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Resumen

El estudio de Puya chilensis (Bromeliaceae) se fundamenta en parte en
antecedentes populares, estos sefialan que la goma producida por la penetracién de la
larva de la “mariposa del chagual” (Castnia psittacus) en la base del tallo, es usada en
ethnomedicina (0 complementaria) como reemplazo de la goma tragacanto o arabiga,
ademas de ser usada como emoliente y astringente. Por otro lado, algunos estudios en
esta familia de plantas han demostrado las propiedades anticancerigenas de algunos de
sus miembros, como por ejemplo Ananas comosus, conocida popularmente como “pifia”.
En donde, el jugo de esta presento una inhibicién de las células tumorales de ovario
(A2780) y colon (HT-29) en bajas dosis comparadas con el control alelopético.

En este sentido y en base a los reportes encontrados sobre la familia de las
Bromeliaceae, se espera que la especie Puya chilensis presente una considerable
actividad antioxidante y una potencial actividad anticancerigena sobre la linea tumoral de
colon HT-29.

Para esto es necesario determinar el contenido de fitoconstituyentes de interés
gue aporten a la medicina complementaria, y a la necesidad de mejorar terapias
relacionadas con el cancer reduciendo los efectos secundarios de estas. Para ello se
debe estimar el contenido de fenoles, flavonoides y antraquinonas de esta especie, al
igual que la evaluacion de propiedades antioxidante, por medio de tres técnicas
espectrofotométricas, dos basadas en el mecanismo de transferencia de atomos de
hidrégenos (DPPH- y TRAP) y uno basado en el mecanismo de transferencia de
electrones (FRAP). Sumado a la medicion de la actividad citotoxica de los diferentes
extractos en polaridad creciente de la flor y el tallo de esta especie.

Los resultados obtenidos indicaron que el extracto de acetato de etilo de la flor
presentd: el mayor contenido de fenoles, flavonoides y antraquinonas y por ende una
mayor actividad antioxidante en todos los modelos utilizados, lo cual respalda la mayor
actividad citotdxica presentada por este extracto sobre las células cancerigenas de colon
(HT-29) y las células epiteliales control (CoN). Estos resultados requieren ser
complementados con ensayos de permeabilidad de membrana, actividad de caspasa-3,
entre otros, como su vez la determinacion de los principios activos presentes en el
extracto de acetato de etilo de la flor de Puya chilensis; con el fin de introducir en un futuro
a la especie como un co-ayudante en la medicina complementaria para los tratamientos

paliativos de esta enfermedad.



Abstract

The study of Puya chilensis (Bromeliaceae) is based, in part, on popular
backgrounds, they indicate that the gum produced by the penetration of the larva of the
"Chagual butterfly" (Castnia psittacus) at the base of the stem, is used in ethnomedicine
(or complementary medicine) as a replacement for tragacanth or arabic gum, as well as
being used as an emollient and astringent. On the other hand, some studies about this
family of plants have demonstrated the anticancer properties of some members, such as
the Ananas comosus, popularly known as "pineapple”. In this case, the juice of this one
presents an inhibition of ovarian (A2780) and colon (HT-29) tumor cells in low doses
compared to the allelopathic control.

In this sense and based on the reports found on the family of Bromeliaceae, the
Puya chilensis species is expected to exhibit considerable antioxidant activity and potential
anticancer activity on the HT-29 colon tumor line.

To this end, it is necessary to determine the content of phyto-constituents of
interest that they contribute to complementary medicine, and to the need to improve
cancer-related therapies by reducing the side effects of these. In order to do so, the
content of phenols, flavonoids and anthraquinones of this species should be estimated, as
well as the evaluation of antioxidant properties, using three spectrophotometric
techniques, two of them based on the hydrogen atom transfer mechanism (DPPH and
TRAP) and one based on the electron transfer mechanism (FRAP) besides the
measurement of the cytotoxic activity of the various extracts in the growing polarity of the
flower and stem of this species.

The results obtained indicate that the ethyl acetate extract of the flower showed:
the higher content of phenols, flavonoids and anthraquinones and; therefore, a higher
antioxidant activity in all the models used, which supports the greater cytotoxic activity
presented by this extract on colon cancer cells (HT-29) and control epithelial cells (CoN).
These results require being completed with membrane permeability assays, caspase-3
activity among others, as well as the determination of the active principles in the extract of
ethyl acetate of the Puya chilensis flower, in order to introduce the species in the future as

a co-assistant in complementary medicine for the palliative treatments of this disease.
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A lo largo del desarrollo de las sociedades, estas han intentado determinar las
causas de fendmenos propios de la vida, como el envejecimiento, enfermedades o la
muerte, hoy en dia sabemos que pertenecen a procesos fisiol6gicos propio de los
organismos celulares, como es el crecimiento, declive, envejecimiento y muerte de las
células, este ciclo parece tener una funcion directa con el metabolismo y especificamente
con el equilibrio homeostético de este, donde las especies reactivas de oxigeno (ERO)
cumplen un rol fundamental® 2.

Las especies reactivas del oxigeno son moléculas donde dicho elemento puede
encontrarse de forma radicalaria y no radicalaria, estas actian como agentes oxidantes,
pero también una ERO son aquellas moléculas que facilmente son convertidas en
radicales libres. Por lo tanto, el oxigeno es inestable en estas especies, ya que posee una
gran actividad como agente oxidante, debido a conservar un estado fisico apropiado para
esto, pues posee solubilidad en agua y propiedades termodindmicas satisfactorias para
realizar el trabajo oxidativo, las cuales no presentan otros elementos como los halégenos,
ya que la reactividad cinética de estos, los hace inadecuados como agentes oxidantes
biolégicos, y por otro lado el nitrégeno es un agente oxidante demasiado pobre® ®. Es por
esto que en el concepto ERO se incluye a los radicales libres de oxigeno (RL) y a otros
compuestos del mismo elemento, que si bien no pueden clasificarse quimicamente como
RL, si son altamente prooxidantes y capaces de generar estas inestables moléculas

durante su metabolismo®.

Un RL se puede definir como aquella especie quimica que posee un electron (e-)
desapareado. Esta situacion le confiere una alta capacidad de reaccion, practicamente
con cualquier molécula, lo que también condiciona su corta existencia. Los RL se pueden

formar a partir de &tomos o moléculas por tres vias®.
1) Ruptura homolitica del enlace covalente de una molécula.
2) Pérdida de un e-.
3) Adicién de un e-.

Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la
molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con

un electrén desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que destruye
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nuestras células. La vida media biolégica de un radical libre es de microsegundos, pero
tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran
dafio a biomoléculas, membranas celulares y tejidos®. Desde el punto de vista molecular
son pequefias moléculas ubicuitarias (que pueden estar en cualquier parte) y difusibles
gue se producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena
respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal, y en
las plantas a nivel de cloroplastos, ademas de las reacciones de oxidacion, como
consecuencia producen dafio celular (oxidativo) al interactuar con las principales

biomoléculas del organismo.
Rol favorable de ERO en el organismo.

Por otra parte, las ERO cumplen un rol fundamental en nuestro propio organismo,
cuando este los produce en concentraciones adecuadas, es por esto que lucha contra
microorganismos que puedan presentar una amenaza para el desarrollo del sistema?
empleando el procesos de fagocitosis, ademas de esto favorece la sintesis de colageno y
de prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis de
catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la biomembrana y favorecen la

quimiotaxis®.

Por otro lado, en los afios 80 se describi6 la naturaleza quimica y la via biosintética
de un mediador difusible de corta vida media responsable de la relajaciéon del masculo liso
vascular, identificado como 6xido nitrico (-NO). Este hallazgo representd el
descubrimiento de un nuevo RL reconocido como un mediador central del flujo sanguineo
y la entrega de oxigeno a los tejidos y demostré que las ERO desempefian una funcion
critica no solo en la respuesta inflamatoria y en lesiones de tejidos del organismo (dafio
histico), sino que también regulan la transduccién de sefiales intracelulares®. Otra funcion
vital de esta molécula es establecer un adecuado flujo sanguineo Utero-placenta-feto es
esencial para un buen crecimiento fetal. El 6xido nitrico liberado por las células
endoteliales de la placenta, arterias uterinas, y vasculatura umbilical, inhibe la activacion
plaquetaria y promueve la dilatacion de la vasculatura Gtero-placentaria-fetal, por lo que
disminuye la resistencia vascular en estas estructuras y facilita el flujo sanguineo al feto®.
Ademas datos recientes, muestran que niveles fisiologicos de ERO en determinadas
etapas de la gestacion, regulan la funcion celular, a través del control de la produccion y

activacion de sustancias con gran actividad biolégica, capaces de activar muchas vias de

12



sefalizacién intracelular, lo que les confiere valor fisiolégico a las especies reactivas en
este periodo, pues la generacion de estas especies y la de encimas antioxidantes esta en
un perfecto balance oxidativo, si este se ve alterado y aumentan las concentraciones de
ERO esto puede traer complicaciones del embarazo como el parto prematuro, restriccién
del crecimiento, preeclampsia y aborto espontaneo®’.

Metabolismo del balance redox

La evidencia demuestra que existe un rol fisiologico fundamental para estas
especies, en diferentes &mbitos del organismo, en donde existe un estricto manejo de las
concentraciones de estas, para asi poder evitar el desbalance redox, ademas es
necesario tener en cuenta que este balance se logra a partir de encimas que son
antioxidantes enddgenas y controlan las concentraciones de las ERO® (Figura 1), en esta
se observa que la enzima que actua frente al radical anion superéxido (05 -), el cual como
principal fuente tiene a la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, es la
superéxido dismutasa, la cual dismutan el oxigeno para formar peroxido de hidrégeno
(H,0,). Cuando es generado el H,0, este puede ser transformado por dos enzimas, por la
Catalasa (CAT) o por otro lado por el complejo glutatidnico, la cual es enzima selenio-
dependiente, pero en ambos caso el resultado es la estabilidad de la ERO formando como
producto principal el agua. En el caso de estas dos Ultimas enzimas pueden actuar a nivel
mitocondrial y citoplasmatico, y en el caso de SOD cuando actia en el citoplasma es
dependiente de cobre y cinc (CuZn-SOD), y en la mitocondria sera dependiente de
manganeso (MnSOD)®, como lo muestra la Figura 1. A partir de esto se puede mantener

un balance oxidativo que asegure la homeostasis celular.

Estas enzimas antioxidantes enddgenas, en ocasiones pueden verse
sobrepasadas y establecer un estado de desbalance redox, lo cual promovera un estrés
oxidativo, pues al no poder estabilizar el H,0, este puede ser transformado a radical
hidroxilo (OH-) por medio de la reaccién de Fenton, la que a través de la presencia del
Hierro (Il) o cobre (I) es capaz de generar este dafino radical, como lo muestra el
Esquema 1, que por su vida media corta es capaz de dafiar a cualquier macromolécula

que se encuentre a su alrededor?, promoviendo entonces el estrés oxidativo de la célula.
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Figura 1: Produccion y control de ERO en la mitocondria y el citoplasma. Los electrones
son recogidos por NADH e incorporados en la cadena transportadora de electrones a

través de los diferentes complejos con el fin de generar energia.

Dicha reaccién de Fenton consiste en la oxidacién de una sal de hierro en estado
acuoso en presencia de H,0,, como lo muestra el esquema de Fenton en el que el hierro

es oxidado de hierro (lI) a hierro (ll), generando el peligroso radical hidroxilo (HO -)®.
Felioy + Hy0, — Felyfy +HO- +HO™
Esquema 1: Reaccién de Fenton

De esta forma se establece un estado de estrés oxidativo en la célula, el cual se
presenta en diversos estados patolégicos, donde se altera la funcionalidad celular,
contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de enfermedades degenerativas como la

aterosclerosis, cardiomiopatias, enfermedades neuroldgicas y cancer?.

Por lo tanto, el dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicién de la
materia viva a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio redox que debe

existir entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes
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encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas
o por un incremento exagerado de la produccién de especies reactivas del oxigeno. Todo
esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-funcion en cualquier
organo, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto se reconoce como mecanismo
general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia primaria o la evoluciébn de un
namero creciente de entidades y sindromes de interés médico-social, involucrado en la
génesis y en las consecuencias de dichos eventos®. El aumento considerable de la
concentracion ERO puede estar determinado por agentes externos como por la
administracion de paracetamol y furosemida, entre otros, pero ademas existen agentes
como la exposicion a tetracloruro de carbono, humo de cigarrillos, las radiaciones
ionizantes, la luz solar, el shock térmico, aumento de metales pesados, xenobioticos, y
las sustancias que oxidan el glutation (GSH), como producto de aumento de estas

especie® °.

Por otro lado existen otras formas de aumento de la concentracion de ERO, desde
el punto de vista metabdlico, no relacionados necesariamente con la produccion natural
de estas especies por parte del organismo, como son la dieta hipercalérica e insuficiente
en antioxidantes, diabetes, procesos inflamatorios y traumatismos, fendmenos de

isquemia - reperfusion y ejercicios extenuantes®.
Dafio oxidativo.

El evidente aumento en la concentracion de estas especies promueve el estrés
oxidativo lo cual provoca que las especies radicalarias actien en las macromoléculas, es
decir, se sabe que los RL oxidan a los aminoacidos, que constituyen a las proteinas
produciendo diversas modificaciones tales como: la formacién de grupos carbonilo,
asociacion de fragmentos proteicos por entrecruzamientos de enlaces disulfuro,
rompimiento de enlaces peptidicos, incremento en la hidrofobicidad, ocasionando que las
proteinas sufran cambios en su estructura, actividad y funcionalidad, est4 perdida de
funcionalidad genera un dafio oxidativo que presenten un deterioro en la actividad
hormonal y enzimatica, asi como el transporte de iones, ademas de una mayor

sensibilidad a la degradacion proteolitica™.

