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2 Resumen

La presente investigacién tuvo como objetivo determinar el efecto protector del
extracto acuoso de Urtica dioica (ortiga) sobre los tumores de mama inducido en
Rattus rattus. Se emplearon 16 ratas distribuidas aleatoriamente en cuatro grupos de
cuatro ratas cada uno, donde el G1 recibié SSF 4 mg/mL, el G2, G3 y G4 recibieron
extracto de ortiga a dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg respectivamente. Los tumores
mamarios se indujeron con Dimetilbenzoantraceno -DMBA 20 mg/rata diluida en
aceite de soja (1 mL) y administrado por via oral con el uso de una sonda de metal.
Los tratamientos se evaluaran durante 16 semanas. El extracto tuvo un rendimiento
del 11,5% y presentd antocianinas, saponinas, flavonoides y taninos. Alcanzando
mayor actividad antitumoral del 47% con el extracto a dosis de 200 mg/Kg, ademas
de observarse que los tumores se ubicaron en mayor cantidad en la zona torécica, con
un volumen de méximo de inhibicion del 0,43 ml. Por tanto, se puede concluir que el
extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga) poseen efecto antitumoral, en

ratas albinas co induccion de tumores mamarios por DMBA.

Palabras clave: Actividad antitumoral, extracto acuoso, Urtica dioica, ortiga, Rattus

rattus.
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3 Abstract

The present investigation aimed to determine the protective effect of the aqueous
extract of Urtica dioica (ortiga) on breast tumors induced in Rattus rattus. Sixteen
rats were randomly distributed into four groups of four rats each, where G1 received
SSF 4 mg/mL, G2, G3 and G4 received nettle extract at doses of 50, 100 and 200
mg/Kg respectively. Mammary tumors were induced with
Dimethylbenzoanthracene-DMBA 20 mg/rat diluted in soybean oil (1 mL) and
administered orally with the use of a metal probe. Treatments will be evaluated for
16 weeks. The extract had a yield of 11.5% and presented anthocyanins, saponins,
flavonoids and tannins. Reaching greater antitumor activity of 47% with the extract
at a dose of 200 mg/Kg, in addition to observing that the tumors were located in
greater numbers in the thoracic area, with a maximum inhibition volume of 0.43 ml.
Therefore, it can be concluded that the aqueous extract of Urtica dioica (ortiga)
leaves has an antitumor effect in albino rats with the induction of mammary tumors
by DMBA.

Keywords: Antitumor activity, aqueous extract, Urtica dioica, ortiga, Rattus rattus.
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4 Introduccién

Antecedentes y fundamentacion cientifica

Esposito, E. et al (2019), realizaron una investigacion titulada “Perspectivas
terapéuticas de moléculas de extractos de UD para el tratamiento del cancer”, en el
cual se resaltan los beneficios, accién bioldgica y los efectos antiproliferativos y
apoptéticos de la Urtica dioica, mediante el examen de los resultados celulares y
moleculares de los tratamientos con extracto de UD en varias lineas de células
cancerosas humanas y modelos animales in vivo. Se demostré que UD puede ejercer
actividades bioldgicas contra el cancer a traves de varios mecanismos de accion, que
incluyen propiedades antioxidantes y antimutagénicas, induccion o inhibicion de
procesos clave en el metabolismo celular y capacidad para activar las vias
apoptoticas. La principal bioactividad de U. dioica se encontré6 en fracciones
lipofilicas (por ejemplo, extractos de diclorometano), lo que sugiere que los
compuestos lipofilicos son los principales responsables de las acciones
anticancerigenas. De las fracciones lipofilicas se aislaron fitoesteroles, triterpenoides
pentaciclicos, cumarinas, ceramidas y acidos grasos hidroxilo. También hay una
asociacién con el contenido de flavonoides y otras moléculas conocidas y/o
sustancias aun desconocidas. Entre las moléculas bioactivas alimentarias de U.
dioica, los flavonoides son compuestos polifendlicos que son capaces de inducir
efectos anticancerigenos a traves de diferentes mecanismos como la actividad
antioxidante, induccion de apoptosis, inhibicion del crecimiento y migracion

celulares.

D'Abrosca, B. et al (2019) realizaron un estudio titulado “Urtica dioica
L.inhibe la proliferacién y mejora la citotoxicidad del cisplatino en células de
NSCLC a través de la apoptosis mediada por estrés del reticulo endoplasmico”,
investigacion en la que se demuestra que la Urtica diotica (UD) inhibi6o la
proliferacién celular en las células seleccionadas del cancer de pulmén de células no

pequefias (NSCLC), mientras que no se observaron efectos toxicos en las células



pulmonares normales. La actividad citotoxica del extracto UD se evalud en lineas
celulares de NSCLC humano H460, H1299, A549 y H322, que fueron previamente
seleccionadas por nuestro grupo como modelos de células EGFR de tipo salvaje con
baja sensibilidad a las terapias basadas en cisplatino. Los resultados de estos
experimentos demostraron que UD disminuyo la proliferacion de células de NSCLC
de una manera dependiente del tiempo y de la dosis. Las lineas celulares estudiadas
mostraron una sensibilidad diversa al tratamiento, ya que el extracto vegetal ejercié
una actividad dos veces mayor en H1299 y A549. Se investigo si el extracto de UD
posee efectos citotoxicos, encontrandose que la a citotoxicidad solo fue apreciable a
dosis mas altas, lo que sugiere que UD inhibio preferentemente el crecimiento de las
células malignas de cancer de pulmon A549 y H1299. También se reveld que el
tratamiento con UD promovio el estrés del reticulo endopléasmico (RE) a través de la
activacion de GADD153 y DR5, induciendo finalmente la apoptosis.

