entre otros (16). Sin embargo y a pesar de que se han identificado 

múltiples factores de riesgo que pueden favorecer el desarrollo de LA, la presencia de estos 

no implica que necesariamente se desarrollará la enfermedad y en la mayoría de los casos 

no es posible identificar su causa o su asociación con algún factor de riesgo (16). Algunos 

de los factores de riesgo identificados se enlistan a continuación (16, 17):  

Tabla 1. Factores de riesgo para el desarrollo de Leucemia Aguda 
Edad temprana (<5 años) o edad avanzada (60< años) 

Género masculino 

Estrés mutagénico o genotóxico 

Exposición a radiación Ionizante 

Exposición a compuestos químicos: Benceno, Insecticidas, Hidrocarburos 

Fumadores, especialmente después de los 60 años 

Antecedentes de enfermedades hematológicas 

Presencia de enfermedades raras y congénitas: Anemia de Fanconi, 

Síndrome mielodisplásico hereditario, Síndrome de Down, entre otras. 

Las alteraciones genéticas son de los principales factores de riesgo y pronóstico en el 

desarrollo y progresión de las LA. Las anomalías genéticas adquiridas o somáticas están 

presentes en el 50-80% de los casos de LA, donde las alteraciones con mayor prevalencia 
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son la deleción de los cromosomas 5, 7, Y y 9, además de traslocaciones como 

t(8;21)(q22;q22),t(15;17)(q22;q11), trisomías en los cromosomas 8 y 21 y otras anomalías 

en los cromosomas 16, 9 y 11 (16). Algunas alteraciones genéticas se asocian a otras 

enfermedades genéticas: Por ejemplo, los pacientes diagnosticados con síndrome de 

Down, caracterizado por la presencia de trisomía en el cromosoma 21, poseen un riesgo 

hasta 500 veces mayor de desarrollar LA comparado con pacientes que no son portadores 

de la trisomía (18). Otras enfermedades genéticas asociadas al desarrollo de LA son 

síndrome de Klinefelter, anemia de Fanconi y neurofibromatosis (16). 

Adicionalmente, se ha descrito el papel que pueden tener algunos virus, en particular los 

virus de tipo retrovirus RNA en el desarrollo y/o progresión de las LA. Por ejemplo, la 

leucemia de células T es causada por el virus de la leucemia de células T humanas tipo 1 

(HTLV-1), el cual posee una elevada capacidad oncogénica y aunque la mayoría de los 

afectados permanecerán asintomáticos, se estima que entre 1-5% de los infectados 

desarrollará leucemia de células T como consecuencia de la infección (19, 20). Por otra 

parte, la infección por el parvovirus B19 se ha asociado a la progresión de pacientes 

diagnosticados con LA, mediante el desarrollo de aplasia medular asociada a la infección 

directa y consiguiente apoptosis de eritroblastos (21), lo cual puede producir complicaciones 

en su pronóstico clínico.  

Por otro lado, previamente se ha descrito que la exposición a compuestos a ciertos 

compuestos químicos con propiedades cancerígenas o la exposición tanto ocupacional 

como espontánea a radiación ionizante puede favorecer el desarrollo de LA. El benceno es 

un compuesto altamente carcinógeno y ejerce su efecto principalmente mediante la 

inhibición de enzimas implicadas en la reparación del DNA, como las topoisomerasas, lo 

que favorece procesos de mutagénesis y estrés genotóxico (22, 23).  

Una vez establecida la enfermedad y dependiendo del grado de infiltración tumoral en la 

médula ósea, los pacientes desde el punto de vista clínico cursan con citopenias 

progresivas incluyendo anemia, neutropenia con infecciones recurrentes, así como 

trombocitopenia o inclusive pancitopenia. Sin embargo, es una enfermedad heterogénea 

en términos de presentación clínica y patológica, varía de acuerdo con la etapa de 

manifestación temprana o tardía, el estado inmunológico del paciente, el linaje celular 

afectado, la presencia de infiltración extramedular a distancia, la resistencia al tratamiento 

convencional, entre otros factores. 
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El diagnóstico de LA se realiza al detectar la presencia de blastos, ya sean mieloides o 

linfoides, en sangre periférica y/o médula ósea, o identificando la presencia de anomalías 

genéticas características de la enfermedad en la médula ósea, independientemente del 

recuento de blastos (24). A partir de las características inmunofenotípicas y citogenéticas 

de los blastos se realiza la identificación del linaje celular afectado, aunque los principales 

linajes afectados en la leucemogénesis son el linaje mieloide y linfoide, derivando en el 

desarrollo de Leucemia Mieloide Aguda (LMA) y Leucemia Linfocítica Aguda (LLA), 

respectivamente. 

Óxido nítrico 

Dentro de los mecanismos biológicos implicados en la resistencia de las células tumorales 

a la terapia convencional se encuentran las alteraciones metabólicas, las cuales a su vez 

pueden derivar en el incremento en la producción de óxido nítrico (ON) y de especies 

reactivas de nitrógeno (RNS).  

El ON, también denominado monóxido de nitrógeno, es una molécula de señalización de 

tamaño pequeño y de vida corta que se encuentra involucrada en diferentes procesos tanto 

fisiológicos (angiogénesis, tonicidad del músculo liso, modulación de la inflamación, 

respuesta inmune, apoptosis y comunicación sináptica (25)) como patológicos, entre ellos 

la tumorigénesis (11). Presenta difusión libre a través de la membrana celular y no requiere 

la presencia de algún receptor o proteína de transporte específica para su movilización, por 

lo que puede actuar de manera autónoma sobre las células y puede actuar en blancos 

celulares distantes de su célula de origen (26).  

Es producido de manera endógena por acción de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS), la 

cual realiza la conversión de L-Arginina y O2 en L-Citrulina y ON. La enzima NOS posee 3 

isoformas: NOS1 o nNOS neuronal, NOS2 o iNOS inducible y NOS3 o eNOS endotelial. 