Por otro lado, los &cidos grasos poliinsaturados, que son parte esencial de los
fosfolipidos, que forman la bicapa lipidica de los diferentes tipos de membranas, los

cuales proporcionan en estas fluidez, al ser oxidados por los RL dan lugar a la
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lipoperoxidacién, una reaccion en donde estos lipidos ceden sus electrones a los RL,
promoviendo una reaccion en cadena que estd compuesta por tres etapas, la primera es
la de iniciacién, en donde el RL es capaz de sustraer un electron, oxidando al lipido
poliinsaturado promoviendo la radicalizacion de este. En la segunda etapa se da curso a
la reaccion de propagacion, donde el radical lipidico comienza una reaccién en cadena
autocatalitica con suficiente potencial para consumir a estos lipidos. Finalmente, en la
tercera etapa se generan productos no radicales por la reaccién de la interaccion radical-
radical, formando productos de aldehidos como el malondialdehido (MDA), el cual es el
mas conocido y estudiado™®.

Este efecto provoca el mayor dafio a la célula al producir cambios en la estructura
molecular de la membrana, lo anterior aunado a la formacién de puentes disulfuro de las
proteinas de membrana, dan como resultado la pérdida de permeabilidad y estabilidad de
la membrana, provocando la muerte celular'®. Por lo tanto la peroxidacién de lipidos
expuestos al oxigeno es responsable del dafio a los tejidos in vivo; los cuales pueden
producir cancer, enfermedades inflamatorias, ateroesclerosis y envejecimiento. Los
efectos deletéreos se consideran atribuidos a los radicales libres (ROQOe, RO+, OHs¢),
producidos durante la formacion de perdxidos a partir de acidos grasos con enlaces

dobles interrumpidos*2.

Los RL también atacan los acidos nucleicos como el acido desoxirribonucleico
(ADN), el cual es una molécula donde se guarda la informacion genética que se transmite
de una generacion a otra; dafiando a los genes que codifican a las proteinas necesarias y
lleven a cabo todas las funciones celulares. Se sabe que el dafio oxidativo sobre el ADN
es producido especificamente por el OH:, conduce a diversas modificaciones,
principalmente en la desoxirribosa, provocando una liberacion de las bases nitrogenadas
que se encuentran unidas a este azlcar. Lo anterior produce el rompimiento de una o
ambas cadenas ocasionando deleciones que dan como resultado mutaciones,
reordenamientos cromosomicos, activacion o inactivacion de genes, que afectan incluso
la biosintesis de cadenas de ADN. Ademas el Estrés oxidativo produce errores durante la
transcripcion y traduccion del acido ribonucleico (ARN). Asi, el dafio oxidativo sobre las
diversas biomoléculas puede conducir a un deterioro del metabolismo y estructura celular

que provoca la muerte de las células™.
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Este dafio a ADN se considera el suceso crucial en la carcinogénesis. Se han
reportado al menos 100 diferentes tipos de lesiones oxidativas al ADN que promueven el
proceso de carcinogénesis. El atague oxidante a esta molécula puede ocurrir a nivel de
las bases nitrogenadas o el azucar fundamentalmente. El dafio a las bases nitrogenadas
origina modificaciones de bases, tales como la 8-hidroxi,2"-desoxiguanosina, la cual es
una modificacion altamente mutagénica, ademas del timidin glicol y la 8-hidroxi-citosina.
Por otra parte, el dafio oxidativo al azucar produce la pérdida de la base nitrogenada, lo
cual genera sitios apurinicos o apirimidinicos (sitios AP) que promueve la ruptura de una
cadena o de las dos cadenas del ADN, esto a su vez provoca inestabilidad genética.
También pueden generarse entrecruzamientos de las cadenas de ADN. De esta forma, el
estrés oxidativo es una causa significativa de dafio al ADN que provoca mutaciones e

inestabilidad genética, ambos implicados en la carcinogénesis*® **.

A partir de esto es posible sefialar que el dafio oxidativo al ADN no es la Unica
caracteristica que sostiene al cancer, de hecho este es un conjunto complejo de
enfermedades genéticas distintas unidas por caracteristicas comunes, las cuales surgen a
partir de variadas etapas y procesos mutagénicos™. Dentro de estos se incluye un
potencial ilimitado de proliferacion, autosuficiencia a sefiales de crecimiento, por ende
presenta también resistencia a las sefales de anti-crecimiento, evasion a la apoptosis,
genera nuevos vasos sanguineos para poder llevar nutrientes y oxigeno a todas las
células carcinogénicas (angiogénesis), y ademas metastatiza, estas son las seis
caracteristicas expuestas por Hanahan y Weinberg en el afio 2000%°, posteriormente fue
sefialada la existencia de una séptima caracteristica que es la evasién de vigilancia

inmune®’.

Posteriormente ademas de estas siete caracteristicas surgen cinco mas con el fin
de comprender a mayor cabalidad el mecanismo y caracteristicas de las células
cancerigenas. Estas cinco caracteristicas estan relacionadas con el estrés, estas son:
estrés proteotoxico, el mitético, metabdlico y el oxidativo, y por ultimo, el estrés y dafio en
la replicacion del ADN, a pesar de que estas se describen para el cancer, no son
exclusivas de este, puesto que se pueden observar en otras condiciones como
inflamacion crénica®™. Finalmente las doce caracteristicas se orientan y describen de la

siguiente manera:
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1. Potencial ilimitado de proliferacién: muchos y tal vez todos los tipos de células de
mamiferos llevan un programa intrinseco, de células autébnomas que limita su
multiplicacion. Este programa parece operar independientemente de las vias de

sefializacion de célula a célula®®.

Las observaciones de las células cultivadas indican que varios tipos de células
humanas normales tienen la capacidad de 60-70 duplicaciones antes de morir. Los
primeros trabajos han demostrado que las células en cultivo tienen un potencial de
replicacion finito. Una vez que tales poblaciones celulares han progresado a través de un

cierto nimero de duplicaciones, dejan de crecer, un proceso denominado senescencia*®
18

El mantenimiento de los teldbmeros, lo cual evade la senescencia celular, es
evidente en practicamente todos los tipos de células malignas. De una u otra forma, los
telomeros se mantienen a una longitud por encima de un umbral critico, y esto a su vez
permite la multiplicaciéon ilimitada de células descendientes, lo cual lleva al aumento de

células aberrantes o malignas®® *°.

2. Autosuficiencia a la sefial de crecimiento: las células normales requieren sefiales
de crecimiento mitogénicos antes de que puedan pasar de un estado de reposo a un
estado proliferativo activo. Estas sefiales se transmiten en la célula por receptores
transmembrana que se unen a distintos tipos de las moléculas de sefializacion como:
factores de crecimiento difusible, componentes de la matriz extracelular y moléculas de
adhesidén/interaccion célula a célula. Ningun tipo de célula normal puede proliferar en

ausencia de tales sefiales estimuladoras®®.

La dependencia de la sefializacién de crecimiento es evidente cuando se produce
la propagacién de las células normales en cultivo, que tipicamente proliferan cuando se
alimentan con factores difusibles mitégenos apropiados y un sustrato adecuado para sus
integrinas. Tal comportamiento contrasta fuertemente con las células tumorales, que
muestran invariablemente una dependencia muy reducida de la estimulacién de
crecimiento exégeno. La conclusién es que las células tumorales generan muchas de sus
propias sefales de crecimiento, reduciendo asi su dependencia de la estimulacién de su
microambiente del tejido normal. Esta ausencia de la dependencia de las sefiales

provenientes de forma exdgena interrumpe un mecanismo homeostético criticamente
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importante que normalmente funciona para garantizar un comportamiento adecuado de

los diversos tipos de células dentro de un tejido®.

3. Resistencia a la sefales de anti-crecimiento: dentro de un tejido normal, multiples
sefales anti-proliferativas operan para mantener la quiescencia celular y la homeostasis
del tejido; Estas sefiales incluyen ambos inhibidores de crecimiento solubles y los
inhibidores inmovilizados embebidas en la matriz extracelular y en las superficies de las
células cercanas. Estas sefiales inhibidoras del crecimiento, como sus homdlogos que
actlan positivamente, son recibidas por receptores de superficie celular de

transmembrana acoplados a los circuitos de sefializacion intracelular'® 2.

Las células cancerosas incipientes deben evadir estas sefiales anti-proliferativas si
han de prosperar. Gran parte de la sefializacion que permite a las células normales
responder a las sefiales anti-crecimiento esta asociado con las etapas del ciclo celular,
especificamente los componentes que regulan el transito de la célula a través de la fase

G1 de su ciclo de crecimiento® %,

4, Apoptosis: la capacidad de las poblaciones de células tumorales para expandirse
en nimero se determina no sdlo por la velocidad de proliferacion celular, sino también por
la tasa de desgaste de la célula. La muerte celular programada (apoptosis) representa
una fuente importante de este desgaste. La resistencia a la apoptosis, es una

caracteristica de la mayoria y quizas todos los tipos de cancer*®.

La resistencia a la apoptosis puede ser adquirido por las células cancerosas a
través de una variedad de estrategias. Sin duda, la pérdida que ocurre mas
frecuentemente de un regulador pro-apoptético a través de la mutacién implica el gen p53
que es un supresor de tumor. La inactivacién funcional resultante de su producto, la
proteina p53, se ve en mas de 50% de los canceres humanos y los resultados en la
eliminacion de un componente clave del sensor del dafio en el ADN que pueden inducir la
el efector de la cascada apoptética. Las sefiales evocadas por otras anormalidades,
incluyendo la hipoxia y la hiperexpresién oncogénica, también son canalizadas a través de
p53 en parte a la maquinaria apoptética; estos también estan deteriorados en la apoptosis
cuando la obtencion de la funcion de p53 se pierde. Ademas, la via PKB/PI3 quinasa AKT,
que transmite sefiales de supervivencia anti-apoptoticas, es probable que participan en la
mitigacion de la apoptosis en una fraccion sustancial de los tumores humanos. Este

circuito de sefializacion de supervivencia se puede activar por factores extracelulares
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tales como IGF-1/2 o IL-3, por sefiales intracelulares que emanan de Ras, o0 por la pérdida
del supresor de tumores PTEN, un fosfolipido fosfatasa que normalmente atenta la sefial
de supervivencia AKT. Recientemente, un mecanismo de supresion de la sefial de la
muerte FAS ha sido revelado en una alta proporcion de lineas celulares de carcinoma de
pulmén y colon. Por lo cual se espera que practicamente todas las células cancerosas

albergan alteraciones que permiten la evasion de la apoptosis'® %,

5. Angiogénesis: el oxigeno y los nutrientes suministrados por la vasculatura son
esenciales para la funcion celular y la supervivencia. Durante la organogénesis, esta
cercania es asegurada por el crecimiento coordinado de los vasos. Una vez que se forma
un tejido, el crecimiento de nuevos vasos sanguineos, el proceso de angiogénesis es
transitoria y cuidadosamente regulado. Debido a esta dependencia de los capilares
cercanos, parece plausible que la proliferacion de células dentro de un tejido tendria una
capacidad intrinseca para fomentar el crecimiento de los vasos sanguineos. Pero la
evidencia es lo contrario. Con el fin de progresar a un tamafio mas grande las neoplasias

incipientes deben desarrollar la capacidad angiogénica®® 2.

6. Metéastasis: mas pronto o mas tarde durante el desarrollo de la mayoria de los
tipos de cancer humano, masas tumorales primarias generan células pioneras que
invaden los tejidos adyacentes, y desde alli viaja a sitios distantes en los que pueden
tener éxito en la fundacion de nuevas colonias. Estos asentamientos distantes de células
tumorales en proceso de metastasis son la causa del 90% de las muertes por cancer
humano. La capacidad de invasién y metastasis de cancer permite a las células escapar
de la masa del tumor primario y colonizar nuevos terrenos en el cuerpo donde, al menos

inicialmente, los nutrientes y el espacio no son limitativos*.

7. Evasion a la vigilancia inmune: el microambiente metabdlico de las células
tumorales puede inhibir la funcién antitumorales de efectores inmunes tales como
linfocitos T citotdxicos (CTL) y células asesinas naturales (NK), promoviendo la atraccion
de células inflamatorias que participan en la progresion tumoral. Los macrofagos
asociados a tumores (TAM) a menudo se enriquecen en &reas tumorales hipéxicas
perinecroticas, lo cual constituyen un marcador de prondstico negativo. La acidificacion de

zonas tumorales puede inhibir la actividad de las células NK.
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Los pacientes con alta carga tumoral han aumentado los niveles de lactato en
suero, y lactato pueden ejercer efectos inmunosupresores potentes, como se ve en el
cancer avanzado. Por lo tanto, lactato suprime la proliferacion, produccién de citoquinas, y
la actividad citolitica de CTL. Las células cancerosas a menudo sobreexpresan indolamina
2,3-dioxigenasa (IDO), una enzima que cataboliza triptéfano para la via de la quinurenina
y el estrés oxidativo. IDO sobreexpresion se ha implicado en el cancer asociado a la
anorexia, y esta puede ser producida por las células tumorales, provocando ka muerte de
CTL por apoptosis. Estos ejemplos ilustran que las intervenciones terapéuticas disefiadas
para corregir el metabolismo del tumor anormal y, en particular, la inhibicion de
produccion de lactato, o IDO pueden restablecer una respuesta inmune antitumoral

defectuosa®’.

8. Estrés y dafio en la replicacién del ADN: basado en los analisis de mutaciones, es
evidente que los tumores, especialmente tumores sélidos, pasan a través de etapas de
inestabilidad genémica extrema que resultan en la acumulacion de mutaciones puntuales,

deleciones, reordenamientos cromosémicos complejos, y la amplia aneuploidia™.

Se cree que los niveles elevados de dafio a ADN en tumores de fase inicial se
deben a varios factores. Primero, el acortamiento de los telémeros debido a la replicaciéon
en ausencia de actividad de suficiente telomerasa conduce a la aparicién de roturas de la
doble hebra (DSB) en extremos teloméricos. Las fusiones posteriores de estos extremos
desprotegidos inician los ciclos de rotura-fusion de puente que resultan en translocaciones
y eventos de amplificacion génica. Ademas la activacion de oncogenes en las lesiones
precancerosas se ha demostrado que aumenta la delecién de la doble hebra y la
inestabilidad gendmica, probablemente por la hiper-replicacién del ADN. Por dltimo, la
mutacion de genes implicados en cualquiera de los programas de reparacion del ADN
(tales como la escision, reticulacion, o de reparacion de genes) o en las vias de ATM y la
sefalizacién de p53, puede conducir a un mayor dafio en el ADN, y una progresion del

ciclo celular inapropiada, y la inestabilidad genémica®®.

