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RESUMEN

Las semillas de Salvia hispdnica (chia) han demostrado poseer una actividad antioxidante
importante, que esta relacionada a la angiogénesis. Se realizd un estudio cuasi experimental,
analitico, prospectivo para evaluar el efecto antiangiogénico del extracto de aceite de
Salvia hispdnica sobre la membrana corioalantoidea de Gallus gallus domesticus, en las
concentraciones: 27,81mg/mL, 55,62 mg/mL y 83,43 mg/mL. Se compard con los grupos:
blanco (agua ultrapura), control (cloroformo) y patrén (captopril). A los 9 dias de incubacion,
los huevos embrionados fueron distribuidos en pellets con cada solucion y a los 12 dias
se observd la membrana corioalantoidea. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (p<0,05). Durante la observacién de la membrana
corioalantoidea en los grupos tratados con aceite de Salvia hispdnica, se hallé la reduccion
en la formacién de nuevos vasos sanguineos. El aceite de Salvia hispdnica presentd efecto
antiangiogénico sobre la membrana corioalantoidea de Gallus gallus domesticus.

Palabras clave: Salvia hispdnica; Inhibidor de la angiogénesis; Neovascularizacion Fisioldgica
(Fuente: DeCS Bireme).

ABSTRACT

Salvia hispdnica (chia) seeds have been shown to possess strong antioxidant activity, which is
related to angiogenesis. A quasi-experimental, analytical, prospective study was carried out to
evaluate the antiangiogenic effect of Salvia hispdnica oil extract on the chorioallantoicmembrane
of Gallus gallus domesticus, at concentrations: 27.81mg/mL, 55.62mg/mL and 83.43mg.
mg/mL. It was compared with the groups: blank (ultrapure water), control (chloroform) and
standard (captopril). At 9 days of incubation, the embryonated eggs were distributed in pellets
with each solution and at 12 days the chorioallantoic membrane was observed. Statistically
significant differences were found between the treatments (p<0.05). During the observation of
the chorioallantoic membrane in the groups treated with Salvia hispanica oil, the reduction in
the formation of new blood vessels was found. Salvia hispdnica oil presented an antiangiogenic
effect on the chorioallantoic membrane of Gallus gallus domesticus.
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INTRODUCCION

La angiogénesis es el proceso de formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de vasculatura pre-existente!®.
No obstante, la pérdida de este control se denomina
angiogénesis patoldgica y conlleva a procesos patoldgicos
como tumores, retinopatia diabéticay la arterioesclerosis ?'.
Durante la angiogénesis participan células y componentes
histoldgicos como las células endoteliales, los fibroblastos
y los factores de crecimiento®; estos Ultimos estimulados
por la hipoxia, el éxido nitrico (NO), la isquemia vy la
inflamacién. Dentro de este grupo se encuentran el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de
crecimiento fibrobldstico (FGFs), el factor de crecimiento
transformante beta (FGTB); la angiopoyetina-1, |[a
interleucina-6 (IL-6), la interleucina-8 (IL-8), y factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a))?4,

En el afio 1971, se propuso como diana terapéutica
del cancer la inhibicion de la angiogénesis, desde ese
momento se han desarrollado diferentes farmacos
dirigidos alcanzar a este objetivo®. Los farmacos que a
lo largo de los afios se han ido desarrollando se pueden
clasificar, segiin su mecanismo de accion, en anticuerpos
monoclonales o inhibidores selectivos de la actividad
quinasa®. Asi pues, las terapias antiangiogénicas han
surgido como una alternativa de gran potencial a las
quimioterapias convencionales”, considerando entre
ellas el uso de algunas plantas medicinales con potencial
efecto antiangiogénico.