Las diferencias entre sus isoformas radican principalmente en su distribución a nivel tisular, 

mecanismos moduladores y la concentración de ON que pueden llegar a producir. Las 

isoformas nNOS y eNOS son isoformas constitutivas, están moduladas por la concentración 

de calcio presente y producen menor cantidad de ON a comparación de la iNOS, mientras 

que la iNOS es independiente de la concentración de calcio y es modulada de forma 

transcripcional por estímulos como citoquinas proinflamatorias, como las producidas en la 

respuesta inmune antitumoral, y condiciones de hipoxia (11). 
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Los efectos biológicos del ON son dados principalmente por su interacción con otro tipo de 

moléculas en vez de ejercer su efecto directamente. Por ejemplo, puede reaccionar con el 

anión superóxido para formar anión peroxinitrito, el cual es altamente tóxico y es un potente 

oxidante de diferentes moléculas como lípidos y proteínas, además previamente ha sido 

descrito como agente inductor de apoptosis mediante la activación indirecta de caspasas-3 

en las líneas celulares leucémicas HL60 y U937 (27).  

Adicionalmente, el ON puede reaccionar con otras moléculas como O2 molecular para 

formar óxidos de nitrógeno (dióxido de nitrógeno NO2), nitrato NO3- y trióxido de dinitrógeno 

N2O3. En conjunto, todas estas moléculas se denominan Especies Reactivas de Nitrógeno 

(RNS), las cuales pueden interactuar con otras moléculas como blancos proteicos e inducir 

modificaciones postraduccionales como S-nitrosilaciones de residuos de cisteína o C-

nitración de residuos de tirosina. Estas modificaciones pueden alterar la actividad de las 

proteínas y/o su localización intracelular, lo cual puede favorecer procesos de mutagénesis 

y de establecimiento y desarrollo tumoral (28).  

Las RNS también pueden reaccionar con otras moléculas diferentes de proteínas, como los 

ácidos nucleicos. A modo de ejemplo, el trióxido de dinitrógeno puede dañar directamente 

el DNA celular por cambios de Citosina a Timina, llevando a la mutagénesis del DNA, 

favoreciendo la inestabilidad genómica, la supervivencia, la señalización del crecimiento y 

la motilidad tumoral. También, otras RNS como el dióxido de nitrógeno pueden modificar 

lípidos insaturados llevando a la formación de nitrolípidos, los cuales pueden tener 

funciones de modulación metabólica y estar involucrados en vías de señalización 

inflamatorias que afectan la respuesta inmune antitumoral (29). 

Se ha demostrado que el ON tiene actividad dual, tanto pro-tumoral como anti-tumoral. Se 

han realizado diferentes estudios empleando tanto inhibidores como donadores de ON e 

inductores de la producción de ON, los cuales concluyen principalmente que la 

concentración de ON producida, la célula de origen, el estadio del tumor, la naturaleza y 

características intrínsecas tumorales como el microambiente tumoral son factores que 

pueden influir en el rol pro-tumoral o anti-tumoral del ON (11).  

Particularmente, se ha evidenciado que la inhibición de la síntesis y los niveles bajos de ON 

tienen un importante efecto para bloquear la producción de la molécula VEGF endotelial y 

por lo tanto el proceso de angiogénesis asociada a tumores, estimulación del sistema 

inmune para combatir el tumor y sensibilidad a los quimioterapéuticos; mientras que la 
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inducción de la producción y los niveles elevados de ON puede favorecer proliferación 

celular, inhibición de la apoptosis y resistencia a los quimioterapéuticos. Es importante 

resaltar, que todos estos efectos son dependientes de la concentración de ON, las 

condiciones del nicho tumoral y posiblemente de otras variables biológicas propias del 

individuo afectado. Además, previamente se ha evidenciado que medicamentos liberadores 

de ON y donadores de ON presentan una acción citostática contra células hematopoyéticas 

tanto malignas como benignas, por lo que la exposición de células leucémicas frente al ON, 

ya sea de origen exógeno (Donadores) o endógeno mediante la inducción de iNOS en las 

células tumorales, podría disminuir su proliferación e inducir su diferenciación (27).  

Extractos SC y P2Et 
En el Grupo de Inmunobiología y Biología Celular (GIBC) de la Pontificia Universidad 

Javeriana se ha estudiado durante los últimos años la actividad anti-tumoral in vitro e in vivo 

de dos extractos de plantas comúnmente utilizadas en la medicina tradicional, provenientes 

de (Caesalpinia spinosa) de la cual se obtuvo el extracto P2Et y (Petiveria alliacea) de la 

cual se logró obtener el extracto supercrítico (SC), los cuales han evidenciado tener un 

efecto en la modulación de las especies reactivas de oxígeno y sobre la expresión de iNOS 

en diferentes modelos tumorales (30).  

El extracto SC es obtenido de la planta Petiveria alliacea, comúnmente denominada Anamú, 

pertenece a la familia Petiveriaceae y es originaria de Norteamérica, Centroamérica y la 

zona tropical de Suramérica. Tradicionalmente, su infusión ha sido empleada como 

antiespasmódico, antinflamatorio, analgésico y diurético. El extracto SC es obtenido de las 

hojas del Anamú y presenta algunos compuestos de azufre como sulfuro de dibencilo y 

tribencilo, esteroles, triterpenos y polifenoles como los flavonoides dentro de sus 

compuestos principales (31). Este extracto ha evidenciado actividad citotóxica en diferentes 

líneas de células tumorales como la línea celular leucémica empleada en este estudio 

(K562), melanoma humano (A375), melanoma murino (Mel-Rel) y en modelos animales de 

cáncer de mama (32). Entre los mecanismos involucrados, se encuentra la regulación tanto 

negativa como positiva de las proteínas involucradas en el metabolismo, relacionadas con 

la disminución de la glucólisis y la respiración mitocondrial y la alteración de la expresión 

de la βF1 ATPasa mitocondrial, y la reducción en la producción de ATP y lactato. Además, 

presenta actividad inmunomoduladora sobre células dendríticas, las cuales pueden 

producir moléculas que favorecen la señalización intracelular y la supervivencia tumoral 

(33).  
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Por otra parte, Caesalpinia spinosa, comúnmente denominada Dividivi o Tara, es una 

leguminosa arbustiva encontrada principalmente en la parte norte de Sudamérica que 

tradicionalmente es empleada como analgésico, antinflamatorio, astringente y antipirético. 