Kardan, M., et al (2020) realizaron una investigacion denominada “El extracto
de Urtica dioica inhibe la proliferacion celular e induce la apoptosis en HepG2 y
HTCI116 como lineas celulares de cancer gastrointestinal”, en el cual se evalian los
efectos de las diferentes concentraciones de extracto metandlico de Urtica dioica
(MEUD) sobre la viabilidad, el patron de muerte y la expresion del gen relacionado
con la apoptosis en lineas celulares normales de fibroblastos dérmicos humanos
(HDF), hepatocarcinoma (HepG2) y linea celular de cancer de colon (HCT116),
encontrandose que MEUD mostré efectos antiproliferativos en las células HepG2 y
HTC116 después de 48 h con un valor de IC50 de aproximadamente 410 y 420
pg/ml, respectivamente (P <0,001). Se observaron células apoptoticas en células
HepG2 y HTC116, pero no en HDF. Ademas, se observé un aumento del nivel de
relacion BAX / BCL-2 en células HepG2 y HTC116 bajo el tratamiento de diferentes
concentraciones de MEUD. Concluyendo que MEUD puede influir en lineas

celulares de hepatocarcinoma y cancer de colon a dosis especificas.

Hodroj, M.H., et al (2020), en su investigacion denominada “El té de ortiga

inhibe el crecimiento de células de leucemia mieloide aguda in vitro al promover la



apoptosis” examinan las propiedades y mecanismos anticancerigenos del té de ortiga,
preparado a partir de las hojas de UD, en lineas celulares de leucemia mieloide aguda
(AML). El tratamiento de las lineas celulares de AML (U-937 y KG-1) con extracto
de hoja acuosa UD dio como resultado una inhibicidn de la proliferacion dependiente
de la dosis y el tiempo, un aumento de las caracteristicas apoptéticas, como el volteo
de la fosfatidilserina a la valva de la membrana externa y la fragmentacion del ADN
segun lo revelado por ELISA de muerte celular y ensayos de analisis del ciclo
celular. La induccion de la apoptosis en las células U937 implica alteraciones en la
expresion de Bax y Bcl-2 tras la exposicion al té de ortiga. Ademas, la composicién
quimica del extracto acuoso de UD indicé la presencia de multiples agentes
quimicos, como flavonoides y fenodlicos, principalmente patuletina, acido m/p-
hidroxibenzoico y é&cido cafeico, entre otros, a los que se afiaden los efectos
proapoptdticos y antitumorales. Otros compuestos detectados en cantidades mas
pequefias incluyen 6xido de bisabolol B, &cido galico, acido clorogénico y acido

homovanilico, todos asociados con propiedades anticancerigenas.

Dhouibi, et al (2019), realizaron un trabajo de investigacion titulado
“Deteccion de usos farmacologicos de Urtica dioica y otros beneficios”, en el
mencionado trabajo se resalta la amplia gama de efectos farmacoldgicos del extracto
de Urtica dioica, como el uso en trastornos cardiovasculares, en artritis reumatoide y

la posible prevencion de algunos efectos de la hiperplasia prostatica.

Mansoori, et al (2019), realizaron un trabajo de investigacion que lleva el titulo
“El extracto de Urtica dioica suprime el miR-21 y los genes relacionados con la
metastasis en el cancer de mama” , este estudio que hizo uso de ensayo MTT y una
prueba de raspado para evaluar los efectos de citotoxicidad y migracion de Urtica
dioica en las células de cancer de mama, determind que el extracto de Urtica dioica
podria inhibir la migracién de células cancerosas al regular miR-21, MMP1, MMP9,
MMP13, vimentina, CXCR4 y E Cadherin, asimismo, el extracto podria disminuir la
expresion de miR-21, lo que disminuye sustancialmente la sobreexpresién de MMP1,

MMP9, MMP13, vimentina y CXCR4 y aumenta la E-cadherina en el grupo tumoral.



Quezada, Gamarra & Azahuanche, (2021). Evaluaron los componentes
bioactivos y el efecto de seis extractos acuoso y etandlicos de Sambucus peruvianus,
Passiflora ligularis, Urtica dioica Desmodium molliculum, Lomatia ligularis y
Malva silvestris como antibacterianos frente a microorganimos como E. coli y P.
aureginosa, como agentes causales de las infecciones urinarias y puerperales. El
screening fitoquimico evidencid que los extractos contenian flavonoides, esteroides,
taninos, flavonoides y antocianinas. Los extractos etandlicos de Lomatia ligularis y
Sambucus peruvianus presentaron efecto antibacteriano frente a P. aureginosa,;
mientras que Passiflora ligularis Desmodium molliculum presentaron mayor efecto

antibacteriano al inhibir del crecimiento de E. coli.

Cisneros et al., (2022), evalu6 la seguridad en ratones y la eficacia protectora
del extracto etandlico de Cenchrus echinatus L. (cadillo) frente a los tumores
mamarios en ratas producidos por Dimetilbenzoantraceno-DMBA. Los resultados de
DL50 y toxicidad a 45 dias mostraron que el extracto no es tdxico, ya que no causo
alteraciones fioldgicas en los especimenes, no alterd los parametros de bioquimica
sanguinea, ademas microscopicamente protegio a las glandulas mamarias del DMBA
hasta un 76,92 %. Se concluye que el extracto de cadillo es seguro y protector frente

a los tumores de mama inducido por DMBA en roedores.

Marco tedrico

Cancer de mama.