9. Estrés proteotoxico: el estrés proteotoxico se ve alterado por la aneuploidia y el
namero de copias de genes alterando el equilibrio relativo de las sefiales de crecimiento y
de supervivencia, promoviendo la tumorigénesis. Estos desequilibrios aumentan la
cantidad de agregados de proteinas no plegadas téxicos en la célula y una carga

adicional sobre los mecanismos de plegamiento de proteinas y de degradacion. Este
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estrés proteotdxico se contrarresta, en parte, por la ruta de respuesta de choque térmico,

que promueve el plegamiento apropiado y / o la degradacion proteolitica de proteinas™.

10. Estrés mitético: la inestabilidad gendmica genera defectos en proteinas mitéticas,
lo cual se traduce en la segregacion cromosémica y defectos en el punto de control de
ensamblaje del huso mitético, el cual coordina la entrada a anafase. Este fenémeno
podria estar determinado por mutaciones en oncogenes (Ras) y supresores de tumores
(p53)™.

11. Estrés metabdlico: las células normales obtienen la mayor parte de su ATP a
través de la fosforilacién oxidativa mitocondrial, pero por otro lado las células cancerosas
para producir predominantemente energia lo hacen por el método menos eficiente de la
glucdlisis y secretan una gran cantidad de acido lactico, incluso en condiciones de alta
concentraciones de oxigeno. Esta transicion a la glucdélisis para la produccion de energia
proporciona varias ventajas al tumor incluyendo adaptacion a un entorno bajo en oxigeno
y la acidificacion del microambiente circundante, que promueve la invasion tumoral y

suprime la vigilancia inmune™.

12. Estrés oxidativo: finalmente, la Ultima caracteristica a analizar es el estrés
oxidativo, el cual tiene una gran implicancia en las células cancerigenas, la cuales llegan
a generar mas ERO que las células normales, esto puede estar dado tanto por la
sefializacién oncogénica y la regulacion a la baja de la funcién mitocondrial. Ademas,
ERO son mediadores de sefializacion importantes, y su presencia puede contribuir a la
transformaciéon. Por ejemplo, ERO promueve la activacion del factor de transcripcion
inducible por hipoxia 1 (HIF-1), el cual puede promover el interruptor glucolitica y la
angiogénesis observada en los tumores y por ende generar una mayor cantidad de vasos

sanguineo que puedan nutrir y oxigenar a las células cancerigenas™.

Este conjunto de caracteristicas se ve implicado en los diferentes tipos de
canceres, los cuales tienen mdltiples tratamientos, donde el objetivo de estos es que los
procedimientos demuestre una toxicidad diferencial hacia las células tumorales con
respecto a células normales, de esta manera el cancer puede ser tratado mediante la
induccién de estas células a experimentar apoptosis, necrosis, senescencia o bien la

diferenciacion, promoviendo asi la interrupcion de la autonomia del cancer™.
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Estos tratamientos cada vez se hacen mas importantes, pues el cancer se ha
tornado mas frecuente en la sociedad moderna, y el diagnéstico y clasificacion debe ser
cada vez més certeros, pues si se analiza el contexto de esta enfermedad segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de las principales causas de
morbilidad (proporcion de personas que enferman en un sitio y tiempo determinado) y
mortalidad en todo el mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2
millones de muertes relacionadas con esta enfermedad. En el mismo afo, los tipos de
cancer diagnosticados con mas frecuencia en el hombre fueron los de pulmén, estébmago,
higado, prostata, colon y recto, y en el caso de la mujer fueron los de mama, pulmon,

estomago, cuello uterino, colon y recto #°.

Por otra parte el cancer de colon y de recto representa la tercera causa de muerte
en Chile, después del gastrico y biliar. Excluyendo los tumores del recto, la tasa cruda de
mortalidad del cancer de colon ha aumentado de 3,7 por cada 100.000 habitantes en
1990 a 6,2 por cada 100.000 habitantes en 2003, tendencia que se observa tanto en
hombres como en mujeres. Particularmente, segun el Departamento de Estadisticas e
Informacion de Salud (DEIS), ministerio de salud, gobierno Chile, en la region de
Valparaiso la tasa de defunciones por este cancer esta por sobre los limites nacionales,
registrandose en el afio 2000 una taza de 7,3 por cada 100.000 habitantes y el 2011 10,9
por cada 100.000 habitantes®.

Es por esta alza de pacientes que es importante analizar los tratamientos que se
llevan a cabo contra el cancer de colon con el fin Ultimo de complementar estas terapias y
hacerlas mas selectivas, la principal modalidad terapéutica para el cancer de colon es la
cirugia, la cual consiste en la reseccion en bloque del tumor y su drenaje linfatico, con
margenes adecuados tanto longitudinal como circunferencial, con esto se pretende lograr

la curacion de los casos de las etapas iniciales hasta en el 70% de estas?’.

El manejo quirdrgico del cancer de colon juega un papel importante en las
modalidades del tratamiento actual, de hecho, los avances de manejo adyuvante en
enfermedad avanzada han aumentado la sobrevida®. El cirujano tiene un papel
preponderante en el prondstico final; una resecciéon del tumor con margenes adecuados y
ganglios resecados en su totalidad, proporcionara un pronostico adecuado para tomar la
decision de manejo adyuvante en los casos necesarios; un procedimiento quirdrgico

inadecuado con méargenes insuficientes, o bien con reseccion incompleta de ganglios va a
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producir mayor numero de recaidas, ya sea a distancia o locales, sin repuesta adecuada a
manejos posteriores, pues Las posibilidades de recurrencia luego del tratamiento, ya sea
sélo quirdrgico o con farmacos adyuvantes, son directamente relacionados con la etapa
clinica, siendo aproximadamente de 10, 30 y 60% para las etapas I, Il y I,

respectivamente®®
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Figura 2: Farmacos utilizados en el tratamiento del cancer:

A) Irinotecan, B) Oxaliplatino y C). 5-fluorouracilo

Ademas de las cirugias, los tratamientos estandar en pacientes con cancer
metastasico de colon y/o recto desde hace décadas se basan en el uso de quimioterapia
con una fluoropirimidina. La aparicibn de nuevas drogas en la practica cotidiana ha
permitido incorporar dos agentes mas, como los derivados del platino e inhibidores de
topoisomerasa |. De acuerdo con los resultados obtenidos en diversos estudios, hoy en
dia se sabe que la combinacién de una fluoropirimidina con oxaliplatino o irinotecan (ver
Figura 2) incrementan de manera importante el tiempo de vida, tiempo libre de progresion
y calidad de vida en comparacién con sélo ofrecer terapia de apoyo con 5-fluorouracilo
(5FUV), si bien en sus inicios, se utiliz6 como monoterapia y, en la actualidad, se aplica de
manera combinada con otros citostaticos, es la sinergia de estos farmacos la que ha

demostrado un incremento de seis a doce meses de sobrevida®® .

Para poder potenciar estas terapias, se han introducido complementariamente los
productos naturales al tratamiento del cancer, y otras enfermedades, pues las plantas
tienen una larga historia en este tipo de tratamiento. Sin embargo, a veces han sido

observadas con cierto escepticismo por las caracteristicas propias de la enfermedad,
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actualmente, muchas personas que padecen de cancer desean someterse a terapias

conocidas como alternativas®.

Estas terapias alternativas o complementarias se basan en la utilidad que poseen
compuestos activos de frutas y/o verduras, entre otros, frente a estas enfermedades.
Especificamente en el cancer se cree que las propiedades antioxidantes de estos
alimentos protegen las células de ERO y dafio al ADN que puede resultar en mutacion y
posterior carcinogénesis® *. Los compuestos activos o micronutrientes con propiedades
antioxidantes incluyen la vitamina E, vitamina C, B-caroteno y otros carotenoides, ademas
de fitoconstituyentes conocidos como metabolitos secundarios, donde confluyen

flavonoides, antraquinonas, y algunos polifenoles, entre otros®.

Se ha demostrado que micronutrientes como la vitamina E induce la muerte celular
en células del cancer colorrectal y aumenta la inhibicion del crecimiento de éstas células
por el 5-fluorouracilo (posiblemente el Unico tratamiento mas eficaz para el cancer
colorrectal avanzado), lo que sugiere que es (til como tratamiento complementario
para éste tipo de cancer®. La vitamina E parece ser beneficiosa en ciertos casos y
experimentos con animales sugieren que las altas dosis de vitamina E pueden aumentar

la eficacia de la quimioterapia.

También Se ha descubierto que el consumo de alimentos con B-caroteno, protege
contra los dafios producidos por los rayos X, ademas de que el consumo de alimentos con
vitamina C y B-carotenos disminuye el riesgo de desarrollar algunos tipos de canceres®.
Sin embargo estudios clinicos en fumadores utilizando tetraterpenoides, especialmente el
B-caroteno mostraron un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén y un aumento de
la mortalidad por este cancer, en comparacion a aquellos sujetos que no consumieron
estos suplementos. Este efecto negativo se ha atribuido a que la atmésfera libre de
radicales libres en los pulmones de los individuos expuestos al humo del cigarro puede
aumentar la oxidacion del B-caroteno y la formacion de ciertos metabolitos que aceleran el
proceso de tumorogénesis® *. Por lo tanto, es evidente que utilizar estos micronutrientes
como terapia complementaria aporta a los tratamientos medicinales establecidos, sin
embargo, el consumo de estos es importante administrarlos en dosis y condiciones
adecuadas, pues el efecto que estos poseen puede variar segun el contexto en el que se
esta suministrando, es necesario también mantener un balance de estos para obtener el

resultado esperado.
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En cuanto a los fitoconstituyentes activos son moléculas que provienen de un
metabolismo especial, formadas producto de la biosintesis, transformacion y degradacién
de metabolitos primarios mediante la accion de proteinas especializadas. Una de las
principales diferencias que presentan estos con relacion a los metabolitos primarios es su
distribucién restringida a los microorganismos y el reino vegetal, siendo, a veces,

%. 38 Los metabolitos secundarios a menudo

caracteristicos de un género o especie
contienen mas de un grupo funcional, por lo tanto, suelen presentar multiples
bioactividades. Adema4s, puesto que estos compuestos estan presentes en las mezclas
complejas, garantizan proteccion contra una amplia variedad de predadores como
herbivoros, y agentes patdgenos como virus y bacterias®’. Dentro de estos metabolitos
secundarios podemos encontrar un gran nimero de estos constituyentes activos, tales
como compuestos fendlicos, flavonoides, antraquinonas, alcaloides, terpenos, entre
otros®,

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos mas numerosos entre los
metabolitos secundarios presentes en las plantas y son responsables de numerosos
efectos beneficiosos en diversas enfermedades, por la diversidad estructural que
presentan y las propiedades farmacoldgicas, de amplio espectro, que se le atribuyen a
estas sustancias, tales como: antialérgico, antiinflamatorio, antimicrobiano, antioxidante,
antitromboticos, efectos cardioprotectores y vasodilatadores, entre otras, es
recomendable el consumo de frutas y verduras, las cuales contienen una gran cantidad de

este tipo de compuestos®.

Se cree, ademas, que los compuestos fendlicos trabajan en sinergia para
promover la salud humana a través de sus propiedades antioxidantes y su capacidad para

modular la actividad de diversas enzimas™.

Estos compuestos incluyen un gran numero de subclases, tales como los
flavonoides, los acidos fendlicos, incluidos los acidos hidroxibenzoicos y &acidos
hidroxicinamicos, estilbenos, lignanos, taninos y polifenoles, que muestran una gran

diversidad de estructuras®'. Alguno de estos son los que se encuentran en la Figura 3.
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Figura 3. Estructura de distintos compuestos fendlicos™.

Asi, los compuestos fendlicos pueden ser clasificados como inhibidores de
radicales libres, descomponedores de peroxido, quelantes metalicos o eliminadores de

especies reactivas de oxigeno™.

Estos compuestos desempefian un papel importante en el crecimiento y la
reproduccion, proporcionando proteccion contra los agentes patégenos y depredadores,
ademas de contribuir a las caracteristicas de color y sensoriales de las frutas y verduras®.

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a su capacidad
para eliminar los radicales libres, donando d&tomos de hidrégeno o electrones, ademas de
quelar cationes metalicos, los cuales potencialmente forman radicales libres a través de
las reacciones de Fenton (Esquema 1) y Haber Weiss. Asi también los posibles beneficios
para la salud del ser humano que derivan de la ingesta de compuestos fendlicos
dependen de su absorcién y metabolismo*®®. Ademéas se ha reportado que los taninos de
frijol negro inhiben la actividad mutagénica de la aflatoxina B1, del benzo (a) pireno y de la
ciclofosfamida en ratones*. El &cido galico, clorogénico y caféico inhiben la capacidad

mutagénica de varios compuestos®.

Dentro de los compuestos fendlicos encontramos un grupo de gran importancia,
estos son los flavonoides, los que se pueden clasificar como polifenéles que estan
distribuidos en las frutas y en los vegetales, asi como también en el té negro, el café, la
cocoa, la cerveza y el vino rojo. Su estructura puede ir desde simples moléculas fenélicas
hasta compuestos muy polimerizados con pesos moleculares superiores a los 30.000

Dalton*.

Estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en las hojas, semillas,

cortezas y flores de las plantas. En las plantas, estos compuestos otorgan una proteccion
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contra la radiacion ultravioleta, agentes patégenos y herbivoros**. Dentro de este grupo
de compuestos existen 13 subclases de flavonoides con un total de mas de 5.000
compuestos, todos presentando un esqueleto hidrocarbonado (Figura 5) del tipo C6-C3-
C6 (difenil-propano) derivado del &cido shiquimico y de restos de acetato (Figura 4).
Poseen propiedades antioxidantes; antiinflamatorias; antitrombdéticas; antimicrobianas;
antialérgicas; antitumorales; antiasmaticas e inhibidoras de enzimas como la
transcriptasa reversa, proteina quinasa C, tirosina quinasa C, calmodulina, ornitina
decarboxilasa, hexoquinasa, aldosa reductasa, fosfolipasa C y topoisomerasa I1**.