El extracto etanólico obtenido de los frutos de esta planta se denomina P2Et, el cual se 

caracteriza por estar enriquecido en polifenoles y taninos hidrolizables derivados del ácido 

gálico como el galato de etilo y el galato de metilo, los cuales han presentado cambios 

morfológicos y efectos citotóxicos en diferentes células tumorales humanas, incluyendo 

líneas celulares de leucemia, melanoma y cáncer de mama resistentes o sensibles a 

quimioterapia y actividad antitumoral in vivo en modelos de melanoma y cáncer de mama. 

Algunos de los mecanismos de acción por los cuales este extracto tiene un efecto sobre 

células tumorales son inducción de la despolarización de la membrana mitocondrial, la 

activación de la apoptosis por caspasas-3, apoptosis dependiente del Ca++ intracelular 

(34), condensación de la cromatina, disminución de la clonogenicidad en la línea tumoral 

K562 y se ha reportado mayor sensibilidad a otros quimioterapéuticos como Doxorrubicina 

cuando se realiza el pretratamiento de las células con el extracto P2Et (34). Además, se ha 

encontrado que modula la producción de citoquinas por parte de las células tumorales y se 

ha evidenciado que regula negativamente la expresión de iNOS sobre un modelo de células 

mieloides supresoras (12), lo que podría regular el microambiente tumoral y la respuesta 

inmune antitumoral (35).  

Por otro lado, y de manera muy relevante para el uso in vivo del compuesto, se ha 

evidenciado que el extracto no presenta actividad citotóxica en fibroblastos humanos ni en 

fibroblastos inmortalizados (3T3), ni en otras líneas celulares no tumorales (36). 

Adicionalmente se ha observado que el tratamiento de la línea celular tumoral de cáncer de 

mama 4T1 con el extracto disminuye la expresión de la enzima LDHa, el consumo de 

glucosa, la producción de lactato, los niveles de ATP intracelulares, el consumo de oxígeno 

y la expresión de la enzima β-F1- ATPasa, evidenciando las alteraciones metabólicas 

producidas sobre esta línea celular (37). 

Antecedentes sobre extractos obtenidos de plantas y ON 
Previamente se ha demostrado en diferentes estudios la actividad moduladora y dual de 

diferentes extractos obtenidos de plantas sobre los niveles de óxido nítrico en diferentes 

líneas celulares tumorales. Por ejemplo, el extracto crudo obtenido de la planta Annona 

muricata (Guanábana), el cual es enriquecido en acetogeninas, ha evidenciado actividad 
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anti-tumoral, citotoxicidad, disminución de la proliferación celular y disminución de los 

niveles de óxido nítrico en la línea celular de cáncer de seno 4T1 (38).  

De forma similar, el extracto metanólico obtenido de las hojas de la planta Morus alba 

(Morera), el cual entre sus compuestos contiene epicatequinas, miricetinas, hidratos de 

quercetina, ácido gálico y kaempferoles, ha presentado actividad anti-proliferativa, 

citotóxica e inducción de apoptosis en líneas celulares de cáncer de colon humano (HCT-

15) y de cáncer de seno (MCF-7), evidenciándose cambios morfológicos en las células, 

fragmentación del DNA y activación de caspasas-3, adicionalmente presentándose una 

disminución en los niveles de óxido nítrico asociado con una disminución de la activación 

de iNOS (39). 

Por otro lado, otros compuestos como el lignano AP9-cd, derivado de Cedrus deodara 

(Cedro del Himalaya) y compuesto principalmente de matairesinol y dibencil butirolactol, ha 

evidenciado inhibición de la proliferación celular, inducción de muerte celular por apoptosis, 

formación de cuerpos apoptóticos, activación de caspasas, fraccionamiento del DNA y 

aumento constante en la producción de ON que deriva en disminución del potencial de 

membrana mitocondrial en las líneas celulares leucémicas MOLT-4 y HL-60 (40). 

De manera contraria, previamente Kellner et al evidenciaron un incremento significativo en 

la producción de ON en las líneas celulares leucémicas SEM, RS4;11, Reh y CEM después 

de la exposición a los antioxidantes fenólicos Curcumina, Carnosol y Quercetina 

(Flavonoide). Además, evidenciaron que la inhibición de NOS incrementó el porcentaje de 

células con despolarización de membrana mitocondrial después del tratamiento con los 

antioxidantes, por lo que postulan que el ON podría estar protegiendo contra la 

despolarización de membrana mitocondrial inducida por antioxidantes (41). 

De manera similar, Martino et al evidenciaron que la Quercetina-3 Metil Éter presente en el 

extracto de la planta Larrea divaricata aumento significativamente la producción endógena 

de ON sobre la línea celular de linfoma EL-4 T, disminuyó la proliferación celular, disminuyó 

el potencial de membrana mitocondrial y activó las caspasas-3 y caspasas-9, induciendo 

apoptosis intrínseca en las células (42).  
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de los extractos de Petiveria alliacea (SC) y Caesalpinia spinosa (P2Et), 

solos y en combinación con quimioterapia convencional, sobre los niveles de ON en las 

líneas celulares leucémicas K562 y Reh. 

Objetivos específicos 
1. Determinar los niveles basales de ON en las líneas celulares leucémicas K562 y 

Reh.  

2. Establecer los niveles de ON en las líneas celulares leucémicas K562 y Reh 

expuestas a los extractos de Petiveria alliacea (SC) y Caesalpinia spinosa (P2Et).  