La OMS denomina al término cancer como un término muy amplio que se
puede aplicar a un conjunto de enfermedades que llegn a afectar a cualquiera de
nuestras partes del organismo. Es causado por el desequilibrio de las células
normales en células enfermas o tumorales, cuyo proceso demanada de mdaltiples

etapas, donde se tiene a la progresion de heridas precancerosa o benignas que pueden



migrar a un tumor maligno. Estos cambios ocurren como producto de multiples
factores entre elos los factores genéticos divididos en tres categorias de como agentes
externos, pudiendo ser la radiacion o rayos ionizantes (carcindgenos fisicos), humo
de tabaco y el arsénico (carcindgenos quimicos), asi tambien pueden virus, bacterias
y parésitos (carcindgenos bioldgicos). Las neoplasia mas frecuente en las mujeres
son el de mama (18.3%), cérvix (9.6%), estomago (6.5%), tiroides (5.0%), colon
(4.9%); en el caso del sexo masculino son el de prostata (21.3%), estomago (9.6%),
pulmén (6.0%) y colon (5.0%) (Arroyo, 2017).

En lo que respecta al tipo de cancer en cuestion, esta se define como una
enfermedad heterogénea que exhibe una amplia variedad de presentaciones clinicas,
tipos histoldgicos y patrones de crecimiento. Todas estas variables determinan un
prondstico individualizado para cada paciente, por lo que se requiere un cuidadoso
andlisis para la toma de una decision de los tratamiento, con participan de diveras

areas (Fernandez, et al., 2021).

A nivel latinoamericano, el cancer esta cnsiderado como la segunda causa de
las muertes (Chile), seguido de los problemas cardiovasculares. Se estima que uno
de cada cuatro decesos ocurridos en ese pais es provocada por la aparicion de masas
tumorales, llegando a la muerte de 26 mil personas al afio. La misma que esta
asociada a la poca educacién y la ubicacion rural de las muejres que padecieron esta
enfeermedad, siendo mas propensos a factores de riesgo de tipo hormonal y por

diferencias en las etapas de la transicion epidemiologica (Cofre, 2020).

En un estudio en Cuba, se analizd el cancer de mama y su caracterizacion
epidemiologica”, tras el andlisis del historial clinico de pacientes femeninos Se
encontré que el mayor por ciento de mujeres diagnosticadas de cancer de mama, el
mayor porcentaje menciond no haber tenido lesiones antes de su diagnostico, mintras
casi el 25% refirid que tenian lesiones. Tambien se encontré que el 52% de las
mujeres diagnosticadas con cancer presentaron sobrepeso 0 eran obesas. Existen

factores de riesgo del tipo endocrino y reproductivos, donde la menarquia precoz,



lactancia materna, se present6 en las difgnosticadas con cancer de mama. Tambien se
Ilego apreciar que las mujeres diagndsticadas con esta enfermedad refirieron no tener
familiares que hayan sufrido esta enfermedad (Ramos, 2015).

Las causas de las neoplasia mamarias no son conocidas. Aproximadamente el
80% de las mujeres con cancer refieren que suele presenarse esporadicamente sin
factores de riesgo que lo expliquen: EI 99% de las mujeres sufren de céancer de
mama. La neoplasia de mama aumenta con el pasar de los afios, aumentando la
posibilidad de aparicién posterior a la menopausia. Los pacientes que fueron tratados
de algun tumor por un tumor primario de mama incrementan el riesgo de un segundo
tumor mamario. Los riesgos de padecer de tumores de mama son: la actividad
hormonal de sustitucion, tratamietos con radiaciones ionizantes, gen de
susceptibilidad y presentar un desarrollo genealdgico autosomico dominante (calero,
1999).

Los signos de aletra de la neoplasia de mama son diferentes en las persona,
inclusive en algunos casos no presentan signos ni sintomas, siendo necesarios
considerar ciertas sefiales como presentar un bultos extrafios al nivel de la mama o la
axila, incremento del grosor o inflamacion en alguna parte de la mama. Aparicion de
irritacion o hundimientos en diversas zonas de la piel, descamacidn, enrojecimiento o
hundimiento del pezon mamario. Secreciones diferente a la leche materna, inclusive

sangre. Cambios del tamafio y forma de la mama. Dolor en el nivel de la mama.

Urtica dioica (ortiga).

El género Urtica pertenece a la familia Urticaceae en el grupo de los
angiospermas. Existen aproximadamente 46 especies de plantas del género Urtica,
entre los méas reconocidos se encuentran Urtica dioica L. y la ortiga Urtica. urens L.,
originarias de Europa, Africa, Asia y América del Norte. La Urtica diotica, es una
planta herbacea, perenne y de floracion anual que crece en suelos ricos y himedos

con una altura que varia entre 0,5-1 m, y es la especie mas comin y es generalmente



conocida como ortiga. El crecimiento de esta planta se da preferentemente en tierras
baldia tropicales y templadas en todo el mundo, adaptandose en todos los entornos.
El nombre Urtica proviene del verbo latino “urere” que quiere decir “quemar”,

atribuido a las extensiones punzantes en las hojas. (Esposito et al, 2019).

Ortiga posee hojas carnosas, caidas, aserradas y con forma de corazén. De
manera caracteristica las superficies de las hojas se presentan dentadas, peludas y con
aguijones; estas hojas se unen en pares opuestos al tallo. Los pelos punzantes,
denominados “tricomas” contienen altas concentraciones de acido férmico e
histaminas que inducen una sensacion de ardor, dolor o escozor al rozar que puede
durar hasta 12h. Las flores con dioicas, el fruto es pequefio y ovalado de color
amarillo verdoso. La planta pierde sus caracteristicas irritantes durante la coccion, la
propiedad de combustion del jugo se disipa con el calor y los brotes tiernos pueden

utilizarse con fines culinarios (Esposito et al., 2019).