Segln la OMS, las plantas medicinales son especies
vegetales que contienen principios activos que pueden ser
empleados para propdsitos terapéuticos o ser utilizados
como precursores para la sintesis de nuevos farmacos.
Ademas, se estima que el 80% de las personas que viven en
regiones subdesarrolladas emplean la medicina tradicional
con utilizacién de plantas para el cuidado de la salud®. Entre
ellas se conoce a la Salvia hispdnica, una planta originaria
de Centroamérica y México, perteneciente a la familia de
las Lamiaceae, asi como la menta, el tomillo, el romero
y el orégano®. Las especies de Salvia poseen una potente
actividad antiangiogénica directa e indirecta que puede
tener potencial quimioterapéutico y/o quimiopreventivo,
Las semillas de Salvia hispdnica han demostrado que poseen
ademds una fuerte actividad antioxidante debido a la
presencia de acidos grasos omega-3 estable®?.

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion es
evaluar el efecto antiangiogénico de Salvia hispdnica
(chia) sobre la membrana corioalantoidea de Gallus gallus
domesticus.
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METODOS

Se realizd un estudio cuasi experimental, analitico,
prospectivo; con semillas de chia obtenidas en el mercado
de una ciudad de la costa norte del Peru. La poblacién
estuvo constituida por 36 huevos fertilizados de la gallina,
Gallus gallus domesticus (primer dia de embrionados),
adquiridos de la Avicola Nor Aves de Trujillo, provincia de
Trujillo, La Libertad, Perd. Se emplearon 6 huevos para
cada grupo de estudio.

La variable independiente fue el tratamiento con el
aceite de Salvia hispdnica, evaluado en diferentes
concentraciones: 27,81mg/mL, 55,62 mg/mL y 83,43
mg/mL. Para ello se formaron los grupos: blanco (agua
ultrapura 30 pL), control (cloroformo 30 pL g.p) y patron
(captopril 30 pL [0,01mg/mL]). La variable dependiente
fue el efecto antiangiogénico, medida a través de la
cuantificacién de vasos sanguineos y la observacién
con microscopio estereoscopico para evaluar el cambio
en la densidad de los capilares y la medida del efecto
antiangiogénico a través de un sistema de puntuacion.

Se adquirieron 500 g de semillas de Salvia hispdnica en el
mercado “Jesus de Nazaret” de Trujillo, La Libertad; y que
luego fueron certificadas por el Herbarium Truxillense
de la Universidad Nacional de Trujillo. Y trasladadas al
laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo. Los
cartuchos de papel de filtro fueron llenados con semillas
de Salvia hispdnica. Se introdujo el cartucho en el extractor
Soxhlet, se armo el equipo y se agregd cantidad suficiente
del solvente (cloroformo) para la extraccién. Se sometié
a calentamiento a temperatura de ebullicion del solvente
(68°C) hasta agotamiento total de las grasas y se elimind el
solvente. Finalmente, se procedié al aclaramiento del aceite,
colocdndose en un embudo una cantidad adecuada de
algodon, agregando luego una pequefia cantidad de silicagel
y se vacio el aceite obtenido hasta ese momento 12,

Los huevos fertilizados fueron incubados en estufa a 372C
y humedad controlada, los cuales estuvieron en posicién
horizontal, se les marcé en su superficie superior con una
cruz para poseer una referencia con el embrion. Después
de 48 horas de incubacién (3er dia de embrionados), a los
huevos fertilizados se les realizé un orifico en el polo agudo
(utilizando jeringa estéril de 5 cc) y se extrajo 3 mL de
albumina, permitiendo el descenso de layema, impidiendo
asi la adherencia de la membrana corioalantoidea con la
tectacea de la cascara. Posteriormente se sell6 el orificio
con papel film. Luego en la zona que se marco con una
cruz, mediante una tijera fina esterilizada, se realizd
una ventana de 2 x 3 cm, procediendo a sellar con cinta
adhesivay continuar su incubacién3),
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A los 9 dias de incubacion (10mo dia de embrionados), se
realizd el desecho de los huevos embrionados muertos,
para luego distribuirlos en 6 grupos. A estos se les retird
el papel film y se deposité el disco de papel filtro (pellet)
instildandose con micropipeta 30 uL por huevo embrionado
con agua ultrapura (grupo blanco), cloroformo (grupo
control), captopril (grupo patrén) y aceite de Salvia
hispdnica a las diferentes concentraciones 27,81mg/mL,
55,62 mg/mLy 83,43 mg/MI.