3. Evaluar los niveles de ON en las líneas celulares leucémicas K562 y Reh 

expuestas a los extractos de Petiveria alliacea (SC) y Caesalpinia spinosa (P2Et) 

en combinación con quimioterapéuticos convencionales. 
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METODOLOGÍA 

En este estudio se emplearon líneas celulares establecidas de leucemia mieloide y linfoide 

humana: leucemia mieloide crónica en crisis blástica eritroide (línea K562) y leucemia 

linfoide aguda (línea Reh), obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC). 

Características generales y mantenimiento en cultivo de la línea celular K562 y Reh 
La línea celular K562 se caracteriza por un crecimiento independiente de anclaje 

(crecimiento en suspensión o células no adherentes), morfológicamente corresponden a 

blastos y fenotípicamente corresponden a mieloblastos (CD45+, CD34+, CD33+, CD13+, 

CD117+, CD15+) (ATCC CCL-243) (30). Además, presentan el oncogén BCR-ABL 

(Cromosoma Filadelfia), el cual previamente ha sido asociado con inducción de apoptosis 

por parte del ON en células de leucemia mieloide (43). En la imagen 1 se presenta la 

morfología de las células K562: 

 

Imagen 1. Línea celular K562. Se observa morfología blástica, presencia de nucléolos y vacuolas 

en su citoplasma. Registro fotográfico obtenido con Cytospin (Coloración Wright, Microscopio 

Olympus objetivo x100)  
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La línea celular Reh se caracteriza por crecimiento en suspensión, morfológicamente 

también corresponden a blastos y desde el punto de vista inmunofenotípico corresponden 

a linfoblastos B (CD10+, CD19 +/-, CD33 +/-, CD45+, CD34-, CD38 +/-, CD2-, CD117-, 

CD20 +/-) (ATCC CRL-8286) (Arévalo C, 2021. Datos no publicados). En la imagen 2 se 

presenta la morfología de las células Reh.  

 

Imagen 2. Línea celular Reh.  Se observa morfología blástica, presencia de algunos nucléolos y 

abundantes vacuolas. Registro fotográfico obtenido con Cytospin (Coloración Wright, Microscopio 

Olympus objetivo x100)  

Las dos líneas celulares (K562 y Reh) se mantuvieron en cultivo en suspensión en cajas 

T25 y T75, medio RPMI 1640 EUROBIO suplementado con L-glutamina (2 mM), HEPES 

(10 mM), piruvato de sodio (1mM), Suero Fetal Bovino (SFB) (10 %-K562, 15 %-Reh) y 

Penicilina/estreptomicina (1 %), en incubadora a 37°C y 5 % de CO2.  

Los cultivos se mantuvieron mediante el pase de las células aproximadamente cada 2-3 

días para la línea celular K562 y cada 3-4 días para la línea celular Reh, para esto se lavaron 

las células 5 minutos a 1800 r.p.m. y se resuspendieron con 4 ml de medio RPMI 1640 

suplementado, posteriormente se evaluó la viabilidad celular con el uso del colorante Azul 

Tripano (0.4%) y se llevaron nuevamente a cultivo una densidad de siembra de 200.000 

células/ml en flask T25 y 100.000 células/ml en flask T75 a 37°C, 5% CO2. Todos los 
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experimentos se realizaron en el pase #2 para la línea celular K562 y en el pase #3 para la 

línea celular Reh. 

Evaluación de la viabilidad celular 
Para todos los ensayos se determinó la viabilidad de las líneas celulares por medio del uso 

del colorante de viabilidad Azul Tripano (0,4 %) en cámara de Neubauer mediante 

microscopía óptica y realizando una dilución ½ de AT y células. Este colorante permite 

diferenciar células vivas (excluyen el colorante por la integridad de su membrana) de las no 

viables (absorben el colorante y se tiñen de color azul).  

 

 

 

 

 

 

Imagen 3. Evaluación de la viabilidad celular mediante Azul Tripano (0.4%). (A) Representación 

cuadrícula de lectura celular de cámara de Neubauer (B) células vivas (refringentes) y células 

muertas (azules). 

Adicionalmente, se determinó la viabilidad celular con el uso de la tinción con yoduro de 

propidio 1 mg/mL mediante citometría de flujo, realizando la marcación con IP 

inmediatamente antes de realizar la lectura en el citómetro y a una concentración de 1 

mg/mL. El yoduro de propidio penetra solamente en las células que han perdido la 

integridad de su membrana plasmática y nuclear, intercalándose posteriormente entre las 

bases del ADN, permitiendo así diferenciar entre células vivas y muertas. Todos los ensayos 

se realizaron con una viabilidad superior al 90% en las líneas celulares. 

Medición de óxido nítrico en las líneas celulares K562 y Reh 
La sonda empleada en este estudio para la medición de ON fue 4-Amino-5-Methylamino-

2',7'-Difluorofluorescein Diacetate (DAF-FM DA); esta sonda es un compuesto no 

fluorescente y permeable a la membrana celular que es internalizada en la célula mediante 

difusión pasiva. Una vez dentro de la célula, la estructura es deacetilada por acción de las 

esterasas intracelulares para convertirse en 4-Amino-5-Methylamino-2',7'-

A B 
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Difluorofluorescein (DAF-FM) y una vez reacciona con el ON forma un benzotriazol 

fluorescente, que puede cuantificarse mediante citometría de flujo (44).  

Imagen 4. Conversión de la sonda DAF-FM DA en un compuesto fluorescente (44). 

En concordancia con el objetivo general de este proyecto, se incluyeron los extractos de 

Petiveria alliacea (SC) y Caesalpinia spinosa (P2Et), así como quimioterapéuticos que 

convencionalmente se usan para el tratamiento de leucemias mieloides y linfoides 

(Metotrexato, Vincristina, Doxorrubicina, Idarrubicina y Citarabina) según las 

concentraciones descritas en la tabla 1 (Arévalo C, 2021. Datos no publicados). Las 

condiciones experimentales realizadas se describen en la tabla 2. 