Ortiga es rica en aminoacidos esenciales, minerales como calcio, hierro,
magnesio y fosforo, y vitaminas como C, B, K. Dentro de los compuestos
biologicamente activos encontramos terpenoides, carotenoides (incluyendo b-
caroteno), neoxantina, violaxantina, luteina y licopeno, acidos grasos (especialmente
palmitico, linoleico, linonénico), diferentes compuestos polifendlicos, clorofila,
taninos, carbohidratos, esteroles, polisacaridos e isoléctinas. Las hojas contienen
aproximadamente 4.8 mg de clorofila, ademas, contienen mayores cantidades de
calcio y magnesio, que en los tallos y raices. El contenido fendlico total, de un gramo
de polvo de ortiga es de 129 mg, que es dos veces mas alto que el contenido de
fendlico en 100 ml de jugo de ardndano. Se ha demostrado que las ortigas son mas
ricas en polifenoles individuales que otras plantas silvestres. Se observo que todas las
partes (raices, tallo y hojas) de UD son una fuente rica en estas sustancias y que su
contenido es mayor en las plantas silvestres que en las domesticadas. Se informo que
las muestras de raices de la variedad mediterranea contenian compuestos fenélicos,
como acido ferulico y polifenoles como naringina, acido elagico, miricetina y rutina.

Las raices también contenian lignanos (secoisolariciresinol), fitoesteroles (p. Ej., B-



sitosterol), polisacéridos, isolectinas (principalmente U. dioica aglutinina), cumarinas
(p. Ej., Escopoletina), simples fenoles (p. Ej, p-hidroxi-benzaldehido), é&cidos
triterpenoicos y monoterpendioles (Esposito et al., 2019).

Las propiedades medicinales de ortiga estan relacionadas con efectos
antiinflamatorios, antiasmaticos, astringentes, depurativos, galactogogos, diuréticos,
nutritivos y estimulantes. Los 0ltimos estudios revelan que Urtica diica posee
también propiedades antiinflamatorias y antitumorales. La ortiga extrae la proteina
quimioatrayente de monocitos 1 ligeramente aumentada y la liberacién de oncogén
relacionada con el crecimiento de las células epiteliales intestinales no estimuladas,
estimulando la sefializacion de MyD88 / NF-kB / p38, preservando asi la integridad
epitelial y mejorando la defensa intestinal en estado estable. Ademas, el extracto de
raiz redujo la secrecion de oncogeén relacionada con el crecimiento y la proteina
quimioatrayente de monocitos inducida por lipopolisacaridos y la expresion de
ciclooxigenasa-2 en las células epiteliales intestinales, mostrando asi el potencial
efecto protector contra el dafio tisular causado por los procesos de inflamacion
(Dhouibi et al., 2020)

Un estudio evalud el potencial anticancerigeno con el extracto de ortiga, en el
que se demostré que ortiga inhibio diferencialmente la proliferacion celular en
células lineas celulares de cancer de pulmon, teniendo una mayor accién en las lineas
A549, H1299; mientras que no mostrd toxicidad sustancial en células epiteliales
bronquiales normales y células de fibroblastos pulmonares. El estudio de Kardan, M.,
et al, también demostré que el extracto de ortiga inhibe la proliferacion celular e
induce la apoptosis en lineas celulares de cancer gastrointestinal, los efectos
antiproliferativos en las células HepG2 y HTC116 fueron evidentes después de 48 h .
Los efectos citotoxicos del extracto sobre la leucemia mieloide aguda son mostrados
en un estudio en el cual se encontr6 que el extracto de Urtica dioica reduce
significativamente la proliferacion en un 68,5% a las 48h y un 81% en 72h
(Mansoori et al., 2017).



Ortiga se ha utilizado ampliamente en la medicina popular como agente
antihiperglucémico para tratar la diabetes mellitus. Se han demostrado diversos
efectos farmacologicos de las hojas de ortiga, incluidos el secretagogo de insulina y
los miméticos de la insulina. Otros también informaron que el extracto de ortiga tiene
una potencia de proliferacion y actividades inhibidoras de la alfa-glucosidasa .
Diversos ensayos clinicos demuestran que el consumo de ortiga disminuye
significativamente los niveles de glucosa en sangre en ayunas, la hemoglobina Alc,
la proteina C reactiva, triglicéridos y la presion arterial sistélica (Batool et al., 2017).

En estudios con roedores, las pruebas de tolerancia a la glucosa indican que la
ortiga reduce el azucar en sangre, aumenta la secrecion de insulina de los islotes y
reduce la inflamacién. Otros estudios demuestran que los efectos de un exceso de
acido palmitico (FFA) fueron parcialmente revertidos ortiga, la que mejoré la
expresion de adiponectina y la actividad ceramidasa en presencia de un exceso de
FFA. También redujo la acumulacion de ceramida y aumento la sensibilidad a la
insulina mediante una fosforilacion mejorada de Akt (Rios et al., 2016). También se
ha demostrado que la administracion de extracto de ortiga en ratones diabéticos
inducidos por estreptomicina mejora el estrés oxidativo y el dafio mitocondrial, esta
accion posee un efecto sinérgico si es usado con la pioglitazona. La ortiga mostro un
potencial terapéutico para la atenuacion del estrés oxidativo y la hiperglucemia
inducida por la diabetes, esta puede considerarse como tratamiento adicional para la

neurotoxicidad diabética (Colimba, 2017).