La actividad anti-oxidante que poseen estos metabolitos depende de la distribucién
estructural que imparte, siendo la sustitucion en 3°,4"-orto dihidroxi en el anillo B, la
disposicién de grupos hidroxilos en posicion meta en los carbonos 5y 7 de los anillo By A
respectivamente, y también el doble enlace entre los carbonos 2 y 3 en combinacién con

los grupos 4 ceto y 3 hidroxilo en el anillo C, los que potenciaran esta actividad®.

Figura 4. Estructura basica de los flavonoides y su numeracion®*.

Por otro lado, se han descrito para los flavonoides posee efectos protectores en
patologias tales como diabetes mellitus, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera
estomacal y duodenal, inflamaciones y cancer. Otras actividades que merecen ser
destacadas son sus acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades
antitromboética y antiinflamatorias, puesto que son capaces de retirar oxigeno reactivo
especialmente en forma de aniones superoxidos, radicales hidroxilos, perdxidos lipidicos
o hidroperéxidos*. De esta manera bloquean la accién deletérea de dichas sustancias
sobre las células, ademas en estudios epidemiolégicos se ha demostrado que con el
consumo incrementado de frutas y vegetales ricos en flavonoides se experimenta una
reduccion del 50% en el riesgo de canceres digestivos y de las vias respiratorias*®. En

experimentos in vitro se ha confirmado el papel protector de la quercitina (ver Figura 5), la
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cual ejerce efectos de inhibicién frente a células cancerigenas en humanos: en colon®’,
glandula mamaria y ovario, en region gastrointestinal y en la leucemia*®. También se ha
demostrado que la actividad quimioprotectora del cancer por los flavonoides puede ser
explicada porque induce apoptosis al activar la caspasa 8 y Bax, inhibir la expresion del
Bcl-2 y liberar citocromo C, también, por su actividad antioxidante y antiangiogénica, al

suprimir la proliferacion del factor de crecimiento vascular®.

En cuanto a componentes fitoquimicos de los alimentos se ha reportado que los
compuestos fendlicos como rutina (glusido flavonoide) (ver Figura 5) extraidos de Glycine
max (soya) han mostrado una alta capacidad para protegen a ratas de laboratorio del
cancer de colon®, al igual que rutina extraido de Phyllanthus urinaria, el cual posee un
extracto rico en polifenoles especificamente de rutina, y también se ha demostrado que

inhibe notablemente la extension del tumor en ratones™.

También se ha reportado que las antocianinas (ver Figura 5), que se clasifica
dentro de los flavonoides, cuando son extraidas de Myrica rubra, una baya de origen
chino conocida como arbol de fresas, actlan con una alta actividad antioxidante,

inhibiendo el crecimiento de células cancerosas e inducen la apoptosis®.
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Figura 5: Tipos de flavonoides *.
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Por otro lado, otros metabolitos secundarios relevantes para el mantenimiento del
balance oxidativo en el organismo son las antraquinonas, estas han mostrado una amplia
variedad de actividades farmacoldgicas tales como: antiinflamatorio, curacion de heridas,
analgésica, antipirética, antimicrobiana y actividades antitumorales, ademas de sus
propiedades purgantes, también poseen actividad antibacteriana, antiviral, antifingica,
antioxidante y antitumoral®. Las diferentes actividades con las que cumplen estos
metabolitos se debe a que existen diferentes estructuras como lo muestra la Figura 3,
siendo la 1,6,8-trihidroxi-3-metil-antra-9,10-quinona (emodina) una de las mas utilizada

por la industria farmaceutica®® >

, este compuesto cumple con una gran importancia dentro
de las antraquinonas, pues es el principio activo de variados medicamentos a base de

hierbas que poseen este tipo de compuestos.

Esta antraquinona se ha informado que exhibe propiedades antiinflamatorias,
disminuciéon de la produccion de citoquinas en células de linfocitos T humanos vy
endotelial, ademas de efectos anti-proliferativos. Se ha encontrado recientemente en esta
molécula, la propiedad para inhibir a la proteina quinasa CK2, lo cual pudiese estar
relacionado con sus actividades anti-cancerigenas y anti-virales. Es por esto que los
extractos comerciales de plantas que contienen antraquinonas son cada vez mas

utilizados debido a su amplio margen terapéutico y propiedades farmacolégicas™.

o) 0
[ Hee I oH |
Iy s
I I I
OH O OH OH OH
Estructura base de Emodina Aloe-emodina

Antraquinona

Figura 6. Estructura base de antraquinonas y distintos tipos de éstas®'.

Es importante tener en cuenta que estos fitoconstituyentes activos cumplen un rol
fundamental no solo en el organismo animal o humano, sino que también en las plantas,
ya que esta proteccion quimica en las plantas se ha establecido como estrategia, con
funciones determinadas, segun el contexto en el que se encuentre la especie. Las
funciones fisiol6gicas de estos compuestos de baja masa molecular, en las plantas, estan

todavia bajo investigacidon, pero se asocian a funciones tan importantes como la
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protecciéon de los drganos de las plantas contra los herbivoros y patégenos, también de la
luz ultravioleta y el calor. Ademés, los procesos de biosintesis y acumulacion de
metabolitos son regulados de manera temporal y espacial en los 6rganos de la planta,

donde se pueden acumular de manera apropiada® *2.

El conjunto de estos constituyentes activos se encuentran presentes en diferentes
familias, donde cada uno de estos cumple un rol fundamental en el desarrollo de estas,
que dependiendo de sus requerimientos fisiolégicos, la concentracibn de estos
compuestos puede ir variando en los diferentes miembros de las distintas especies del

reino vegetal®® >,

En cuanto a la familia Bromeliaceae es predominantemente Neotropical vy
comprende 58 géneros y aproximadamente 3172 especies. La fitoquimica de esta familia
se caracteriza por la presencia de flavonoides, triterpenoides, esteroides, diterpenos,
derivados del acido cindmico, lignanos, compuestos nitrogenados, entre otros. Algunos
estudios han demostrado que especies de la familia Bromeliaceae tienen propiedades
antioedematosas, antinociceptivo y anti-inflamatorio, antialérgico y actividad citotoxica,

ademas, pues controla la concentracion y produccion de radicales libres >,

El ejemplo mas representativo de esta familia es la Ananas comosus (pifia), la cual
posee enzima proteolitica (proteasas, las mas conocidas son las denominadas “bromelina
de tallo” o “bromelina de fruto”.) que son capaces de decrecer significativamente los
tumores, logrando conseguir en las terapias incremento en la tasa de respuesta, duracién
de las remisiones y tiempo de sobrevivencia®. De esta manera los estudios realizados
frente a la accion anticamcerigena de la pifia, han demostrado que en zumos naturales de
varias partes de la pifia, particularmente la carne, el vastago y el ndcleo de Gandul,
contienen cantidades sustanciales de bromelina que muestra potencial para inhibir el
crecimiento de cancer de ovario (A2780) y el colon (HT29) las células cancerosas in

vitro®.

Ademas, en el mismo estudio se demostr6 que la Induccion de apoptosis en las
células tratadas, revel6 propiedades distintivas de la apoptosis como la fragmentacion
nuclear y la contraccion celular, sin embargo el estudio sefiala que es necesario realizar
mas investigaciones frente a los métodos por los cuales el jugo fresco de pifia puede

inducir la apoptosis o inhibir el crecimiento de tumores®®.
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Cabe destacar que estas propiedades del jugo de pifia se atribuyen a la presencia
de la enzima proteolitica bromelina, donde investigaciones cientificas recientes inferen
gue la bromelina puede tener beneficios para la salud incluyendo multitudinarios
beneficios digestivo, antiinflamatorio, inmunomodulador, ademas del efectos contra el

cancer®®,

Los extractos acuosos de bromelina de pifia contienen una mezcla compleja de tiol
proteasas y componentes no proteasa. Las proteasas constituyen los principales
componentes de la bromelina e incluyen bromelaina (80%), la bromelina de frutas (10%),
y la ananaina (5%) del tallo. Entre los componentes no proteasa son fosfatasas,
glucosidasas, peroxidasas, celulasas, glicoproteinas e hidratos de carbono® . La evidencia
de la actividad anti-cancer de la bromelina proviene de las observaciones tradicionales en
estudios de animal y modelos basados en células y estudios clinicos, los cuales
demuestran que la actividad anti-cancerigena de bromelina se atribuye
predominantemente a sus componentes de la proteasa®’. Ademas se ha demostrado que
la bromelina como ingrediente alimentario ejerce efectos antiproliferativos vy
proapoptéticos en células de carcinoma colorrectal y acciones quimiopreventivos contra la
carcinogénesis de colon in vivo®®, ademéas se ha descrito que tiene efectos beneficiosos
en una variedad de enfermedades gastrointestinales, incluyendo enfermedad inflamatoria

intestinales®.

Por otro lado, en otro estudio realizado a la actividad anticancerigena del jugo de
pifia, se observé un aumento de la inhibicion del crecimiento de células al administrar jugo
de pifla enriquecido con Pycnogenol®, esta actividad en el articulo se atribuye al
contenido fendlico del jugo de pifia, pues se cree que la actividad antioxidante de los
componentes fendlicos es responsable de estas propiedades, actuando como potentes

carrofieros de radicales libres, antioxidantes eficaces y agentes antiproliferativos®.

En la familia Bromeliaceae, existe un género denominado Puya, en el que se
encuentra predominantemente en Chile la especie Puya chilensis®®. Esta especie como la
Puya berteroniana, poseen utilidades medicinales y comestible, pero no se describen los
mecanismos ni la composicion fitoquimica de estas, ni menos la funcibn medicinal que
presentan®, lo cual hace interesante su investigacion, considerando la actividad que

poseen las especies pertenecientes a esta familia.
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Existen escasos reportes sobre el género Puya, solo se sabe que otras especies
como la Puya hamata, Puya raimondii, Puya sodiroan, son utilizadas como alimentos y en
el caso de la Puya gummifera esta es utilizada por los nativos de Ecuador para las
dolencias del rifion®’. Es por esto que surge la necesidad de realizar un estudio
fitoquimico, antioxidante y citotoxico de la especie P. chilensis.

Descripcién de Puya chilensis Mol.

Puya chilensis Mol. También conocida como “cardén”, “chagual”, “coto”, “coto de
pastor’ perteneciente a la familia Bromeliaceae, la cuales son una familia conocida
particularmente por frutos comestibles como la pifia, Ananas comosus L., fruto
suramericano que se dio a conocer en Europa luego del viaje de Cristébal Col6n en
1492%. La bromeliaceas presentan usos muy variados, y en Latinoamérica, han sido
empleadas como ornamental, medicinal, fines alimenticios, decorativos (en festividades) y
ceremonial, asi como también para la realizacion de bebidas, obtencién de fibras,
sustituto del café, relleno de cojines, instrumento musical, decoracién de pifatas, fibra
para lavar trastes e incluso algunas especies son empleadas por aves como material para

realizar nidos de “heno” (nombre comun empleado para Tillandsia usneoides)®.

Figura 7: Imagenes de la planta en estudio A) Puya chilensis; B) roseta Puya
chilensis; C) Hojas Puya Chilensis, D) Flores Puya Chilensis
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En cuanto a Puya chilensis es una especie esclerdfila siempre verde de hojas
alargadas, con bordes espinosos, que forman una roseta alrededor del meristema apical,
como lo muestra la Figura 7. Domina en las laderas ecuatoriales de la cordillera de la
costa, desde IV a la VIII regién, y esta cominmente asociada con la especie suculenta
Trichocereus chilensis, como lo demuestra la Figura 8. Se propaga vegetativamente por
medio de tallos horizontales risomatosos, que a menudo muestran proceso de auto-

combustién, mecanismo adaptativo que permite el retorno de nutrientes al suelo®.

Figura 8: Puya chilensis y Trichocereus chilensis, especies que tienden a encontrarse

en el mismo habitad.

Las hojas estan agrupadas alrededor de un tallo, erectas, rigidas, concavas en su
cara superior por lo que son levemente arqueadas, de mas de 1 m de largo por 5 cm de
ancho, orladas de espinas marginales, ganchudas de 15 mm de largo y separadas de 3 a
5 cm. Del centro de las hojas nace el tallo vigoroso que crece rapidamente hasta 3-4
metros de alto, incluidas las hojas, y 10 cm de didmetro, cubierto de numerosas

bracteas®.

Esta es una planta de varios usos, ya que el escapo seco sirve para asentar
navajas, los trozos de tallo sirven para flotadores de redes de pescadores, las fibras de
las hojas se utilizan en la confeccion de cuerdas y esteras. Ademas el género Puya es
interesante por sus utilidades culinarias, industriales y en medicina popular tradicional. En
Chile, de las hojas de Puya chilensis se obtiene una fibra resistente empleada para las

redes de pesca®.

34



La goma producida por la penetracion de la larva de la “mariposa del chagual’
(Castnia psittacus) en la base del tallo (Figura 9), es usada en medicina en remplazo de la

goma tragacanto o arabiga; se le usa como emoliente y astringente® ®°

, ya que, en Chile,
los nativos empleaban como emoliente y astringente, a una goma marrén acumulada en
las inflorescencias, producto de la secrecion de la planta luego de la picadura de larvas de
esta mariposa®. También se ha documentado para Chile que la flora nativa ha sido
empleada por pobladores locales por sus propiedades emolientes como es el caso de
Puya berteroniana; también se realizan, a partir de hojas y tallo de P. chilensis, infusiones

con propiedades antiinflamatorias, alivio de fiebre y diarrea®.