Tabla 2. Concentraciones de los extractos y quimioterapéuticos 

Extracto/Quimioterapéutico 
Concentración 

línea celular Reh 
Concentración 

línea celular K562 

IC50 P2Et 254 μg/ml 178 μg/ml 

IC50 SC 54 μg/ml 294 μg/ml 

IC50 Metotrexato 13 μM - 

IC50 Vincristina 10 nM - 

IC50 Doxorrubicina 60 nM - 

IC50 Idarrubicina - 0,13 μM 

Citarabina - 2 mM 
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Tabla 3. Condiciones experimentales del estudio. 

Tratamientos 

K562 Reh 

Idarrubicina 

 

Doxorrubicina 

Vincristina 

Citarabina 

 

Metotrexato 

SC 

SC P2Et 

SC+Doxorrubicina 

P2Et 

SC+Vincristina 

SC+Idarrubicina 

SC+Metotrexato 

SC+Citarabina 

P2Et+Doxorrubicina 

P2Et+Idarrubicina 
P2Et+Vincristina 

P2Et+Citarabina P2Et+Metotrexato 

 

La medición de ON en ambas líneas celulares se realizó de acuerdo con el siguiente 

protocolo (Arévalo C, 2021. Datos no publicados): 

1. Sembrar 150.000 células por pozo en placas de 24 pozos, en 1 mL de medio RPMI 

1640 EUROBIO Suplementado. 

2. Agregar los tratamientos de acuerdo con las concentraciones establecidas en la 

tabla 1 y con las condiciones experimentales establecidas en la tabla 2 e incubar 

durante 12h. 

3. Cumplido el tiempo, mezclar y recoger las células y transferir el contenido de cada 

pozo a tubos de citometría previamente marcados. 

4. Centrifugar a 2000 r.p.m por 5 minutos, descartar el sobrenadante, resuspender, 

añadir 1 mL de PBS 1X y realizar el recuento celular y viabilidad por AT de cada uno 
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de los tubos. Si es necesario, ajustar el volumen de cada tubo a la densidad celular 

establecida para la marcación con la sonda (150.000 células). 

5. Centrifugar a 2000 r.p.m por 5 minutos, descartar el sobrenadante y resuspender.

6. Realizar la marcación con la sonda DAF-FM en medio RPMI sin rojo fenol a una

concentración 2,5 µM, incubar durante 30 minutos a 37°C en oscuridad.

7. Agregar 500 µL de PBS 1X frio, centrifugar a 2000 r.p.m por 5 minutos, descartar el

sobrenadante y añadir 1 mL de PBS 1X.

8. Centrifugar a 2000 r.p.m por 5 minutos y descartar el sobrenadante.

9. Agregar IP en un volumen final de 400 µL antes de realizar la lectura en el citómetro

(1 µL por cada 1 mL de PBS 1X).

10. Realizar la lectura de los tubos en el citómetro, almacenando la información de

aproximadamente 20.000 eventos.

Los datos se recolectaron en el citómetro de flujo FACSAria II (BDB), empleando el 

programa informático FACSDiva v.6.1.3 (BDB) y almacenando la información de 

aproximadamente 20.000 eventos totales. En ambas líneas celulares se realizaron 

mediciones en 3 experimentos independientes, montados por duplicado de tratamientos 

con el fin de obtener 6 datos por cada tratamiento. 

Análisis de los datos de citometría de flujo 
Para realizar el análisis de los datos obtenidos por citometría de flujo, se siguió el siguiente 

protocolo (Arévalo C, 2021. Datos no publicados): 

1. Usando el software FlowJo, realizar las siguientes ventanas electrónicas sobre las

células no marcadas:
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2. Trazar la población de células SSC-A vs FSC-A.

3. Establecer la población de células individuales FSC-H vs FSC-A.

4. Trazar la población de células SSC-H vs SSC-W.

5. Seleccionar histograma FITC-A DAF-FM.

6. Copiar las configuraciones realizadas en ALL SAMPLES para aplicarlas a todos los

tubos a analizar y verificar que todas las poblaciones se ubiquen dentro de las

ventanas.

7. Crear un Layout y copiar el histograma de DAF-FM de las células no marcadas.

8. Copiar los histogramas de cada uno de los tratamientos, vehículos y controles, para

sobreponerlos sobre el histograma de DAF-FM de las células no marcadas.

9. Seleccionar sobre la tabla al lado derecho y se escoge la opción de sumatoria y luego

la media geométrica de DAF-FM FITC-A, adicionar y aplicar. Automáticamente, se

determina la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) en las células vivas de cada

tratamiento.

10. Crear una tabla dentro del programa, añadir la estadística de IMF FITC-A DAF-FM y

exportar los datos obtenidos a un archivo de Excel.

Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico se realizó la prueba de normalidad Shapiro-Wilk en el programa 

IBM SPSS Statistics para todos los datos obtenidos, con el fin de poder establecer el tipo 

de prueba estadística requerida para analizar los datos. Para poder establecer si existían 

diferencias significativas en los valores de óxido nítrico entre las diferentes variables de 

interés y dado que los datos no presentaban una distribución normal, se realizó la prueba 

no paramétrica de Wilcoxon, con un nivel de significancia del 0.05. 
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RESULTADOS 

El tratamiento con el extracto SC induce un aumento sobre los niveles de ON en la 
línea celular K562 independiente de su combinación con quimioterapéuticos 
convencionales 

De acuerdo la descripción metodológica, la línea K562 fue tratada con los extractos SC y 

P2Et y la producción de ON fue determinada con el uso de la sonda DAF-FM DA mediante 

citometría de flujo. Se observó que el extracto SC incrementa los niveles de ON en 

comparación con los niveles basales (*p≤0.05) y la combinación del extracto con algunos 

de los quimioterapéuticos convencionales usados en leucemias mieloides (Idarrubicina y 