Al 12vo dia se extrajeron los discos de papel filtro (pellets) con
tijera fina estéril. Posteriormente, se cuantificd el nimero
de vasos sanguineos de la membrana corioalantoidea en el
area de los discos de papel filtro mediante un estereoscopio.
Asimismo, se utilizd la camara digital Kodak para poder
observar las ramificaciones de los vasos sanguineos.

Para la fase de cuantificacion de vasos sanguineos, se
procedid a enumerar los vasos sanguineos de la siguiente
forma: cada rama se identificd con una letra que hace
referencia a su orientacién con respecto a la de referencia
(A, B, D, o I). Los numeros son enteros y hacen referencia
tanto a la rama como al orden de ramificacion. Del
embrion parten los vasos principales que se identifico
como (A1, B1, D1 e I1). Los numeros se colocaron en
orden correlativo. Los mas altos se adjudicaron a niveles
de ramificacién mas alejados®*.

Los efectos inhibidores de los distintos tratamientos
sobre la angiogénesis en la membrana corioalantoidea
fueron evaluados bajo un microscopio estereoscépico, y
se evaluaron de acuerdo con el sistema de puntuacion
utilizado previamente en varios estudios. En este sistema
de puntuacion, se evalud el cambio en la densidad
de los capilares alrededor del pellet y la medida del
efecto antiangiogénico™: 0 = Ausencia de un efecto
antiangiogénico (embrién normal y no hay diferencia en
los capilares que rodean); 0,5 = Efecto antiangiogénico
muy débil (sin area capilar libre, pero una zona con una
densidad reducida de los capilares no mayor que el area
del pellet); 1 = Débil a moderado efecto antiangiogénico
(pequefia zona capilar libre o un darea pequefia con
disminucién significativa de la densidad de los capilares,
menor que el doble del tamafio del pellet); 2 = Fuerte
efecto antiangiogénico (un area capilar libre alrededor del
pellet igual o mas del doble de su tamafio).

Los datos recopilados se almacenaron en una hoja de calculo
de Excel. Para el andlisis de los datos, se utilizd el software
estadistico SPSS versién 21. Se utilizé el andlisis de varianza
para evaluar si hay diferencia estadisticamente significativa
entre los tratamientos y finalmente, la prueba post hoc de
Tukey, para evaluar cual de los tratamientos presenta dicha
diferencia, comparandose todos los datos de los grupos
entre si. El nivel de significancia se establecié en p<0,05.
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La informacién utilizada en este estudio se conservo
bajo los principios de confidencialidad, el uso de la
misma fue Unicamente con fines cientificos. Cabe
recalcar que se aplicd el principio ético de las “3R”, el
cual consiste en reemplazo, reduccién y refinamiento,
propuesto por William Russell y Rex Burch en 19591¢),

RESULTADOS

Tras la observacion visual de la angiogénesisenlamembrana
corioalantoidea de Gallus gallus domesticus en los grupos
tratados con aceite de semillas de Salvia hispdnica (Figura
1), se encontrd la reduccién en la formacion de nuevos
vasos sanguineos con el aceite de Salvia hispdnica.

En la Tabla 1, se muestra la mediana del resultado de las
puntuaciones con el tratamiento, la cual fue 2 (fuerte
efecto antiangiogénico) en las tres concentraciones del
aceite de Salvia hispdnica.

En la Tabla 2 se observa el andlisis de la diferencia de
medias del puntaje de efecto de los tratamientos del aceite
de Salvia hispdnica sobre la membrana corioalantoidea de
Gallus gallus domesticus, a las concentraciones 27,81 mg/
mL, 55,62 mg/mLy 83,43 mg/mL (p<0,05).