Figura 9: Mariposa del chagual en las hojas del chagual

La abundancia de esta especie se explica por su rusticidad, presentando especial
resistencia a condiciones edéficas y climéaticas adversas, como baja fertilidad y déficit
hidrico®® ©’,

La polimerizacién de las flores se realiza generalmente por el “tordo” (Curaeus

curaeus)®, como queda demostrado en la Figura 10.

Figura 10: Interaccion entre Chagual y el Tordo
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Montenegro et al., en su publicacion “Potencialidad de la flora nativa Chilena como
fuente de productos naturales en uso medicinal” describe que esta especie posee
actividad anti-diarreico, anti-disentérico, anti-febril y ademas sefiala que los constituyentes

quimicos que posee esta especie son aceites esenciales y taninos®’.

A partir de estos antecedentes, se plantea un estudio del perfil fitoquimico, la
actividad antioxidante y citotdxica, para poder identificar las caracteristicas de esta
especie y poder establecer los aportes de esta a la medicina complementaria, para
mejorar la selectividad y efectividad de tratamientos sobre el cancer de colon.
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Hipotesis

De acuerdo a los antecedentes expuestos en esta investigacion, se propone la
siguiente hipétesis:

Los extractos secuenciales de la parte aérea (tallo y flor) de Puya chilensis
presentarian una potencial actividad antioxidante y antitumoral, debido a la presencia de
metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides y antraquinonas), los cuales inducirian la

muerte celular de la linea de cancer de colon HT-29.
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Objetivo general

1. Evaluar el contenido de fitoconstituyentes, actividad antioxidante y viabilidad
celular frente al tratamiento de cancer de colon (HT-29), de extractos de la especie
Puya chilensis como propuesta para su introduccion en la medicina

complementaria.
Objetivos especificos

1. Recolectar los 6érganos aéreos de la especie P. chilensis desde Laguna Verde, en
el predio de la Universidad de Playa Ancha, provincia de Valparaiso (V region),
Chile.

2. Obtener los extractos de los érganos de la P. chilensis con disolventes en polaridad
creciente: hexano, acetato de etilo y etanol.

3. Estimar la cantidad de fenoles, flavonoides y antraquinonas, presentes en los

distintos extractos de P. chilensis mediante técnicas espectrofotométricas.

4. Evaluar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos de la Puya chilensis por
medio de métodos de transferencia de atomos de hidréogeno (ensayos DPPH- y
TRAP) y mediante el método de transferencia de electrones (potencial antioxidante

reductor del idn férrico, FRAP).

5. Determinar la viabilidad de células de cancer de colon HT-29 y células control CoN
sometidas a tratamientos con extractos de flor y tallo de P. chilensis en solventes

con polaridad creciente.
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Capitulo 2: Marco Metodolégico
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Caracteristicas del estudio

Este es un estudio cuantitativo descriptivo que busca realizar una caracterizacion
de constituyentes activos y de actividad antioxidantes presentes en P. chilensis, ademas
de evaluar la actividad citotoxica en la linea tumoral H-29 por medio de técnicas
espectrofotométricas.

Recoleccion de la planta

La parte aérea de P. chilensis, fue recolectada en Laguna Verde, en el predio de la
Universidad de Playa Ancha, provincia de Valparaiso (V region), Chile, especificamente
en 33° 04’ 22” S- 71° 39’ 27" O, en septiembre del 2015 e identificada por el ingeniero
forestal Patricio Novoa.

Preparacion de extractos

El material vegetal es separado entre los 6rganos tallo y flor, para luego en el caso
del tallo ser sometido a un proceso de secado a temperatura ambiente. Del material
vegetal seco se obtiene aproximadamente 500 g de del tallo y 3000 g en el caso de la flor,

como masa humeda.

El material vegetal es sometido a un proceso de maceracion en solventes en
polaridad creciente (hexano, acetato de etilo, etanol) y posteriormente cada uno de los

extractos es llevado a sequedad utilizando un evaporador rotatorio a 45°C.
Ensayo de Fitoconstituyentes
Estimacion del contenido de fenoles

El contenido fendlico total se determinara por método espectrofotométrico descrito
en la literatura®, el cual permite determinar el contenido total de fenoles en los dos
organos en estudio. En este ensayo 0,5 mL del extracto (1 mg/mL) se mezclan con 2,5
mL de reactivo Folin-Ciocalteu (0,2 N). Después de 5 minutos, se afiaden 2 mL de una
solucién de carbonato de sodio (Na,COs) al 7,5%. La mezcla se mantiene en la oscuridad

durante 2 hrs. a temperatura ambiente, después la absorbancia se lee a 700 nm.

El contenido de fenoles totales se determin6 a partir de la extrapolacion en una

curva de calibracién de acido galico, donde el contenido de fenoles totales se expreso
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como mg de equivalentes de 4cido gélico (GAE) por g de extracto seco. La estimacion de

los compuestos fendlicos se llevé a cabo por triplicado.
Estimacion del contenido de flavonoides

Otro de los constituyentes activos importantes de analizar es el contenido total de
flavonoides tras el método descrito en la literatura actual®® *, el cual permite determinar el
contenido de flavonoides totales de los 6rganos en estudio. En este método se toman 5
mL de solucién del extracto (1,0 mg/mL) y se mezcla con una cantidad igual de una
solucion de 2% de cloruro de aluminio en etanol. Después 10 min, se midi6 la absorbancia
contra el reactivo blanco a 415 nm, el cual consta de 1,5 mL de extracto con 1,5 mL de
etanol sin AICI;. La curva estandar para flavonoides totales se hizo utilizando la solucion
patrén de quercetina bajo el mismo procedimiento descrito anteriormente. Los flavonoides
totales se expresaron como mg de equivalentes de quercetina (QE) por g de extracto

seco. La estimacién del contenido de flavonoides totales se llevé a cabo por triplicado.
Estimacion del contenido de antraquinonas.

El contenido total de antraquinona se estimara de acuerdo a la literatura®, el cual
busca determinar por métodos espectrofotométricos la concentracion de este metabolito

secundario en los dos drganos en analisis.

El método consiste en mezclar 5 mL de solucién del extracto (1,0 mg/mL) con una
igual cantidad de solucion de cloruro de aluminio en etanol al 2%. Después de 10 minutos,
se midio la absorbancia contra el blanco de reactivo a 485 nm de longitud de onda, el cual

consiste en 1,5 mL de extracto con 1,5 mL de etanol sin AICls.

Para la curva estandar de antraquinonas totales se hizo uso de la solucién
estandar emodina bajo el mismo procedimiento que el descrito anteriormente. El
contenido total de antraquinona se expresa en mg equivalentes en emodina (EE) por g
extracto seco. La estimacion del contenido de antraquinonas totales se llevé a cabo por

triplicado.
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Ensayos Antioxidante.
Actividad captadora del radical libre estable 2,2'-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-)

Una de las principales técnicas para evaluar la actividad antioxidante de los
extractos se realiza por medio de la actividad captadora del radical libre 2,2'-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH-), esta fue realizada como lo demuestra la literatura actual®® ™, la cual
busca evaluar la capacidad de los diferentes extractos de P. chilensis en analisis para

captar el radical libre estable DPPH-.

Para desarrollar esta técnica es necesario preparar el reactivo DPPH- a una
concentracion de 50 uM, el volumen que se prepara dependera de la cantidad de muestra
gue se desea evaluar, teniendo en cuenta que debe reaccionar 2,9 mL de este reactivo
con 100 pyL de cada extracto en estudio, este reactivo se prepara en el momentoy no se

puede almacenar de un dia para otro.

Consiguientemente 2,9 mL de esta solucién se mezclé con 100 uL de la muestra
gue se encontraban a cinco concentraciones distintas (1,0 mg/mL, 3,0 mg/mL, 5,0 mg/mL,
7,0 mg/mL, 10,0 mg/mL). La mezcla de reaccidén se agité hasta generar una solucion
homogénea. La absorbancia (Abs.) se midi6 a tiempo cero y se incubd por 15 min a
temperatura ambiente. La absorbancia se registré a una longitud de onda de 517 nm. Los
controles fueron preparados como se menciona anteriormente, sin la presencia de la
muestra, estos fueron de &cido gélico y Trolox™. Ademas se determina la Abs. del color
de la muestra con 100 pL de esta y 2,9 mL de etanol, con el fin de descontar el color que
presenta cada uno de los extractos. La actividad captadora se estimara sobre la base del
porcentaje de inhibicion del radical DPPH- como se presenta en la siguiente ecuacion:

(Abs.o— Abs.5-— Abs. color)

Efecto bloqueador (%) = Abs x 100
0

A partir de esto, el porcentaje de inhibicion obtenido proporciona el valor ICsy, que
representa las concentraciones de extractos que causaron 50% de neutralizacion, tal
como se determina por andlisis de regresion lineal. Todas las mediciones se realizaron

por triplicado.
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Analisis del poder reductor férrico (FRAP)

El poder reductor férrico es también un ensayo que se utiliza frecuentemente para
la determinacion de la capacidad antioxidante de diferentes extractos, este se realizd
como lo plantea la literatura actual®® . Este ensayo busca evaluar el poder que tienen los
extractos para reducir el Fe** a Fe**, por medio del reactivo FRAP, el cual presenta tres
componentes, una solucion Buffer de 300mM, el reactivo 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triacin (TPTZ)
y el tercer componente es cloruro férrico, estos componentes se mezclan en una
proporcion de 10:1:1 respectivamente, esta mezcla no se puede almacenar de un dia para
otro, por lo que el ensayo se debe realizar de inmediato.

Una vez que el reactivo FRAP esta preparado se mezclan 3 mL de este con 300uL
de agua destilada y 100uL de la muestra, la cual debe estar a 1gr/mL de concentracion,
se incuba la mezcla por 30 minutos. Luego los cambios de absorbancia se detectan a una
longitud de onda de 593nm en el espectrofotbmetro UV-Visible utilizando un blanco de

agua destilada.

La curva de calibrado en la que se extrapolaran los datos obtenidos de
absorbancia se prepara utilizando al menos ocho concentraciones distintas de Trolox™ (0-
120mg/mL) y la capacidad reductora de los extracto se expresé en mM TEAC. Todas las

mediciones se replicado tres veces.
Potencial antioxidante de reactividad total (TRAP)

El potencial antioxidante de reactividad total, es otra de las técnicas empleadas en
la determinacién de la actividad antioxidante, esta se llevé a cabo como lo plantea la
literatura™, la cual busca evaluar la actividad antioxidante de metabolitos secundarios por

medio de métodos espectrofotométricos.

En primer lugar es necesario preparar los reactivos que se van a utilizar, la
solucién Bufffer salina (PBS) se prepara con anticipacion mezclando las siguientes sales:
cloruro de sodio (NaCl), fosfato disodico (Na,HPO,) y bifosfato de sodio (NaH,PQ,), a una
concentracion de 0,005 M para todas las sales, una vez disuelta, se debe ajustar el pH

con hidréxido de sodio (NaOH) hasta alcanzar un pH de 7,4.

Los otros dos reactivos que se deben utilizar son 2,2"-azino-bis (acido 3-

etilbenzotialina-6-sulfénico) (ABTS) y el 2,2-azo-bis (2-amidino propano) (ABAP) en
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donde se requiere una concentracion de 150uM y 10mM respectivamente, las cuales en
una relacion de 1:1 se mezclan con la solucién buffer, la que se debe aforar a 1000mL,
esta es llevada a incubacion a 45°C durante 30 minutos en donde cada 10 minutos se
debe agitar para asegurar una mezcla homogénea, luego se enfria agregando agua a
temperatura ambiente para detener la reaccion. Esta reaccion tiene una coloracion

caracteristica de azul-verde la cual corresponde al radical ABTS.

La lectura se realiza a 734 nm cada 10 segundos hasta completar los 50 segundos
de una solucién blanco que corresponde a ABTS y a una muestra que contiene 1 mL de la
mezclay 10 pL del extracto, la cual se encuentra en una relacion de 1:100, lo que significa
qgue son 10 pL de muestra en 990 L de buffer.

Asto" — AbSlo"
AbS30"

AbSiotar =

La capacidad antioxidante total TRAP de los extractos se expresa en la capacidad
antioxidante equivalente mM de Trolox™ (TEAC pM), utilizando una curva estandar de
Trolox™ (de 0-120 mg / L). Todas las mediciones se repiten tres veces.

Andlisis bioldgico
Ensayo de viabilidad celular mediante tincién con Sulforodamina B (SRB).

Al evaluar la viabilidad de células de cancer de colon HT-29 comparadas con
células control CoN, son tratadas con los diferentes extractos en estudios de P. chilensis,
a las que se realiza el ensayo de Sulforodamina B como lo manifiesta la literatura actual”
Y7 el cual permite determinar a qué concentracion del extracto ha disminuido la
viabilidad de las células en estudios. Para poder realizar esta técnica es necesario cumplir

con los siguientes pasos:
Preparacion de extractos para los ensayos de viabilidad:

Un vez que se ha recepcionado el producto natural, que en este caso fueron los
extractos en polaridad creciente de la parte aérea de la P. chilensis, deben mantenerse
protegidos de la luz, se debe trabajar en fresco y mantener a -20°C la solucion madres y a

la solucion de trabajo a 4°C. Manteniendo estas condiciones se debe diluir en
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dimetilsulfoxido (DMSO) o etanol a una concentracién de 0,1M, la cual ser& la solucién
madre, con esto se conseguira una concentracion de 1mM que serd la concentracion de
trabajo, a partir de esta se realizaron cuatro concentraciones distintas (500 pg/mL, 250
pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL). Luego de esto se debe filtrar, utilizando filtros especiales
(millipore para DMSO o etanol) para la solucion de trabajo.

Cultivo:

Las lineas celulares de cancer de colon HT-29 y la linea celular CoN deben ser
lavadas vy tripsinizadas antes de llegar a una confluencia del 90-100%, la tripsinizacion se
realiza para poder remover las células que estan adheridas a los pocillos, se debe lograr
una solucion homogénea 1:1 (suspension celular: 0,4% (wt/vol) de azul de tripan), la
densidad celular de siembra debe estar a 3 a 5x10° cel/pocillos. Las células son
incubadas a 37°C, la cual es la temperatura fisiol6gica, en una incubadora de atmosfera
5% CO, y 95% de O,, estas deben ser tratadas con los extractos antes preparados
durante 72Hrs.