Ara-C) no modifican este efecto (p≥0.05) (Figura 1). 
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Figura 1. IMF del ON detectado con la sonda DAF-FM DA en la línea celular K562 después 

de 12h de exposición a los tratamientos. Se presentan las IMF de los tratamientos y sus 

respectivos vehículos. 
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Con respecto al tratamiento de las células K562 solo con Idarrubicina y en combinación con 

SC, se observó una tendencia al aumento en la producción de ON cuando el 

quimioterapéutico se combinó con SC en comparación al uso de la Idarrubicina sola 

(*p≤0.05), este efecto fue similar con el uso de Ara-C (*p≤0.05),  

Por otro lado, el tratamiento con P2Et muestra una tendencia a disminuir los niveles de ON 

respecto a los niveles basales, aunque no se observó una diferencia estadísticamente 

significativa (p≥0.05). La combinación de P2Et e Idarrubicina posee un aumento 

estadísticamente significativo frente al tratamiento con P2Et, por lo que el P2Et podría estar 

restando la tendencia al aumento de ON que presenta el tratamiento con Idarrubicina. De 

manera similar, la combinación de Ara-C+P2Et muestra una tendencia al aumento de ON 

comparado con el tratamiento con P2Et, por lo que este aumento parece ser dependiente 

de los quimioterapéuticos y no del extracto P2Et. 

El tratamiento con SC disminuye la proliferación celular en la línea celular K562 

La línea K562 fue tratada con los extractos SC y P2Et y el recuento celular se realizó 

mediante AT. Se observó que todos los tratamientos se asocian con una disminución en el 

número de células con respecto al recuento celular antes de iniciar los tratamientos (basal). 

(Figura 2). Sin embargo, la disminución más importante se presenta en el tratamiento con 

SC, donde se presenta una disminución estadísticamente significativa respecto a los niveles 

basales (*p≤0.05), Adicionalmente la combinación de SC+Idarrubicina y SC+Ara-C muestra 

una disminución estadísticamente significativa sobre la disminución de la proliferación 

celular frente al tratamiento sin SC, por lo que el SC podría estar potenciando el efecto 

sobre la disminución de la proliferación de los quimioterapéuticos. 
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Figura 2. Número de células vivas por mL en la línea celular K562 después de 12h de 

exposición a los tratamientos. Se presentan los recuentos celulares de los tratamientos y 

sus respectivos vehículos 

 

La viabilidad celular no se ve significativamente afectada con ningún tratamiento a 
12 horas en la línea celular K562 

La viabilidad celular no se afecta de forma significativa para ninguno de los tratamientos. 

Sin embargo, el tratamiento con SC y sus combinaciones con Idarrubicina y Ara-C muestran 

una tendencia a una disminución de la viabilidad celular respecto a los niveles basales y 

respecto a los demás tratamientos, aunque este efecto parece ser dependiente del 

tratamiento con SC y no del tratamiento con los quimioterapéuticos (Figura 3). 
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Figura 3. Porcentaje de viabilidad celular medido mediante IP en la línea celular K562 

después de 12h de exposición a los tratamientos. Se presentan los porcentajes de viabilidad 

celular de los tratamientos y sus respectivos vehículos 

 

La combinación de Metotrexato+SC disminuye los niveles de ON en comparación con 
el uso del Metotrexato solo en la línea celular Reh 

De acuerdo con la metodología, la línea celular Reh fue tratada con los extractos SC y P2Et 

y la producción de ON fue determinada con el uso de la sonda DAF-FM DA mediante 

citometría de flujo. Se observó que ninguno de los tratamientos presenta diferencias 

estadísticamente significativas sobre los niveles de ON en la línea celular Reh, respecto a 

los niveles basales. Sin embargo, el uso de SC en combinación con Metotrexato disminuye 

significativamente los niveles de ON respecto al tratamiento con Metotrexato, por lo que el 

tratamiento con SC podría estar potenciando esta disminución. 
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Figura 4. IMF de la sonda DAF-FM DA para la medición de ON en la línea celular Reh 

después de 12h de exposición a los tratamientos. Se presentan las IMF de los tratamientos 

y sus respectivos vehículos 

El tratamiento con SC y P2Et disminuye significativamente la proliferación celular en 
la línea celular Reh  

Todos los tratamientos evidencian disminuciones en el recuento celular. Ambos extractos, 

tanto SC como P2Et disminuyen la proliferación celular de manera significativa respecto a 

los niveles basales.  
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Figura 5. Número de células vivas por mL en la línea celular Reh después de 12h de 

exposición a los tratamientos. Se presentan los recuentos celulares de los tratamientos y 

sus respectivos vehículos 

La combinación de SC con Doxorrubicina, Vincristina y Metotrexato potencian de manera 

significativa el efecto inhibitorio de la proliferación ejercido por SC. Adicionalmente, P2Et 

podría estar potenciando el efecto sobre la disminución de la proliferación celular ejercido 

por el tratamiento con Doxorrubicina de manera significativa. También, P2Et y SC 

empleados cada uno en combinación con Metotrexato potencian el efecto anti proliferativo 

ejercido por el tratamiento con Metotrexato. 
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La viabilidad celular no se ve significativamente afectada con ningún tratamiento a 
12 horas en la línea celular Reh 

La viabilidad celular no se afecta de manera significativa frente a ninguno de los 

tratamientos. Sin embargo, el tratamiento con P2Et y sus combinaciones con Doxorrubicina, 

Vincristina y Metotrexato evidencian una tendencia a la disminución de la proliferación 

celular respecto a los niveles basales y otros tratamientos. 
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad celular medido mediante IP en la línea celular Reh 

después de 12h de exposición a los tratamientos. Se presentan porcentajes de viabilidad 

celular de los tratamientos y sus respectivos vehículos 
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DISCUSIÓN 
Mediante la realización de este trabajo se evaluó la modulación de los niveles de ON en 

dos líneas celulares leucémicas expuestas a dos extractos de plantas, con potencial 

antitumoral, estudiados en el grupo de Inmunobiología y Biología Celular. Los resultados 

obtenidos evidencian un aumento sobre la producción de ON en la línea celular K562 

tratada con el extracto SC, el cual también aumenta la producción de ON al combinarse con 

Idarrubicina y Ara-C. Este efecto de extractos de plantas sobre el aumento de ON ha sido 

descrito previamente por Kellner et al (41) y por Martino et al (42) quienes describen 

compuestos similares a los que componen el extracto  SC como Flavonoides, como 

inductores del aumento de ON (Figura 1) al usar Curcumina, Quercetina y Carnosol. 