Justificacion de la investigacion

Este trabajo se justifica de manera tedrica ya que brindara grandes aportes
cientificos, que serviran como referencia cientifica para otras investigaciones futuras
relacionadas al estudio antitumoral de productos naturales como en esta oportunidad

corresponde al extracto de ortiga frente al cAncer de mama.



La investigacion se justifica metodoldgicamente, ya que logrard poner a
disposicion diversos instrumentos de recoleccion de datos, también pondra a
disposicién diversas metodologias y modelos farmacoldégicos que seran de
referencias para futuras investigaciones, donde se podran evidenciar el efecto de

medicamentos y productos naturales antitumorales con el caso de ortiga.
Socialmente aportard un producto natural seguro y eficaz a bajo costo,

considerando la economia del paciente y la disponibilidad de los tratamientos con

menor cantidad de reacciones adveras.

10



Problema

¢Cudl seré el efecto del extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga) sobre los

tumores mamarios inducidos en Rattus rattus?

11



Conceptuacion y operacionalizacion de las variables

o _ _ Tipo de
Definicion conceptual de la Dimensiones
) Indicadores escala de
variable (factores)
medicién
Antitumoral: Los antitumorales | tumores Ndmero Unidades,
son todas aquellas sustancias de Tamario mm, cm
origen natural o sisntético que ubicacion
estan relacionadas con lo que
impide el crecimiento anormal de
las células (Instituto nacional del
cancer, 2022).
Urtica dioica (ortiga): Es una | Estudio Metabolitos | Ausencia,
planta que crece en la amazonia, | fitoquimico | secundarios. | poca,
debido a su elevado contenido de reqular 'y
flavonoides y compuestos abundante
fendlicos 'y quinonas tiene cantidad.

propiedades antitumorales,
antineoplasicos, antiinflamatorios,
antibacteriano y antioxidantes.

(Garzon, 2019).
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Hipdtesis

Hipotesis alternativa:
Ha= El extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga) tiene efecto antitumoral

en Rattus rattus.

Hipotesis nula:
Ho= EIl extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga) no tiene efecto

antitumoral en Rattus rattus.

Objetivos

Objetivo general
Determinar el efecto del extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga) sobre

tumores mamarios inducidos en Rattus rattus.

Objetivos especificos
1. Obtener el extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga)

2. Realizar el estudio fitoquimico del extracto acuoso de las hojas de Urtica

dioica (ortiga).

3. Evaluar el efecto antitumoral del extracto acuoso de las hojas de Urtica

dioica (ortiga) en Rattus rattus.

13



5 Metodologia

a) Tipoy disefio de investigacion

Tipo de investigacion

El estudio es de naturaleza bésica ya que permitird aportar con nuevos
conocimientos relacionados a las variables de estudio, esto permitira que futuras
investigaciones cuenten con informacién confiable y pertinente (Rodriguez,
2020).

Disefio de la investigacion

La investigacion experimental permite la manipufiacion de las variables de
manera intencional (indepeniente), para analizar la variable dependiente
Hernandez et al., (2006). Por lo tanto, la presente investigacion busca determinar
el efecto antitumoral del extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga)

en Rattus rattus, en donde se tuvo en cuenta el siguiente disefio experimental:

Grupos farmacologico tratamiento
Grupo 1 SSF
Grupo 2 DMBA
Grupo 3 DMBA + ortiga 50 mg/Kg
Grupo 4 DMBA + ortiga 100 mg/Kg
Grupo 5 DMBA + ortiga 200 mg/Kg

14



b) Poblacion, muestra y muestreo
Poblacién
Segun Arias, et al., (2016), describe que la poblacion que se estudia podria estar
formada por personas, juicios, maquinas, documentos, etc, ésta poblacion debera

de cumplir ciertos requisitos importantes para el investigador.

La poblacion, estara constituida por plantas de ortiga una poblacion Rattus rattus.

Criterios de inclusion
- Se incluyeron ratas albina cepas Holtzman, hembras y sanas.

- Se incluyeron muestras vegetales frescas y en buenas condiciones.

Criterios de exclusién

- Se excluiran ratas de otras cepas, ratas viejas y ratas enfermas.

- Se excluirén hojas secas y con hongos.

Muestra

La se define como una parte de la poblacién que cumplen requisitos de inclusién y
exclusion para una adecuada seleccidn, su nimero debe ser representativo, siendo
importante describir sus caracteristicas durante el disefio de la investigacion
(Hernéandez, et al., 2014). Para nuestro estudio nuestra muestra estara conformada

por hojas de ortiga y 20 ratas albinas cepa Holtzman.

Técnica de muestreo

Kinnear y Taylor, (1998), consideran que el muestreo se clasifica en muestreo
probabilistico y no probabilistico; para el muestreo probabilistico cada individuo
de la poblacion tiene la posibilidad de ser seleccionado para el estudio. Para
nuestro trabajo de investigacion usaremos el probabilistico, ya que los

especimenes fueron seleccionados de manera aletoria.
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c) Téecnicas e instrumentos de investigacion

Obtencion de la muestra vegetal:

Se compraré el material vegetal fresco del mercado de la chacra a la olla, traidas
de la Ciudad de Huaraz-Per0. en cantidad suficiente de 1 Kg, la muestra vegetal
sera dispuesta sobre papel kraft hasta su uso.