Tefido:

Posteriormente las células son fijadas con &cido tricloroacético durante 1hr. a 4°C,
luego deben ser lavadas con agua destilada 3 veces por inmersion, para ser tefiidas con
0,1% de sulforodamina B disuelta en acido acético durante 30 minutos y nuevamente
deben ser lavadas 3 veces pero esta vez con acido acético al 1% para eliminar el
colorante no fijado en las células, cabe destacar que este colorante se va a unir
precisamente a las células que han sobrevivido al tratamiento y es necesario eliminar el

exceso de este colorante para obtener una lectura mas limpia.
Lectura:

Finalmente la densidad celular se analiza en un lector de placas a 540 nm, la
viabilidad de las células en estudio se estimara sobre la base del porcentaje de inhibicion,
los datos son expresados como + desviacion estandar de tres o cuatro pocillos para tres

experimentos independientes.
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Analisis Estadistico

Los datos son reportados, mediante el programa STATISTICA 7.0, como valores
medios + desviacion estandar (DE). En este caso, se realiz6 una prueba de distribucién
para verificar si los datos obtenidos de las pruebas espectrofotométricas (perfil
fitoquimico, actividad antioxidante y viabilidad celular) poseen una distribucion normal, a
partir de esta prueba se determiné que los datos no tienen este tipo de distribucién y por
lo tantos se realizan pruebas no paramétricas. A partir de esto se realizan pruebas Mann
Whitney o Kolmogorov-Smirnov, para dos variables independientes y en el caso de
multiples variables independientes se utiliza la prueba de Kruskal-Wallis. En todos estos

casos el nivel de confianza es del 95%.
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Capitulo 3: Resultados
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Rendimiento de extraccién

Tabla 1: Porcentaje de rendimiento de los extractos de P. chilensis.

Organo Extracto Masa total. Masa extracto. % Rendimiento.
HF 3000 6,86 0,23
Flor AF 3000 17,56 0,59
EF 3000 49,63 1,65
HT 562,5 3,55 0,63
Tallo AT 562,5 8,62 1,53
ET 562,5 36,21 6,44

HF: Hexano Flor, AF: Acetato de Etilo flor, EF: Etanol Flor, HT: Hexano Tallo, AT: Acetato
de Etilo Tallo, ET: Etanol Tallo.

Estimacion de metabolitos secundarios mediante andlisis espectrofotométricos

(perfil fitoquimico).

A partir de los extractos y de acuerdo con los protocolos descritos anteriormente,
se dan a conocer a continuacion los resultados obtenidos, por métodos
espectrofotométricos de la estimacion de fitoquimicos con relevancia antioxidante
(fenoles, flavonoides y antraquinonas) presentes en los extractos de los 6rganos de flor y

tallo de P. chilensis.
Estimacién de Fenoles.

Para el andlisis de fenoles se utiliza una curva de calibrado de acido galico,
mediante la cual se interpolan los datos obtenidos en cada uno de los extractos de P.

chilensis, lo cual se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Estimacion de Fenoles (mg EA*gr™) de extractos de P. chilensis. HF: Hexano
flor; AF: acetato de etilo flor; EF: etanol flor; HT: hexano tallo; AT: acetato de etilo tallo;
ET: etanol tallo.

Cuando se realiza el analisis estadistico de los 6rganos de la especie en cuanto a
la concentracion de fenoles totales, estos dejan de manifiesto que no existen diferencias
significativas (p= 0,34) entre ellos (ver Figura 11), lo que indica que ambos poseen

concentraciones similares de esto metabolitos.

Al analizar el contenido de fenoles entre los extractos independientes del érgano,
se aprecia que no existen diferencias significativas entre dichos extractos (p=0,63), lo que
significa que poseen una distribucion similar en todos los extractos tratados, sin
considerar el 6rgano del que provienen, es decir el solvente no suscita una variable entre

las concentraciones de fenoles en los diferentes extractos.

Al comparar los extractos de un mismo 4rgano, en ambos casos se expresan
diferencias significativas, en el caso de la flor el extracto AF presenta diferencias
significativas (p = 0,041), con respecto al resto del grupo (representado por A), y en
cuanto al tallo es el extracto ET el que presenta diferencias significativas (p=0,042) con el
resto del grupo (representado por B).Por lo tanto, es el extracto AF y el extracto ET son

los que presentan una mayor concentracion de fenoles.
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Estimacién de Flavonoides.

Para el analisis de flavonoides se utiliza una curva de calibrado de quercitina,
mediante la cual se interpolan los datos obtenidos en cada uno de los extractos de P.
chilensis.

351 A
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

Flavonoides totales (mg EQ*gr)

HF AF EF HT AT ET

Flor | Tallo

Figura 12. Concentracion de Flavonoides (mg EQ*gr™) de extractos de P. chilensis. HF:
Hexano flor; AF: acetato de etilo flor; EF: etanol flor; HT: hexano tallo; AT: acetato de etilo

tallo; ET: etanol tallo

En el caso de los flavonoides la prueba estadistica realizadas determinan que no
existen diferencias significativas entre los 6rganos (ver Figura 12), dando como resultado

gue tanto la flor y el tallo poseen concentraciones similares de estos metabolitos
secundarios (p= 0,258).

En cuanto al andlisis de extractos de un mismo érgano, se observa, por medio de
pruebas estadisticas que la concentracion de flavonoides en los extractos de flor AF y HF
no presentan diferencias significativas entre ellos (ver Figura 12), pero presenta
diferencias significativas con el extracto EF (p= 0,05). En el caso de los extractos del tallo
los extractos AT y ET no presentan diferencias significativas entre ellos pero si estos dos
con respecto al extracto HT (p= 0,042).
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Estimacion de antraquinonas.

Para el analisis de las antraquinonas se utiliza una curva de calibrado de emodina,
mediante la cual se interpolan los datos obtenidos en cada uno de los extractos de P.
chilensis (ver Figura 13).
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Figura 13. Estimacion de Antraquinonas (mg EE*gr') de extracto de P. chilensis. HF:
Hexano flor; AF: acetato de etilo flor; EF: etanol flor; HT: hexano tallo; AT: acetato de etilo

tallo; ET: etanol tallo

Cuando se realiza el andlisis del contenido de antraquinonas en los 6érganos en
estudios de la especie, muestra diferencias significativas entre estos (p= 0,0015), lo cual
indica que la flor posee una mayor concentracion de antraquinonas totales, con respecto
al tallo.

El andlisis de los extractos de un mismo 6rgano, refleja que no existen diferencias
significativas entre el extracto HF y AF (representado por la letra A) pero si presentan
diferencias significativas (p= 0,02) entre estos dos y el extracto EF, quedando entonces de
manifiesto que la concentracién de antraquinonas en el extracto EF en menor que la

concentracion de antraquinonas en HF y AF

Por otra parte, al realizar la misma prueba, pero para los extractos del tallo de la
especie, los resultados indican que no existen diferencias significativas entre los extractos

HT y ET (representado por la letra B), pero si es diferente significativamente (p= 0,039)
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entre estos con el extracto AT, lo cual indica que el extracto HT y ET del tallo poseen una
mayor concentracion de antraquinonas que AT, y estos a su vez menor concentracion que

los extractos de la flor.
Actividad Antioxidante

La capacidad antioxidante que poseen los metabolitos secundarios de P. chilensis
fue determinada por medio de ensayos espectrofotométricos, los cuales son DPPH:-,
FRAP y TRAP, estos proporcionan un panorama de la actividad antioxidante que poseen
cada uno de los extractos en estudio.

Determinacion de capacidad secuestradora del radical libre estable DPPH-.

Para esta determinacion se calcularon los valores de concentracion inhibitoria
media (ICsp) de cada uno de los extracto de la especie contra el radical libre estable
DPPH-, y esto se contrastaron con patrones de referencia Trolox™ y acido gélico, como lo
manifiesta la Figura 14.
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Figura 14. Concentracion inhibitoria media del radical libre DPPH- (ICs, mg*mL™) de los

extractos de P. chilensis, comparados con controles positivos de Trolox™ y acido galico.

A partir de la figura 14 que muestra los analisis estadisticos de esta prueba, es

posible sefialar que existen diferencias significativas entre los patrones y los 6rganos de la
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planta (p= 0,0005), lo que implica que los extractos poseen una menor capacidad

inhibitoria media del radical libre estable DPPH-con respecto a los controles.

Al comparar los extractos de cada organo, la flor manifiesta diferencias
significativas (p= 0,026) entre el extracto HF (representado por A) y los otros extractos del
mismo o6rgano, siendo este el que posee menor concentracion inhibitoria media en el
organo. Para el caso del tallo se demuestra que existen diferencias significativas (p=
0,027) entre HT (representado por B) y los otros dos extractos, en el caso del extracto AT
(representado con la letra C) también presenta diferencias significativas (p=0,027) con los
otros dos extracto del mismo érgano, es decir los extractos HT y AT son los que

presentan una menor concentracion inhibitoria media en este 6rgano.
Determinacion del potencial antioxidante reductor del ion férrico (FRAP).

Para esta determinacion los resultados obtenidos de la actividad antioxidante
medida por la reduccion del ién férrico en cada uno de los extractos de P. chilensis se
utilizé una curva de calibrado de Trolox™, mediante la cual se interpolan los datos

obtenidos de cada uno de los resultados, como se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Actividad FRAP expresada en valores de mM Trolox ™ (equivalente TEAC).

Para el andlisis de la actividad antioxidante FRAP las prueba estadistica arrojaron
que no existen diferencias significativas (p= 0,38) entre los dos 6rganos, lo que implica

que la distribucion de la actividad antioxidante es homogénea.
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En cuanto a la comparacion de los extractos y su capacidad antioxidante FRAP las
pruebas arrojaron como resultados que no existen diferencias significativas entre todos
los extractos (p= 0,24), lo que reafirma que la distribucion es similar en todos los extractos

en forma general.

Por otro lado, cuando se establece el andlisis entre los extractos de un mismo
organo, los extractos de la flor demuestran que existen diferencias significativas (p=0,039)
entre el AF con los otros dos extractos (representado por A), con ello se puede sefialar
gue existe una mayor actividad del extracto AF que de los extractos HF y EF. Finalmente,
los extractos del 6rgano tallo no presentan diferencias significativas (p=0,28), lo que indica
gue ninguno de estos tiene mayor actividad que el otro.

Determinacién del potencial antioxidante total para la captura de radicales (TRAP).

De acuerdo al protocolo, se dan a conocer los resultados de la actividad TRAP
presentes en los distintos extractos de la especie en estudio (ver Figura 16). Para esta
determinacion se utilizé una curva de calibrado de Trolox™ (0-120 mg / L), mediante la

cual se interpolan los datos obtenidos de cada uno de los extractos de la planta.
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Figura 16. Capacidad secuestradora de radicales libres (TRAP expresada en valores de

mM Trolox ™ (equivalente TEAC). de los extractos P. chilensis.

Al realizar el analisis estadistico correspondiente a la actividad antioxidante TRAP
se expresa que entre los érganos no existen diferencias significativas (p= 0,34) lo que

implica que poseen una actividad antioxidante similar.
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Al realizar el analisis estadistico entre todos los extractos se demuestra que si
existen diferencias significativas (p=0,015) entre estos, pero que AF y AT no presentan
diferencias entre si, por lo tanto son estos los que tendrian mayor actividad antioxidante
segun el ensayo TRAP.

Por otra parte, al realizar el analisis estadistico para cada 6rgano se demuestra
que en el caso de la flor el extracto AF presenta una pequefia diferencias significativa (p=
0,429) con los otros dos, de la misma forma el extracto AT del 6rgano tallo presenta
diferencias significativas (p= 0,027) entre los otro dos extracto del mismo 6rgano, es decir,
siguen siendo los extracto de acetato de etilo los que presentan mayor actividad
antioxidante segun el ensayo TRAP.

Andlisis de citotoxicidad

Para realizar los analisis de citotoxicidad el ensayo realizado fue la viabilidad
celular de células de cancer de colon (HT-29) y una linea celular control (CoN), donde los
resultados se expresan en concentracion inhibitoria media de los tratamientos utilizados

(ver Figura 17).

Concentracion inhibitoria media (ICso) de los extractos de P. chilensis en linea
celulares HT-29 y CoN.

A continuacion se presentan las concentraciones inhibitorias medias de ambas

lineas celulares en estudio.
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Figura 17. Valores de ICs, (Lg/mL) con respecto a la viabilidad celular.
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La Figura 17 representa la concentracion de diferentes tratamientos, donde se
muestra la inhiben el 50% de la viabilidad celular, y a partir de diferentes pruebas
estadistico se puede sefalar que no existen diferencias significativas (p= 0,924) entre las
lineas celulares, es decir, tienen un comportamiento similar, analogo es lo que ocurre con
los 6rganos de la planta en estudio, pues no existen diferencias significativas entre ambos
organos, lo que indica un comportamiento similar, que se ajusta claramente a los

resultados de % de viabilidad.

Por otro lado, al realizar la prueba estadistica para el comportamiento de los
diferentes tratamiento, se reflejan diferencias significativas (p= 0,0012), donde tratamiento
expresado como A es diferente significativamente con el tratamiento expresado como B y
entre el resto de los tratamientos no existen diferencias significativas, por ende, el
tratamiento A que representa a AF es el que posee menor concentracion inhibitoria media
para la viabilidad celular, es decir, es este tratamiento el que inhibe el 50% de la viabilidad

celular a menor concentracion.