Particularmente, Kellner et al evidenciaron que el aumento en los niveles de ON producido 

por los 3 compuestos podría ser un mecanismo protector contra la despolarización de la 

membrana mitocondria, ya que al realizar la inhibición de iNOS se presentó un aumento en 

el porcentaje de células con despolarización de membrana mitocondrial, por lo que el ON 

podría desempeñar un papel importante en el mantenimiento del equilibrio del potencial de 

membrana mitocondrial, dada su capacidad de inhibir temporalmente la enzima citocromo 

c oxidasa (41).  

Por otro lado, se ha descrito el efecto de los compuestos sulfurados presentes en el extracto 

SC sobre la desregulación de proteínas asociadas al citoesqueleto como la actina y sobre 

la reorganización de los microtúbulos en otros modelos tumorales (31). Previamente se ha 

descrito la regulación que puede tener el citoesqueleto celular sobre las enzimas NOS, las 

cuales se pueden colocalizar en el mismo (45). La reorganización de las estructuras de 

polimerización puede ser inducida por estímulos extracelulares como el cizallamiento 

celular, hipoxia y algunos medicamentos, lo cual puede a su vez regular la expresión de las 

enzimas NOS, se ha descrito previamente en otros modelos celulares que la transcripción 

del gen que codifica para iNOS es regulado por cambios en la organización del 

citoesqueleto de actina y se ha evidenciado que alteraciones en la formación de las 

estructuras de los filamentos de actina pueden modular la actividad del factor de 

transcripción que regula la expresión de iNOS, aumentan los mRNA que codifican para 

iNOS y por lo tanto su expresión, que puede ser inducida por TNF- α e IL-1β (45). Por lo 

anterior, una de las posibles causas del incremento de ON después del tratamiento con SC 

puede ser dada por la alteración en el citoesqueleto, que podría derivar en un 

potenciamiento de los mecanismos de expresión de iNOS. 
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Adicionalmente, el tratamiento con SC disminuyó de manera significativa la proliferación 

celular respecto a los niveles basales (Figura 2). Este efecto ha sido evidenciado 

previamente en estudios realizados en la línea celular K562 y en líneas celulares de 

melanoma humano, donde produce un arresto del ciclo celular en la fase G2 (32), y además 

este efecto anti proliferativo también fue evidenciado por Martino et al evaluar el uso de 

Quercetina-3 Metil Éter (Flavonoide), donde también se evidenció un aumento importante 

en los niveles de ON. Previamente, diferentes autores han descrito el papel que puede tener 

el ON sobre la diferenciación y proliferación de las células leucémicas, donde el tratamiento 

con donadores de ON o compuestos que aumenten su producción endógena pueden inhibir 

la síntesis de DNA y RNA en células hematopoyéticas proliferantes (27), y aunque la 

mayoría de estudios donde se evidencia una disminución de la proliferación celular 

asociada con un aumento del ON se encuentra además un efecto citotóxico bastante 

importante, este efecto no se observó en este estudio (Figura 3) y puede estar  asociado 

posiblemente al tiempo de exposición de las células al tratamiento, ya que las 

concentraciones IC50 (concentración a la cual el 50% de las células expuestas mueren) que 

se emplearon en este estudio son calculadas a un tiempo de 48 horas, por lo que el efecto 

citotóxico o citostático de los tratamientos que modulan los niveles de ON podría variar de 

acuerdo al tiempo de exposición de las células a los tratamientos. 

Por otro lado, el tratamiento con P2Et evidencia una tendencia a disminuir los niveles de 

ON en la línea K562 (Figura 1), aunque esta disminución no es estadísticamente 

significativa. Previamente se ha descrito el efecto que tiene el tratamiento con P2Et sobre 

la expresión de iNOS en otros modelos tumorales (12, 39), evidenciándose una 

disminución en la expresión de la enzima mediante la regulación de la producción de 

citoquinas por parte de las células tumorales. Además, P2Et no redujo de manera 

significativa la proliferación ni la viabilidad celular (Figura 2 y 3), lo cual difiere de 

lo evidenciado previamente sobre esta línea celular y posiblemente puede ser causado 

por el tiempo de exposición al tratamiento, ya que Castañeda et al empleando un tiempo 

de incubación de 24 horas evidenciaron una importante actividad citotóxica sobre esta 

línea celular (34). 
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En cuanto a las combinaciones de los quimioterapéuticos con los extractos en la línea 

celular K562, se observa que el tratamiento con SC+Idarrubicina aumenta 

significativamente los niveles de ON comparado con el tratamiento solo con Idarrubicina 

(Figura 1). Sin embargo, este aumento no es diferente al tratamiento con SC, por lo que 

este efecto podría ser dependiente del tratamiento con SC únicamente, al igual que el efecto 

observado en la proliferación celular (Figura 2). De manera similar, aunque el tratamiento 

con Ara-C no muestra variaciones en los niveles de ON, al combinarse con SC se observa 

un aumento significativo respecto a los niveles con Ara-C, el cual al igual que con el 

tratamiento con Idarrubicina podría ser dependiente del SC y no del uso de Ara-C, al igual 

que lo observado en la proliferación celular (Figura 2). Por otro lado, el aumento significativo 

evidenciado en la combinación Idarrubicina+P2Et comparado con el tratamiento con P2Et 

(Figura 1) podría estar siendo causado por la autofluorescencia que presenta la 

Idarrubicina, como se explicó previamente y no por un efecto biológico de aumento. 