Obtencion del extracto (CYTEC, 1995)

Para la preparacion del extracto acuoso, las hojas de ortiga seran lavadas y
colocadas en vaso de precipitacion y se les agregara 250 mL de agua y se tapara
con una luna de reloj durante 5 minutos, se filtrara y el filtrado se colocara a 40°C
en estufa hasta peso constante. El residuo seco, sera denominado extracto acuoso,
el cual serd conservado en frasco de color &mbar a 4°C, luego éste residuo servira

para realizar el estudio fitoquimico y ensayo farmacolégico.

Screening fitoquimico del extracto etandlico de ufia de gato (Lock de Ugaz,
2017).

El estudio fitoquimico del extracto acuoso de las hojas de ortiga se le practicara,
las reacciones antocianidinas para identificar antocianinas, la reaccion de la
espuma para identificar saponinas, la reaccion de gelatina para identificar
taninos y finalmente la reaccion de Shinoda para identificar flavonoides,
empleandose la siguiente escala: Ausencia (-), Poca cantidad (+), Regular
Cantidad (++), Abundante cantidad (+++).

Induccion de las masas tumorales de mama (Barros et al., 2004).

El estudio se realizara con 16 ratas hembras de un peso promedio de 80-100 g
divididas en 4 grupos de 4 ratas cada uno: el primer grupo recibira SSF 4 mg/Ml,
el segundo, tercero, cuarto recibiran extracto de ortiga en dosis de 50, 100 y 200
mg/Kg respectivamente. Los tumores de la glandula mamaria seran inducidos

con dosis Unica de DMBA 20 mg/rata diluida en aceite de soja (1 mL) y
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administrado por via oral con sonda. Los tratamientos se evaluaran durante 16
semanas. Se cada semana se evaluaran el nimero, tamafio y ubicacion de las

masas tumorales por grupo.

d) Procesamiento y analisis de la informacion

Valderrama (2015), considera que posterior a la recopilacion de la informacion,
se debe de proceder a aplicar mecanismos estadisticos para dar solucion a nuestro
problema, de tal manera permita aceptar o rechazar nuestras teorias planteadas.
Los datos obtenidos fueron recopilados en una tabla de recoleccién de datos, asi
mismo se presentaron en tablas y figuras, las mismas que sirvieron para
encontrarla estadistica descriptiva, considerando multiples parametros, entre ellas
el valor medio, la media, error estandar, moda, también se realizd la prueba
estadistica de andlisis de varianza de una sola entrada, para todo los casos se
utilizo el programa Excel para Windows, considerandose para ambos casos una p
<0,05.
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6 Resultados

Tabla 1
Porcentaje de rendimiento al obtener el extracto acuoso de las hojas de Urtica
dioica (ortiga).

Caracteristicas de la muestra utilizada Férmula

para obtener el extracto

Extracto acuoso de las hojas de Urtica | %R = Cantidad obtenida x 100

dioica (ortiga). 100 gramos
Cantidad: 100 g
%R =(11,5¢/100) X100 =115¢

En la tabla 1 se muestra el porcentaje de rendimiento del extracto acuoso de las hojas
de Urtica dioica (ortiga) por cada 100 gramos de muestra, siendo el valor obtenido

de 11,5 gramos.
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Tabla 2
Screening fitoquimico de las hojas de Urtica dioica (ortiga).

Metabolito secundario Reaccién cantidad
Antocianinas Antocianidina +++
saponinas Espuma ++
Taninos Gelatina +
Flavonoides Shinoda +

Donde: (-) =Ausencia, (+)=poca cantidad, (++)= regular cantidad, (+++)=abundante
cantidad.

En la tabla 2. Se muestra los niveles de metabolitos secundarios encontrados en el
extracto acuoso de la corteza de Urtica dioica (ortiga). Donde las antocianinas se
encuentran en abundante cantidad, las saponinas en regular cantidad y los

flavonoides y taninos en poca cantidad.
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Figura 1. Ndmero de masas tumorales de mama inducido por DMBA en ratas.

En la figura 1. Se evidencian que el nimero de las masas tumorales totales inducidas
por DMBA a la semana 16 fue de 28 en el grupo control SSF 4 mL/Kg, mientras que
con el extracto de ortiga a dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg fueron de 25, 20 y 17

tumores respectivame nte.
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Porcentaje de inhibicidon de masas tumorales

Figura 2. Porcentaje de actividad antitumoral en ratas con induccién de cancer de mama por DMBA.

La figura 2, muestra el porcentaje de actividad antitumoral en ratas, donde el grupo
control negativo no presenté actividad antitumoral, mientras que los grupos que
recibieron tratamiento el extracto de ortiga fue de 11, 25 y 47 % para las

concentraciones de 50, 100 y 200 mg/kg respectivamente.
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Figura 3. Masas tumorales de mama segln la ubicacion en las ratas.

En la figura 3. Se evidencian el nimero total y ubicacion de las masas tumorales de
mama en la semana 16 de tratamiento, se encontrd6 que 51 tumores en total se

produjeron en la zona toracica, 26 en la zona abdominal y 14 en la zona inguinal.
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Figura 4. Volumenes promedios de las masas tumorales de mama producidas a la semana 16 de los

tratamientos.

En la figura 4. Se observan que el promedio del volumen de los tumores para el
grupo SSF 4 ml/Kg fue de 1,01 ml, mientras que para los grupos que recibieron
como tratamientos extracto de ortiga fueron de 0,77 ml para el grupo que recibio el
extracto 50 mg/Kg, 0,59 ml para extracto 100 mg/Kg y 0,43 ml para extracto 200
mg/Kg.
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7 Andlisis y discusion

En la tabla 1, se muestra un porcentaje de rendimiento del extracto acuoso de
Urtica dioica (ortiga) fue del 11,5%, es decir que por cada 100 gramos de muestra
vegetal se obtuvieron 11,5 gramos de extracto acuoso cuyos resultados son similares
a los reprotados por Yasig (2019), quien obtuvo un rendimiento del extracto acuoso
de ortiga del 11,2%, el mismo que lo empeld para elaboracion de producto

agroindustriales.