Tabla 2: Valores de ICg (ug/mL) de los tratamientos con respecto al medicamento

doxorrubicina como patrén

ORGANO TRATAMIENTO HT-29 CoN
HF 506,35,1 301,4+2,5

Flor AF 105,9+2,5 93,3+0,9
EF 444,6+3,5 678,8+4,7

HT 205,5+2,7 171,4+1,9

Tallo AT 180,4+2,5 197,5+0,4
ET 311,6+2,0 325,1+2,8

- Doxorrubicina 1,17 £ 0.02 -

La tabla 2 muestra que la relacién de los tratamientos que se realizaron a células

de cancer de colon se demuestra que el farmaco, presenta cien veces mayor toxicidad en

las células cancerigenas de colon que el extracto de AF, mientras que en el extracto

menos activo (HF) el farmaco presenta una actividad cuatrocientas veces mayor que HF.
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Capitulo 4: Discusion y Conclusién
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Estimacién de Fenoles

Los resultados obtenidos (ver Figura 11) demuestran que no existen diferencias
significativas entre los 6rganos y extractos de esta especie, lo que puede deberse a que
los compuestos fendlicos cumplen con una gran diversidad de funciones en la planta,
entre las que destaca la defensa ante el estrés bidtico, la proteccion contra agentes
patégenos, depredadores, y también como mecanismo de defensa contra estrés abidtico
como la radiacién UV, bioacumulacion de metales pesados, estrés hidrico y salino entre
otros, los cuales se comprometen de distintas formas a la respectiva estructura de la

planta®.

Por otro lado al analizar los extractos de la flor, esta si presentan diferencias
significativas (p= 0,041), pues la concentracion de fenoles en el extracto AF es mayor que
en resto de los extractos de este miembro, lo que puede significar es que el extracto de
acetato de etilo tiene una hidroxilacion media®*. En el caso del extracto etanolico del tallo
(extracto ET), presenta diferencias significativas (p=0,042) con el resto de los extractos de
este miembro, es decir, el extracto ET esta mayormente sustituido por grupos hidroxilo

que el extracto AF, producto de las polaridades de estos solventes®.

La importancia del contenido fendlico de estos extractos radica en que los
compuestos fendlicos pueden interferir distintas etapas que conducen al desarrollo de
tumores malignos, ya que son capaces de proteger al ADN del dafio oxidativo, inhibiendo
ademas la expresion de los genes mutagenos y de la actividad de las enzimas
encargadas de la activacion de procarcinégenos, y activando los sistemas enzimaticos
responsables de la detoxificacion de xenobidticos™. Se ha demostrado que la digestion
gastrointestinal causa un aumento en compuestos fendlicos en diferentes alimentos. Por
ejemplo, en extracto de trigo, el contenido de fenoles aument6 después de la hidrdlisis
gastrointestinal, ademéas se ha observado que la concentracién fendlica aument6 en
digestion gastrointestinal in vitro de las manzanas, debido a la degradacion de los

polimeros en monémeros y agliconas™.
Estimacion de Flavonoides.

Cuando se realiza el analisis por 6rgano se expresa que el extracto de hexano
(HF) y acetato de etilo (AF) de la flor presentan una mayor concentracion de estos

metabolitos que el extracto etanolico (EF), del mismo miembro, asi lo indica la Figura 12,
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esto revela que los flavonoides obtenidos son de baja polaridad, esto puede deberse a
gue tienen pocas sustituciones de grupos hidroxilos en la estructura, o bien pocas
azucares asociadas a la misma, lo cual permite extraer este tipo de compuestos en
solventes con polaridad menor, como en hexano o acetato de etilo, de esta manera seran
moderadamente solubles en solventes polares como el etanol, metanol, butanol®. Por
otra parte los extractos de hexano generalmente contienen clorofila® y cuando la especie
en estudio tiene presencia de agliconas de flavonoides altamente metoxiladas, este
extracto como también el de cloroformo y acetato de etilo son ricos en este metabolito
secundario, debido a su baja polaridad®.

En el caso del tallo los extractos con mayor concentracion de estos metabolitos
son AT y ET, presentando diferencias significativas entre estos y el extracto HT, lo cual
puede deberse a que los flavonoides extraidos de este érgano tengan mayor polaridad, es
decir, mientras mas hidroxilos sustituidos y azucares posea el flavonoide, mayor sera la
polaridad y por ende el extracto etanolico es quien deberia poseer mayor concentracion
de estos metabolitos®, como ocurre en este caso, en donde el extracto AT y el ET no

presentan diferencias significativas entre ello.

La Figura 12 muestra que los flavonoides poseen una distribucién homogénea en
los diferentes érganos de P. chilensis, esto se puede deber a que ambos 6rganos
corresponden a la parte aérea de la planta y por ende estan expuesto a agentes de estrés
abiético como la radiacién UV, puesto que se ha descrito que estos metabolitos cumplen
una funcién importante en la fotoproteccién contra este tipo de radiacion®. Ademas existe
evidencia de que estos metabolitos secundarios son inducidos por la radiacién UV*, las
caracteristicas de absorcion de la radiacion ultravioleta por parte de los flavonoides se
han considerado durante mucho tiempo como el principal papel que cumplen los
flavonoides en las plantas, de hecho, los flavonoides a menudo estan presentes en altas
concentraciones en las capas de células epidérmicas de hojas y en tejidos susceptibles a

la luz UV, como el polen y el meristema apical®

, lo cual permite encontrar mayor
concentracion de estos metabolitos en 6rganos expuestos a la radiacion, como lo son la

flor y el tallo de la especie en estudio.

Cabe destacar, que la proteccion contra la radiacion UV no es la Unica funcion
protectora que cumple este metabolito en la planta, sino que ademas es capaz de

proteger de microorganismos, tanto bacteriano como hongos, insectos y también animales
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herbivoros, esto producto de que el metabolismo de estos fitoconstituyentes, que son
fendlicos, se activa a nivel transcripcional como respuesta a estos diferentes agentes de
estrés bidtico y abidtico®, por ende es posible sefialar que las concentraciones de
flavonoides en el tallo puede ser producto de la penetracion de la mariposa del chagual en
el tallo de la especie. De esta manera, la labor protectora no es la Unica que cumplen los
flavonoides, sino que también son capaces de actuar a nivel de sefales quimicas y
efectos contra enzimas, por ende, es dificil adjudicar la concentracion de estos
metabolitos en esta especie, solo a la proteccion de la radiacion UV*®, pues ademas estan
descritas otras funciones para estos metabolitos.

De la misma forma en que los flavonoides cumplen variadas funciones en las
plantas, en los seres humanos también puede tener diferente actividad, la cual se debe
principalmente a la alta reactividad quimica de estos fitoconstituyentes, la cual se expresa
en su afinidad de enlace a polimeros naturales, e iones de metales pesados, asi como
también su capacidad para catalizar el transporte de electrones y secuestrar radicales
libres’” " 7°_ Es por esto que la relacién de estas moléculas con el hombre, presentan una
serie de actividades farmacoldgicas, dependiendo de ciertas caracteristicas de su
molécula, entre las que se destaca su actividad sobre el sistema circulatorio disminuyendo
la fragilidad capilar, la parodentosis en la que se produce inflamacién y destruccion del
tejido conectivo, también actla en la prevencién de la formacion de placas de aterona,
siendo beneficiosos en la prevencion de la arterioesclerosis y el infarto del miocardio,
ademas opera en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de
cancer actuando a diferentes niveles dentro del proceso de induccion y proliferacion de
los tumores, principalmente en cancer de pulmén, asimismo su actividad se presenta en

otras enfermedades e incluso es utilizado en la cosmética ** °.

Finalmente, la actividad molecular de estos fitoconstituyentes, como el secuestro
de radicales libres genera el interés por el estudio de estos, resaltando su actividad
antioxidante y los beneficios que traen consigo al desarrollo tratamientos de

enfermedades o de terapias complementarias.
Estimacion de antraquinonas.

Al realizar un andlisis de la Figura 13 se observa que existe una mayor

concentracion de antraquinonas en la flor de la especie, lo cual se debe a que las
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antraquinonas son pigmentos de color amarillo a rojo intenso, color que es caracteristico
de la flor en la especie en estudio.

La flor de P. chilensis posee un color amarillo particular, esto puede deberse a que
las antraquinonas son de color amarillo claro, aunque cuando estan sustituidas por grupos
auxocromicos (ejemplo -OH, -COOH, -NH,*!), en una o méas de sus ocho posiciones
disponibles, se produce un incremento de la intensidad del color, el cual se desplaza al
rojo intenso. Cuando mayor es el niumero de los grupos sustituyentes donadores de
electrones, mas fuerte y profundo seré el color. La sustitucién en posicion alfa da mas
color que en la posicion beta, debido a la interacciébn de un par de electrones no
compartidos del grupo auxocromo quinénico®”. En cuanto a la informacién presentada es
posible sefialar que en la flor de P. chilensis existe una mayor concentraciéon de este
metabolito poco sustituido por grupos auxocrémicos, lo cual revela una baja polaridad de
estos fitoconstituyentes, permitiendo extraer una mayor concentracion de antraguinonas
en los solventes menos polares como hexano y acetato de etilo, expresando en la Figura
13.

Una de las antraguinonas mas representativa es la emodina esta presente en
numerosas plantas medicinales donde la actividad anticancerigena es una de las mas
relevante, se ha demostrado que el mecanismo que esta utiliza, ademas de inhibir
numerosas proteinas quinasas, es que la emodina puede ser un inhibidor de la caseina
quinasa Il (CK2), una serina-treonina quinasa altamente expresada en numerosos tipos
de cancer y puede sensibilizar las células tumorales para incrementar los efectos
citotéxicos de algunos agentes quimioterapéuticos, tales como el triéxido de arsénico y el
cisplatino®, con esta informacion y teniendo en cuenta que los extractos mas activos en la
inhibicion del cancer de colon (ver Figura 17) son precisamente aquellos donde existe
mayor concentracién de antraquinonas, se puede sefialar que estos extractos podrian ser
utilizados en terapias complementarias de diferentes tipos de cancer.

Si tomamos en cuenta que el tratamiento clinico de las enfermedades neoplasicas
se basa en los procedimientos complementarios de cirugia, radioterapia, inmunoterapia y
quimioterapia, es sabido que este Ultimo es un tratamiento en el que se utiliza
doxorrubicina (Dox) que es un antibiético antitumoral que pertenece al grupo de las
antraciclinas, la cual tienen una estructura antraquinonica enlazada con un amino-azucar
(ver Figura 18), el cual es capaz de intercalarse en la cadena de ADN como mecanismo
de accién de este antibidtico, se considera que el encaje en la cadena del ADN, se debe a

la afinidad del grupo amino de estos antibidticos por los fosfatos del ADN, ocasionando la
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inestabilidad de este complejo y obstaculizando la replicacion del mismo, la trascripcion y

la traduccion, con el consecuente dafio que conduce a la muerte de la célula tumoral®* .

(0]
|
(0]

OH 0

OH O

wNH,

“"OH

CHj3

Doxorrubicina

Figura 18: Estructura de doxorribicina utilizada en tratamientos contra el cancer®.

Si bien, esta droga cumple un rol fundamental en el tratamiento de diferentes tipos
de cancer, esta posee fuertes efectos secundarios que se pueden mitigar con bajas dosis,
pero prolongadas, para de esta manera evitar hduseas, vomitos, arritmias, neutropenia,
alopecia completa, mielosupresiéon, supresién inmune, pero ademas este medicamento
puede dafiar el corazén, porque su administracion lleva a la produccién de radicales libres
al mismo tiempo que se anula el glutatibn peroxidasa intracelular, el cual es fundamental
contra el ataque de los radicales libres®”. Es por estos antecedente que es de suma
importancia avanzar en estudios que permitan encontrar nuevas estructuras con efectos
secundarios reducidos al minimo, y tanto la emodina como la evidencia de esta droga con
base antraquindnica proporciona el sustento para incorporar las altas concentraciones de
antraquinonas encontradas en los solventes menos polares de la flor de P. chilensis en

estudios orientados a la medicina complementaria.
Determinaciéon de capacidad secuestradora del radical libre estable DPPH-.

El ensayo DPPH:-, es un ensayo altamente utilizado para la determinacién de la
actividad antioxidante de diferentes jugos de frutas, como también de extractos de
plantas, donde el radical libore DPPH- enfrenta una decoloracion desde el violeta al
amarillo en presencia de moléculas antioxidantes®, en este caso se determiné la actividad
antioxidante de los extractos de P. chilensis, frente a patrones, como acido galico y
Trolox™, donde se observa en la Figura 14 la existencia de diferencias significativas entre

los patrones utilizados y los diferentes extractos, lo que implica que estos extractos tienen
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una menor capacidad secuestradora del radical libre estable DPPH:, comparando esta
actividad con dichos patrones.

Entre los extractos que tienen una mayor capacidad para inhibir el 50% del radical
DPPH- se encuentra el extracto AF, lo cual se puede justificar, pues la mayor cantidad de
metabolitos secundarios se encuentran precisamente en este extracto, es decir, los tres
tipos de fitoconstituyentes en estudio (fenoles, flavonoides y antraquinonas) muestran una
alta concentracion de estos, con respecto al resto de los extractos. Por otro lado, los
extractos etanolicos de ambos érganos (EF y ET) presentan una cercana inhibicién del
radical, pero esta sigue siendo menor que la de los patrones de acido galico y Trolox™, lo
cual se debe a que los extractos de dicho solvente, si bien no presentan la mayores
concentraciones, de igual forma se destacan frente al resto de los extractos, en el caso de
EF en los fitoconstituyentes en estudio solo se presenta una alta concentracion en el
analisis de fenoles, pues en el resto no hay presencia de estos metabolitos (flavonoides y
antraquinonas), lo cual permite sefialar que el porcentaje de inhibicibn se debe a los
compuestos fendlicos cuando se observa el extracto etanolico y su inhibicién.

Por otro lado los extractos ET en todos los casos en estudio existe presencia de
este, siendo en el analisis de fenoles y antraquinonas donde la concentracion de los
metabolitos destaca por sobre el resto de los extractos del mismo érgano, lo cual permite
adjudicar a estos la capacidad inhibitoria media que posee el extracto etanolico del tallo.

La actividad antioxidante de algunos extractos polares es debida, al menos en
parte, a la presencia de sustancias con grupos hidroxilos, los cuales ejercen su accién por
donacion de protones (capacidad secuestradora de radicales libre), lo cual explicaria que
sean los extractos con mayor polaridad los que presentan una mayor capacidad inhibitoria
media, es por esto que en cualquier caso es importante la estructura del compuesto
antioxidante presente en el extracto®.