En la línea celular Reh, ninguno de los tratamientos presentó diferencias significativas en 

los niveles de ON respecto a los niveles basales. A pesar de que previamente Kellner et al 

evaluaron el efecto de flavonoides sobre los niveles de ON en la línea celular Reh 

evidenciando un aumento marcado a las 4 horas de tratamiento (41), este efecto no se 

observó para el tratamiento con SC ni tampoco para el tratamiento con P2Et (Figura 1), lo 

cual podría estar asociado al tiempo de exposición de las células frente a los tratamientos, 

por lo que la producción de ON en la línea celular Reh podría ser más rápida y menos 

sostenida en el tiempo, a diferencia de la línea celular K562. Adicionalmente, la disminución 

evidenciada en los niveles de ON de la combinación SC+Metotrexato a comparación del 

tratamiento con Metotrexato, aunque este efecto podría estar asociado a la dispersión de 

los datos y no realmente a un efecto biológico 

En cuanto a la proliferación celular, todos los tratamientos disminuyeron la proliferación 

celular a 12 h (Figura 5), lo cual está ligado con cada uno de sus mecanismos de acción 

descritos previamente. A pesar de que SC no ha sido probado previamente en esta línea 

celular, en otros modelos tumorales y en la línea celular K562 ha demostrado e inducción 

de arresto en la fase G2 del ciclo celular (32). De manera similar, P2Et ha demostrado 

citotoxicidad y disminución de la clonogenicidad en la línea K562 (34). Doxorrubicina, por 

su parte y de manera similar con otros fármacos de la familia de las antraciclinas, se 

intercala entre las bases del DNA e inhibe la enzima de reparación Topoisomerasa II, lo 

cual lleva a mutagénesis que deriva en citotoxicidad. Vincristina, por otro lado, genera la 
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cristalización de proteínas de los microtúbulos a nivel del huso mitótico, lo cual lleva a un 

arresto del ciclo celular durante la metafase y por lo tanto a generar citotoxicidad. Por otro 

lado, Metotrexato es un inhibidor competitivo de la enzima dihidrofolato reductasa, 

afectando la síntesis de ácido tetrahidrofólico y el metabolismo de las purinas, además de 

que inhibe la sintesis de pirimidinas al bloquear la enzima timidilato sintetasa, finalmente 

afectando la síntesis de DNA e induciendo arresto del ciclo celular (46). En cuanto a la 

viabilidad celular, ningún tratamiento afectó de manera significativa la viabilidad celular a 

12 h (Figura 6), posiblemente asociado a que es un tiempo corto comparado con los 

empleados en otros estudios. 

Finalmente, los resultados obtenidos en ambas líneas celulares con los diferentes 

tratamientos demuestran diferencias importantes en el efecto de los extractos entre la línea 

celular mieloide K562 y la línea celular linfoide Reh. La sensibilidad de ambas líneas a los 

extractos es diferente y puede estar asociado a la interacción que puede estar teniendo el 

ON con otras moléculas. Entre ambas líneas celulares, la línea que posee niveles más 

elevados de ROS es la línea Reh (Arévalo C, 2021. Datos no publicados) y la interacción 

entre estos ROS y el ON podrían estar llevando a la formación de anión peroxinitrito, el cual 

es altamente tóxico para las células y por lo cual el efecto de disminución de la proliferación 

es más marcado en la línea Reh a comparación de la línea K562.  

Los resultados reportados en la literatura en cuanto al efecto de diferentes extractos sobre 

los niveles de ON y su asociación con la proliferación y mortalidad celular resultan bastante 

contradictorios entre diferentes autores. Sin embargo, esta variación podría ser resultado 

de las técnicas empleadas en cada uno de los estudios, ya que algunos autores realizan la 

medición de ON por medio de métodos que evalúan los niveles de ON extracelular en el 

sobrenadante de los medios de cultivo, mientras que otros autores realizan la medición a 

nivel intracelular con sondas fluorescentes. Además, el tiempo al cual son expuestas las 

células a los tratamientos podría generar variaciones en los niveles de ON, ya que es un 

compuesto bastante volátil, su vida media es bastante corta y su producción puede ser 

modulada por múltiples mecanismos. 
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CONCLUSIONES 

1. A nivel basal, la línea celular mieloide K562 posee niveles de ON más elevados a

comparación de la línea celular linfoide Reh.

2. El tratamiento con SC induce un aumento significativo en los niveles de ON en la

línea celular K562, lo cual se asocia con una importante disminución en la

proliferación celular a 12 h. Además, el tratamiento con Idarrubicina y Ara-C no

induce por sí solo un aumento significativo en los niveles de ON en la línea celular

K562.

3. El tratamiento con P2Et en la línea celular K562 no modula de manera significativa

los niveles de ON, ni se asocia con cambios en la proliferación y viabilidad celular.

4. Los extractos SC, P2Et y los quimioterapéuticos Doxorrubicina, Vincristina y

Metotrexato no modulan de manera significativa los niveles de ON en la línea celular

Reh. Sin embargo, poseen un efecto importante en la disminución de la proliferación

celular

RECOMENDACIONES 

1. Es importante establecer controles, tanto positivos como negativos, que modulen

los niveles de ON en ambas líneas celulares.

2. Para complementar los resultados obtenidos por citometría, se sugiere realizar un

ensayo de Western Blot para determinar la expresión de la enzima iNOS en

ambas líneas celulares bajo las diferentes condiciones.

3. Se sugiere realizar una cinética de tiempo de 6, 12, 24 y 48 h, con el fin de poder

evaluar la cinética de producción de ON y su sostenimiento en el tiempo, así como

poder evaluar mayores efectos sobre la viabilidad celular y su asociación con los

niveles de ON.

4. Una vez se obtengan resultados significativos en cuanto a la viabilidad celular,

podría realizarse un ensayo de Anexina-V para evaluar el proceso de muerte

celular que están generando los extractos y los quimioterapéuticos sobre ambas

líneas celulares.
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