En la tabla 2 se muestra el estudio fitoquimico del extracto acuoso de las hojas
de Urtica dioica (ortiga) ha evidenciado la presencia de antocianinas en abundante
cantidad, saponinas en regular cantidad y taninos y flavonoides en poca cantidad,
éstos resultados se asemejan a los reportados por Quezada, Gamarra & Azahuanche.
(2021), quienes al realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos de plantas
empleadas en Amazonas encontraron que el extracto de Urtica dioica presentaba

elevada cantidad de antocianinas y regular cantidad de saponinas.

En la figura 1 se muestran la cantidad de masas tumorales producidas por
DMBA durante 16 semanas, donde el grupo que recibié SSF 4 mL/Kg fue de 28
masas tumorales, mientras que en los tratamientos fueron 25 tumores para el grupo
que recibio 50 mg/Kg de extracto, 20 tumores para el grupo con extracto 100 mg/Kg
y 17 tumores para el grupo que recibié 200 mg/Kg, observandose una disminucion
de las masas tumorales dependientes del incremento de las dosis, éstos resultados son

apoyados con los encontrados por Cisneros et al., (2022), quien reportd que al
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evaluar el efecto de Cenchrus echinatus (cadillo) se inhibi6é la aparicion de masas

tumorales inducidos por DMBA en ratas.

Asi mismo en la figura 2 se observa el porcentaje de actividad antitumoral del
extracto acuosos de las hojas de Urtica dioica (ortiga) donde el grupo que recibio el
extracto a dosis de 50 mg/Kg logro inhibir la aparicion de masas tumorales en un
11%, mientras que el extracto a una concentracién de 100 mg/kg logré inhibir la
formacion de masas tumorales en 25%, siendo muy significativo en el grupo que
recibio extracto a dosis de 200 mg/kg con un porcentaje de inhibicién de 47%.
También se encontré que la zona donde mayormente se forman los tumores es la
zona toracica, seguido de la zona abdominal y finalmente en la zona inguinal (figura
3), las masas tumorales durante la semana 16 presentaron volimenes promedios de
1,01 ml (SSF), 0,77 ml (extracto 50 mg/Kg), 0,59 ml (extracto 100 mg/Kg) y 0,43 ml
(extracto 200 mg/Kg) (figura 3), cuyos resultados son equivalentes a lo reportado
por Cisneros et al., en el 2022, quién al estudiar el efecto antitumoral de la muestra
vegetal cadillo inducido con DMBA en ratas, se encontr6 que los flavonoides y
compuestos fenolicos disminuian la paricion y del volumen de las masa tumorales,

de manera dosis dependiente.
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8

Conclusiones

1.

Se obtuvo el extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga) con

porcentaje de rendimiento del 11,5%

Se realiz6 el estudio fitoquimico el extracto acuoso de las hojas de
Urtica dioica (ortiga), evidenciandose la presencia de antocianinas,

saponinas, flavonoides y taninos.

Se encontro que la administracion oral del extracto acuoso de las hojas
de Urtica dioica (ortiga) presentd una actividad antitumoral del 47%

con concentraciones del extracto de 200 mg/Kg.

Por lo tanto, se puede concluir que el extracto acuoso de las hojas de

Urtica dioica (ortiga), posee actividad antitumoral en Rattus rattus.
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10 Recomendaciones

1. Determinar la actividad antitumoral de productos vegetales ricos en
metabolitos activos como los compuestos fendlicos y flavonoides que

presentan mayor actividad antioxidante.

2. Emplear otros modelos farmacolégicos con actividad antitumoral diversa.

3. Evaluar la seguridad de los extractos antes de iniciar la evaluacién

antitumoral a dosis Unica y dosis repetidas.
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13 Anexos

Anexo 1

Ficha de recoleccion de datos

NUmero y Localizacion

Dimensiones de las masas

N° TTO MT tumorales (cm)/rata V= (L)X(A)X.(G)
Tordcica  Abdominal  Inguinal Largo ancho grosor
1 SsSF4mLiKg 8 5 2 1 0,90 0,90 1,00 0,81
2 SSF4mL/Kg 7 3 3 1 1,00 1,10 1,00 1,10
3  SSF4mL/Kg 7 4 2 1 1,00 0,90 1,00 0,90
4 SSF4mL/Kg 6 3 2 1 1,10 1,00 1,10 1,21
5  ortiga 50 mg/Kg 7 4 3 1 0,90 0,80 0,90 0,65
6 ortiga 50 mg/Kg 6 3 2 1 1,00 0,90 0,90 0,81
7 ortiga 50 mg/Kg 6 4 1 1 0,90 1,00 0,90 0,81
8 ortiga 50 mg/Kg 6 3 2 1 1,00 0,90 0,90 0,81
9 ortiga 100 mg/Kg 5 3 1 1 0,80 0,90 0,80 0,58
10 ortiga 100 mg/Kg 4 2 1 1 0,80 0,80 0,90 0,58
11  ortiga 100 mg/Kg 6 3 2 1 0,80 0,90 0,80 0,58
12  ortiga 100 mg/Kg 5 3 1 1 0,90 0,80 0,90 0,65
13  ortiga 200 mg/Kg 4 2 1 1 0,80 0,80 0,70 0,45
14 ortiga 200 mg/Kg 4 3 1 0 0,80 0,80 0,70 0,45
15  ortiga 200 mg/Kg 4 3 1 0 0,80 0,70 0,80 0,45
16 ortiga 200 mg/Kg 5 3 1 1 0,7 0,7 0,8 0,39