Finalmente, en la tabla 3 se pueden observar las frecuencias
de la potencia del efecto antiangiogénico de los tratamientos
comparado con el grupo control, se hallaron diferencias
estadisticamente significativas con Captopril 30 puL(0,01 mg/
mL) y el aceite de Salvia hispénica a las concentraciones 30
il (27,81 mg/mL) y 60 uL (55,62 mg/mL).

Figura 1. Inhibicién de la angiogénesis en la membrana corioalantoidea
de Gallus gallus domesticus en los grupos tratados con aceite de semillas
de Salvia hispanica a la concentracién de 83,43 mg/mL.
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Tabla 1. Mediana del puntaje de las mediciones de cada grupo de tratamiento.

Numero de

Grupo de

Rango
Mediana ) g "
intercuartilico

tratamiento repeticiones

Agua ultrapura

6 0 0-0
30pL (blanco)
Cloroformo

6 0 0-0
30uL (control)
Captopril 30 L
(0,01 mg/mL) 6 2 2-2

(patron)

Aceite de Salvia
hispanica 30 pL 6 2 2-2
(27,81 mg/mL)

Aceite de Salvia
hispdnica 60 pL 6 2 2-2
(55,62 mg/mL)

Aceite de Salvia
hispdnica 90 pL 6 2 2-2
(83,43 mg/mL)

ANOVA: p<0,001

Tabla 2. Diferencia de medias del puntaje de efecto de los tratamientos con
aceite de Salvia hispanica (chia) sobre la membrana corioalantoidea de Gallus
gallus domesticus.

Grupos de tratamiento Valor de p

Cloroformo 30uL 0,306
Captopril 30 pL (0,01 mg/mL) 0,001
Aceite de Salvia hispanica 30 pL
0,003
(27,81 mg/mL)
Agua ultrapura 30uL (blanco)
Aceite de Salvia hispanica 60 pL
0,001
(55,62 mg/mL)
Aceite de Salvia hispanica 90 pL
0,005
(83,43 mg/mL)
Captopril 30 pL (0,01 mg/mL) 0,005
Aceite de Salvia hispdnica 30 L
0,013
(27,81 mg/mL)
Cloroformo 30uL (control) Aceite de Salvia hispdnica 60 pL 0,005
(55,62 mg/mL) ’
Aceite de Salvia hispdnica 90 L
0,021
(83,43 mg/mL)
Aceite de Salvia hispanica 30 plL
0,371
(27,81 mg/mL)
Captopril 30 uL Aceite de Salvia hispanica 60 pL 0,500
(0,01 mg/mL) (patrén) (55,62 mg/mL) ’
Aceite de Salvia hispanica 90 pL
0,306
(83,43 mg/mL)
Aceite de Salvia hispanica 60 plL
0,371
Aceite de Salvia hispdnica 30 (55,62 mg/mL)
HL (27,81 mg/ml) Aceite de Salvia hispdnica 90 uL 0429
(83,43 mg/mL) ’
Aceite de Salvia hispanica 60  Aceite de Salvia hispdnica 90 pL 0,306

uL (55,62 mg/mL) (83,43 mg/mL)
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Tabla 3. Frecuencias de la potencia del efecto antiangiogénico de los
tratamientos con aceite de Salvia hispdnica (chia) sobre la membrana
corioalantoidea de Gallus gallus domesticus.

Potencia del efecto antiangiogénico
Valor de
Fuerte p*

Grupos de

tratamiento Ausente

©) Débil (1) )

Agua ultrapura

6 (100%
30pL (blanco) ( ‘)

0 (0%) 0 (0%) -

Cloroformo 30pL

5 (83,3%) 0(0%) 1(16,7%) Ref.