Finalmente, si se observa la Tabla 3 de los anexos, la cual se refiere a las
correlaciones de los ensayos realizados, la actividad DPPH- se debe en una mayor
proporcion al contenido fendlicos de los diferentes extractos, pues entre estos dos
ensayos existe un 45% de correlacion, lo cual se ajusta a la presencia de grupos

hidroxilos como se menciona con anterioridad.
Determinacion del potencial antioxidante reductor del ion férrico (FRAP).

El método FRAP se basa en el principio de que los antioxidantes son sustancias

capaces de reducir el ion férrico al estado ferroso; en esta forma, el ion forma un complejo
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coloreado con el compuesto 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)*. El método FRAP es, por
tanto, un método que no evalla la capacidad neutralizadora de radicales libres de la
muestra estudiada, sino su capacidad reductora por transferencia de electrones™.

Al realizar el andlisis de la Figura 15, esta demuestra que no existen diferencias
significativas entre los 6rganos, ni tampoco cuando se analizan todos los extractos entre
si, lo cual puede deberse a la distribucion similar de los compuestos fendlicos, los cuales
presentan un porcentaje de correlacion del 80%, entre este y el ensayo FRAP. Sin
embargo, el extracto de acetato de etilo de la flor vuelve a destacar frente a los extractos
del mismo érgano esto puede deberse a que las pruebas que se realizaron a los fenoles
también demuestran un aumento de estos metabolitos en el extracto AF, puesto que
existe una directa relacion entre estos compuestos y la actividad antioxidante establecida

por este ensayo®.

Por lo tanto, en el extracto AF existen compuestos fendlicos con una alta
capacidad de reducir al Fe*® a Fe™?, ademas de compuestos que posean una actividad
neutralizadora de radicales libres, puesto que en el ensayo DPPH- el extracto que inhibia
a este radical a una menor concentracion, precisamente era el extracto de acetato de etilo

de la flor.
Determinacion del potencial antioxidante total para la captura de radicales (TRAP).

Este método se basa en la proteccién proporcionada por los antioxidantes sobre la
degradacion del color durante una reaccion de peroxidacion controlada. La coloracién se
apaga mediante ABAP y la interaccion con el reactivo ABTS:- como un generador de
radicales. Esta reacciébn se mide en la presencia de antioxidantes presentes en los
extractos empleados, lo cual provoca la desintegracion de la decoloracién del cromoéforo
color verde caracteristico del reactivo®™. Se ha descrito que el potencial antioxidante TRAP

se debe a la presencia de compuestos fenélicos y sus derivados®.

Al observar la Figura 16, la actividad antioxidante que evalla este ensayo presenta
una distribucién similar en los érganos analizados, pero al realizar pruebas estadisticas
para cada 6rgano, se expresa que son los extractos de acetato de etilo los que han vuelto
a manifestar diferencias significativas con el resto de los extractos de cada 6rgano, esto

se puede deber a que existe una correlacion entre el ensayo y la concentracion de

64



flavonoides en el extracto AF, la cual es del 40%, muy por sobre a la correlacidon que

existe entre este ensayo y el resto de los ensayos de fitoconstituyentes.
Evaluacién inhibitoria media de la (ICs) de viabilidad celular

Evaluar la capacidad inhibitoria media es de absoluta relevancia en estos casos en
donde extractos a concentraciones crecientes actuan sobre una celula, estas células son
las lineas HT-29 y CoN, en este caso los tratamientos que inhiben a menor concentracion
el 50% de la viabilidad celular, en ambas lineas en estudio, son el AF, HT y AT, donde se
observa en la figura 17 que los tratamientos con extractos de acetato de etilo son los que
inhiben a menor concentracion el 50% de la viabilidad celular.

Esto se puede deber a que la concentracibn de antraquinonas posee una
correlacion con la actividad inhibitoria media de 52%, lo cual no es extrafio pensando en
gue existen medicamentos que se utilizan actualmente para el tratamiento del cancer que
se basan en una estructura antraquindénica llamado doxorrubicina, por otra parte el ensayo
que puede justificar esta actividad es el DPPH-, el cual presenta una correlacion del 64%
con la actividad inhibitoria media, esto producto de que se destaca nuevamente el
extractos de acetato de etilo los que presentan un mejor perfil fitoquimico y actividad
antioxidante y como se mencioné anteriormente son diversos los compuestos o

fitoconstituyentes que podrian actuar sobre la actividad antitumoral.

Es importante destacar que existe una alta concentracion de flavonoides en
extractos HF, AF, AT, ET; de fenoles en los extractos AF, y ET; y de antraquinonas en los
extractos HF y AF, lo cual permite sefialar que la actividad anti-tumoral no depende solo
de un grupo de metabolitos 0 compuestos, sino que son variados los compuestos que
podrian aportar en esta actividad, pues la literatura sefiala que las plantas presentan una
composicion muy variada en su estructura y de ellas son diversos los compuestos activos
que manifiestan efecto antitumoral. Por estas razones la busqueda de agentes
antitumorales a partir de plantas continda siendo una tarea de interés en la obtencion de

I°°. Por lo tanto, los andlisis de viabilidad

mecanismos novedosos de actividad antitumora
son solo preliminares y es por esto que no se pueden realizar conjeturas resolutivas sobre

estos resultados.

Por otro lado, es importante destacar que no existen diferencias significativas

entre ambas lineas celulares, lo cual puede indicar que el comportamiento de los
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tratamientos con los extractos mas activos, frente a estas lineas celulares de cancer de
colon y la linea celular sana es similar, por ende, los extractos mas activos (AF, AT y HT)
no son selectivos tanto para HT-29 como para las celulas CoN.

Como se aprecia en la Tabla 2, al comparar el resultado de los extractos frente a
los tratamientos (HT-29 y CoN) con el valor de Doxorrubicina como tratamiento control®,
se demuestra que el farmaco, presenta cien veces mayor toxicidad en las células
cancerigenas de colon que el extracto de AF, la actividad de este se puede observar en
base a la alta presencia de antraquinonas y a la actividad antioxidante en dicho extracto,
que al tener la misma estructura molecular base que el medicamento utilizado, podria
estar cumpliendo funciones similares, si bien, los mecanismos de accion no estan
estudiados ni aclarados, es importante desarrollar mas estudios que permitan determinar

estos mecanismos, para poder introducir la planta en la medicina complementaria.
Conclusiones

En relacién al objetivo general, el cual consiste en evaluar el contenido de
fitoconstituyentes (fenoles, flavonoides y antraquinonas), la actividad antioxidante por
medio de ensayos espectrofotométricos (DPPH-, FRAP y TRAP) y la viabilidad células en
cepas HT-29 y CoN frente a tratamiento con extractos en solventes con polaridad
creciente de P. chilensis, se logré evaluar y determinar cada uno de estos parametros por
medio de métodos establecidos, determinando su presencia y actividad en diferentes

proporciones.

Respecto a la estimacion de los metabolitos secundarios presentes en los

extractos de la especie en estudio, se concluye:

El extracto que presenta una mayor actividad antioxidante y mejor distribucion de
los metabolitos secundarios en estudio es el de acetato de etilo de la flor, representando
diferencias significativas con el resto de los extractos. En el caso de fenoles tienen una
distribucion homogénea en todos los extracto sin distincién de 6rgano, pero si de extracto,
donde el extracto de acetato de etilo de la flor presenta diferencias significativas con el
resto de ellos. En cuanto a los flavonoides se distribuyen de forma heterogénea por medio
de los 6rganos en estudio destacando en la flor los extractos con polaridad menor (HF y

AF) y en el tallo los extractos con polaridad mayor (AT y ET). Finalmente la flor de la
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planta es la que presenta mayor cantidad de antraquinonas, especificamente en los

extracto de hexano y acetato de etilo.

Respecto a la estimacion de la actividad antioxidante que presentan los extractos
de P. chilensis, se concluye:

El extracto que presenta una mejor actividad antioxidante en los ensayos en
estudio (DPPH-, FRAP y TRAP) es el de acetato de etilo de la flor, encontrandose en este,
diferencias significativas en todos los ensayos con el resto de los extractos del mismo
organo. En cuanto al extracto que presenta una mejor actividad antioxidante en el ensayo
DPPH- es el AF, presentando una actividad cercana a la de los controles positivos
Trolox™ y &cido galico. En el caso del ensayo FRAP la distribucion de la actividad de los
extractos de la planta en estudio es similar, pero resalta la actividad del extracto AF, el
cual presenta diferencias significativas con el resto de ellos. Al igual que en el ensayo
FRAP la distribucion de la actividad antioxidante para el ensayo TRAP es similar en todos
los extractos, pero destacando significativamente solo los extracto de acetato de etilo para

ambos érganos.

En relacion al ensayo de concentracion inhibitoria media, de las lineas celulares

tratadas con extractos de la planta en estudio, se concluye:

Al obtener la concentracion inhibitoria media (ICso) es el extracto de acetato de
etilo de la flor, el que posee mejor actividad inhibitoria media de la viabilidad celular a una

menor concentracion, en ambos cepas celulares.
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Proyecciones

En funcion de los resultados obtenidos en la determinacion de fitoconstituyentes,

actividad antioxidante y viabilidad celular, se propone:

Aislar los compuestos activos de los extractos que presentan mayor
concentracion de fitoconstituyentes o mejor actividad antioxidantes de P.
chilensis y probarlos en células de cancer de colon, y realizar pruebas de
citotoxicidad.

Realizar un ensayo de permeabilidad de membrana a los tratamientos de las
lineas celulares realizados con los extractos de P. chilensis, con el fin de
dilucidar el mecanismo de muerte celular al que se estd sometiendo estas
células.

Realizar un ensayo de caspasa-3 a los tratamientos de las lineas celulares
realizados con los extractos de P. chilensis, con el fin de dilucidar el
mecanismo de muerte celular al que se esta sometiendo estas células.

Por medio de estos estudios publicar los resultados, ya sea en congresos y
articulos con el fin de dar a conocer las propiedades de la especie y protegerla

de la tala indiscriminada por fines gastronémicos.
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Anexos

Resumen de andlisis del perfil fitoquimico y antioxidante

Con el fin de contrastar la estimacion de los distintos metabolitos secundarios

analizados en la P. chilensis, se presentan a continuacion el resumen de estos datos.

Tabla 1: Distribucién de metabolitos secundarios en los diferentes extractos.

Organo Extracto Ant Fen Fla
HF 14,714 +0,398 2,84 +0,224 30,068 + 0,859
Flor AF 12,599 +0,23 4,63 +0,371 31,5 +2,42
EF n.d. 2,72 + 0,321 n.d.
HT 1,484 +0,121 2,63 + 0,236 0,921 + 0,168
TALLO AT 0,484 + 0,301 2,66 + 0,051 21,060 + 1,310
ET 0,932 + 0,245 3,5 + 0,136 20,285 + 1,598

Ant: antraquinonas totales (mg EE*gr); Fen: fenoles totales (mg EA*gr™);

Fla: flavonoides totales (mg EQ*gr™)

De acuerdo con la Tabla 1 se observa que no se han detectado antraquinonas en

el extracto EF y flavonoides en el mismo extracto. Por otro lado las antraquinonas se

encuentran es extractos menos polares (HF y AF), los fenoles tienen una distribucion

similar en todos los extractos y los flavonoides en la flor se encuentran en los extractos

menos polares (HF y AF), mientras que en el tallo se encuentran distribuidos en los mas

polares (AT y ET).

Por otro lado, con el fin de contrastar la estimacion de la actividad antioxidante

analizada en la P. chilensis, se presentan a continuacion el resumen de estos datos.

Tabla 2: Distribucion de la actividad antioxidante de los ensayos DPPH-, FRAP y TRAP
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Organo  Extracto DPPH-(mg*mL-1) FRAP(mM TEAC) TRAP(TEAC uM)

HF 21,433 +1,101 12,749  +0,949 0,037 + 0,000
Flor AF 4,145 + 0,411 16,515 +0,68 0,037 + 0,000
EF 5,323 + 0,006 11,378  +0,733 0,037 + 0,000
HT 91,933 * 6,664 12,532  +0,606 0,137  +0,000
Tallo AT 44,033 +1,71 12,605 +0,931 0,037 + 0,000
ET 11,767 +0,874 11,797  +0,761 0,037 + 0,000

Al apreciar la Tabla 2 se observa que el ensayo TRAP posee baja actividad
antioxidante de manera uniforme dentro de los extractos, en cuanto al ensayo FRAP es el
extracto AF el que destaca la actividad antioxidante, pues la distribucién en este ensayo
es similar para el resto de los extractos. Por ultimo en cuanto al ensayo DPPH- se debe
tener en cuenta que los valores presentados son de ICs, por lo tanto los extractos que
posean una menor concentracion inhibitoria seran los que presenten una mayor habilidad

para inhibir al radical libre estable DPPH- que en este caso son los extractos AF, EF y ET.
Correlacion

Con el propésito de comprender como los resultados de los diferentes ensayos se
relacionan entre si, es que se presenta la siguiente tabla 1 de correlacion entre los

fitoconstituyentes, la actividad antioxidante y la viabilidad celular.

Tabla 3: Porcentaje de correlacion del perfil fitoquimico, actividad antioxidante y viabilidad

celular.

Fen Ant Fla DPPH FRAP TRAP HT-29 CoN
Fen 44 34 45 80 8 15 21
Ant 58 31 14 3 52 72
Flav 39 13 40 46 55
DPPH 29 31 64 67
FRAP 6 15 19
TRAP 17 36
HT-29 60
CoN
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A partir de la tabla 3 de correlacién de los resultados de fitoconstituyentes,
actividad antioxidante y viabilidad celular, se demuestra que existe una correlacion del
80% entre los fenoles totales y la actividad FRAP, lo cual puede ser sefialado como una
buena correlacion. El resto de los ensayos no mantienen buenas relaciones que se
puedan rescatar.
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