Donde: TTO=Tratamiento, MT= masas tumorales, T=toracica, A= abdominal,

I=inguinal, V=volumen, (L)=largo, (A)=ancho, (G)= grosor.
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Anexo 2

Matriz de consistencia

Problema | Variables Objetivos Hip6tesis Metodologia
Objetivo general
Determinar el efecto del
extracto acuoso de las
. . . Hipdtesis
hojas de Urtica dioica P
. alternativa:
(ortiga) sobre tumores
, , . . Ha= EI extracto
(Cuél  serd mamarios inducidos en
acuoso de las
el efecto del Rattus rattus. ] _
extracto _ hojas de Urtica | Ting de Investigacion:
Antitumoral o - dioica  (ortiga) | Basica
acuoso de Objetivos especificos L
. tiene efecto | Disefio de
las hojas de 1.0bt | extract L
i -Jbtener €1 extracto | antitumoral  en | Investigacion:
rtica acuoso de las hojas | patis rattus. Experimental
dioica de  Urtica dioica Poblacion: Rattus rattus,
i Urtica dioica
(ortiga) (ortiga)
sobre  los Muestra: 16 Rattus
i io | Hipdtesis nula: rattus, hojas de Urtica
tumores 2.Realizar el estudio p doice J
- fitoquimico del | Ho= El extracto |
mamarios ract delas | acuoso de las Técnica e Instrumento
. . extracto acuoso de las
inducidos en ) | boias de Urtica de recoleccion de datos:
Rattus hojas de Urtica dioica | NOJ Se utiliz6 la técnica de la
rattus? (ortiga). dioica (ortiga) no | observacion y como

Urtica dioica

(ortiga).

3.Evaluar el efecto
antitumoral del
extracto acuoso de las
hojas de Urtica dioica
(ortiga) en Rattus

rattus.

tiene efecto
antitumoral en

Rattus rattus.

instrumento una tabla de
recoleccion de datos.
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Anexo 3
Estadistica descriptiva del namero de tumores formados al evaluar el efecto

antitumoral del extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga).

Parametro SSF 4 ortiga 50 ortiga 100  ortiga 200
mL/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Media 7 6,25 5 4,25
Error tipico 0,40824829 0,25 0,40824829 0,25
Mediana 7 6 5 4
Moda 7 6 5 4
Desviacion estandar 0,81649658 0,5 0,81649658 0,5
Varianza de la muestra  0,66666667 0,25 0,66666667 0,25
Curtosis 1,5 4 1,5 4
Coeficiente de

asimetria 0 2 0 2
Rango 2 1 2 1
Minimo 6 6 4 4
Maximo 8 7 6 5
Suma 28 25 20 17
Cuenta 4 4 4 4
Nivel de

confianza(95,0%) 1,29922826 0,79561158 1,29922826 0,79561158
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Anexo 4

Analisis de varianza del nimero de tumores formados al evaluar el efecto

antitumoral del extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga).

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

SSF 4 mL/Kg 4 28 7 0,66666667
ortiga 50 mg/Kg 4 25 6,25 0,25
ortiga 100
mg/Kg 4 20 5 0,66666667
ortiga 200
mg/Kg 4 17 4,25 0,25
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 18,25 3 6,08333333 13,2727273 0,00040489 3,49029482
Dentro de los
grupos 55 12 0,45833333
Total 23,75 15
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Anexo 5

Estadistica descriptiva del volumen de tumores (ml) formados al evaluar el

efecto antitumoral del extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga).

Parametro SSF 4 ortiga 50 ortiga 100  ortiga 200
mL/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Media 1,005 0,7695 0,594 0,434
Error tipico 0,09133273 0,0405 0,018 0,014
Mediana 1 0,81 0,576 0,448
Moda #N/A 0,81 0,576 0,448
Desviacion estandar 0,18266545 0,081 0,036 0,028
Varianza de la muestra  0,03336667 0,006561 0,001296 0,000784
Curtosis 3,27545182 4 4 4
Coeficiente de

asimetria 0,09844236 -2 2 -2
Rango 0,4 0,162 0,072 0,056
Minimo 0,81 0,648 0,576 0,392
Méaximo 1,21 0,81 0,648 0,448
Suma 4,02 3,078 2,376 1,736
Cuenta 4 4 4 4
Nivel de

confianza(95,0%) 0,29066149 0,12888908 0,05728403 0,04455425
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Anexo 6

Andlisis de varianza del volumen de tumores (ml) formados al evaluar el efecto

antitumoral del extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica (ortiga).

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

SSF 4 mL/Kg 4 4,02 1,005 0,03336667
Ufia de gato 50
mg/Kg 4 3,078 0,7695 0,006561
Ufia de gato
100 mg/Kg 4 2,376 0,594 0,001296
Ufia de gato
200 mg/Kg 4 1,736 0,434 0,000784
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 0,71938275 3 0,23979425 22,8333796  3,0051E-05 3,49029482
Dentro de los
grupos 0,126023 12 0,01050192
Total 0,84540575 15
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Anexo 7
Formulario de autorizacion para la publicacion de documentos de investigacién
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Anexo 8

Constancia de similitud emitida por vicerrectorado de investigacion

Efecto del extracto acuoso de las hojas de Urtica dioica

(ortiga) sobre tumores mamarios inducidos en Rattus rattus.
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