(control)

Captopril 30 puL
(0,01 mg/mL)
(patron)

0 (0%) 0(0%) 6 (100%) 0,015

Aceite de Salvia
hispdnica 30 pL
(27,81 mg/mL)

0 (0%) 1(16,7%) 5(83,3%) 0,015

Aceite de Salvia

hispdnica 60 pL 0 (0%) 0(0%) 6 (100%)

(55,62 mg/mL)

0,015

Aceite de Salvia
hispdnica 90 pL
(83,43 mg/mL)

1 (16,7%) 0(0%) 5 (83,3%) 0,080

*Comparado con el grupo control

DISCUSION

El aceite de Salvia hispdnica, a las concentraciones 27,81
mg/mL, 55,62 mg/mL y 83,43 mg/mL, tiene efecto
antiangiogénico. Zihlif M. et al."® reportaron un porcentaje
medio de inhibicion respecto al control sobre lamembrana
corioalantoidea de embrién de pollo, con una inhibicién
del 49,1 + 4,1% (p=0,001) con el extracto de S. triloba.
Sin embargo, los autores de ese estudio examinaron
extractos crudos etandlicos de cuatro especies de Salvia,
a diferencia de nuestro estudio Unicamente con Salvia
hispdnica. El efecto antiangiogénico se explica por los
fuertes efectos citotdxicos de las especies S. dominica y S.
syriaca; el efecto inhibitorio en la proliferacién de células
endoteliales y migracién de células endoteliales de las
especies S. triloba 'y S. hormium; y finalmente, la actividad
inhibidora sobre la expresion del acido ribonucleico
mensajero (ARNm) del VEGF y el factor inducible por
hipoxia 1-alfa (HIF-1a) del extracto de S. triloba™?.

Asimismo, Lim et al, informaron que los 4cidos
grasos poliinsaturados (AGPl) como omega-3, acido
eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA),
componentes de Salvia hispdnica, inhiben el desarrollo de
carcinoma hepatocelular (HCC), mediante la inhibicion de
la expresion de la COX-2 y B-catenina™”. Hall M y Chavarro
J, en un estudio cohorte prospectivo de 22 afios con 500
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casos confirmados de cancer colorrectal, reportaron que
el consumo de acidos grasos omega-3 reduce el riesgo de
cancer de colon y colorrectal®®. Esto se debe a que, las tres
principales actividades antineoplasicos de los AGPI, son
la modulacion de la actividad de la COX; la alteracion de
la dindmica de la membrana y la funcién del receptor de
superficie celular y el aumento del estrés oxidativo celular®

Hay algunas pruebas de que la incorporacion de omega-3
en fosfolipidos de las membranas de las células altera la
fluidez, la estructura y/o funcion de las “balsas lipidicas”
o calveolae. Estos son microdominios esfingolipidos vy
ricos en colesterol que flotan libremente en la membrana
celular. La localizacion de los receptores de la superficie
celular, tales como receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), en las “balsas lipidicas” es crucial para
la sefializacion del receptor, para controlar la proliferacion
y la apoptosis™®.

Asimismo, el omega-3 puede tener un efecto
antineoplasico través de la alteracion en el estado redox
celular y un aumento del estrés oxidativo. Los acidos
grasos omega-3 son altamente peroxidizables, lo cual
genera especies de oxigeno reactivas (ROS), tales como
el radical superdxido. Muchas células tumorales muestran
vias celulares alteradas para el manejo de ROS, incluyendo
agotamiento del glutation, el principal antioxidante
intracelular. Una elevacion subsiguiente de los niveles de
ROS por medio de 4cidos grasos omega-3 puede inducir la
apoptosis de células de cancer™,

Stephenson, et al. ©@ han revisado mecanismos
subyacentes mds recientes que proporcionan fuertes
indicios de las acciones anti-tumorales de AGPI, omega-3
en las caracteristicas del cancer. En primer lugar, AGPI,
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En conclusién, el aceite de Salvia hispdnica, a las
concentraciones 27,81 mg/mL, 55,62 mg/mLy 83,43 mg/
mL, presentan efecto antiangiogénico sobre la membrana
corioalantoidea de Gallus gallus domesticus.
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