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ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico

APAF1: factor de activacion de la proteasa apoptética 1
ATP11A: ATPasa A

ATP11C: ATPasa C

AKT: proteina quinasa B

Akt-mTOR: via de transduccion intracelular

Bcl-2: familia de proteinas Bcl-2

BH: dominio de homologia a Bcl-2

(BH1, BH2, BH3, BH4): dominios de homologia a Bcl-2
BAX: proteina X asociada a Bcl-2

BAK: Bcl-2 antagonista/asesino 1

BOK: proteina asesina ovarica relacionada con Bcl-2
BIM: proteina mediadora de la muerte celular que interactia con Bcl-2
BID: proteina antagonista de la muerte celular que interacciona con BH3
BCL-XL: : proteina 1 de unién a Bcl-2

BCL-W: proteina 2 de union a Bcl-2

BFL-1: proteina Al de unidn a Bcl-2

BMF: factor de modificacion de Bcl-2

BSG: basigina

BRCA1: gen 1 supresor de tumor de cancer de mama
BRAP: proteina asociada a BRCA1

BECN1: beclina 1

CYCS: citocromo C

CASP9: proteina caspasa nueve

CARD: dominio de reclutamiento de caspasas

CASP3: proteina caspasa tres

CASP7: proteina caspasa siete

CASPS8: proteina caspasa ocho

CASP9: proteina caspasa nueve

CASP10: proteina caspasa diez

CAD: ADNasa activada por caspasa



Cdk: quinasa dependiente de ciclina

CO2: dioxido de carbono

CS: control solvente

CN: compuestos naturales

C-: control negativo

c-Fos: protoncogén c-Fos

c-IAP1: inhibidor celular de la proteina de apoptosis 1
c-IAP2: inhibidor celular de la proteina de apoptosis 2
c-FLIP: proteina inhibidora de FLICE

DIABLO/SMAC: homélogo mitocondrial de diablo
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico
ERK2: MAP quinasa 1

ERBB2: receptor de tirosina quinasa 2

FDD: proteina FDD

FITC: isotiocianato de fluoresceina

GSDME: proteina gasdermina D

GLUT: transportador de glucosa

HRK: activador de la apoptdsis harariki

H202: peroxido de hidrogeno

IAP: proteinas inhibidoras de la apoptésis

IMP: proteina integral de membrana

ICAD: inhibidor de CAD

IL8: interleucina 8

IL-1 a: interleucina 1 alfa

ICso: concentracion inhibitoria del 50% del crecimiento celular
IS: indice de selectividad

JNK: quinasas c-Jun N-terminal

KRAS: interructor de sefializacion celular

Kipl / p27 y Cip / p21: familia de proteinas inhibidoras de la Cdk
LC8: dineina citoplasmatica

M: molar

MOMP: perdida de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa



MCL1: proteina Bcl-2 isoforma 1

MAPK: proteina MAP quinasa 1

mTOR: diana en mamiferos de rapamicina

mg: miligramos

NOXA: proteina 1 inducida por 6-forbol-12-miristato-13-acetato
NF-kB: factor nuclear kappa Beta 3

NPTN: neuroplastina

OMM: membrana mitocondrial interna

OPA1: proteina de unién a dinamina

OMA1: metaloproteasa de zinc

PARL: proteina presinilina romboidal asociada

PBS: buffer fosfato salino

PCNA: antigeno nuclear de proliferaciéon celular
PKC: proteina quinasa C

PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
PI3K: fosfoinositol-3-quinasa

PI3K / AKT: via de transduccion intracelular

PS: fosfatidilserina

PUMA: proteina moduladora de apoptosis regulada por p53
P65: factor de transcripcion

RAS: proteina de unién a nucleotidos de guanosina
RB: proteina del retinoblastoma

RAF-MEK-ERK: Cascada de las MAP quinasas

ROS: especies reactivas de oxigeno

RIPK1: receptor que interactua con la proteina serina/treonina quinasa 1
SASP: fenotipo secretor asociado a la senescencia
SBF: suero bovino fetal

SRB: sulforodamina B

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta (B)
TNF: factor de necrosis tumoral

TRIS: hidrodimetil aminometano

TCA: acido tricloroacético



MM: micromolar

Mg: microgramos

VAD-FMK: carbobenzoxi-valil-alanil-aspartil- [O-metil] - fluorometilcetona
VEGF: factor de creciemiento del endotelio vascular

VDAC2: canal aniénico dependiente de voltaje variante 2

XIAP: inhibidor de la apoptosis ligado a X

XKR8: proteina 8 relacionada con XK
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RESUMEN

Se le ha denominado “muérdagos” a un grupo enigmatico de plantas de habito
parasitario, sin relacion filogenética entre ellas, pero con un pasado ligado a la historia
de la humanidad.

El quintral (Tristerix corymbosus), es un tipo de muérdago perteneciente a la familia
Loranthaceae que crecen sdlo en América del Sur. Este muerdago ha sido utilizado
tradicionalmente en medicina alternativa, por el pueblo mapuche. Un estudio reciente,
en el que se describieron por primera vez sus componentes, revelé la presencia de
compuestos a los que se le han atribuido importantes actividades bioldgicas, entre ellas
efectos antitumorales.

Si bien otros tipos de muérdagos principalmente el muerdago europeo (Viscum album)
ha sido producto de numerosas investigaciones y ensayos clinicos que avalan su
actividad anticancerigena. La informacion y los conocimientos sobre este tipo de plantas
en América del sur esta en su etapa inicial.

Esta investigacion tiene por objetivo estudiar el efecto de diferentes extractos del
quintral sobre la viabilidad celular, utilizando un modelo in vitro de lineas celulares
tumorales: MCF-7 (cancer de mama), PC-3 (cancer de préstata) y AGS (cancer gastrico)
y una linea celular no tumoral, HEK-293 (células embrionarias de rifién). Se evaluo el
efecto de los extractos del quintral sobre la viabilidad celular, mediante el ensayo de la
sulforodamina B. Posteriormente se analizd6 qué tipo de muerte celular se indujo,
evaluando los cambios producidos sobre el potencial de membrana mitocondrial y la
activacion de caspasas.

Los extractos de quintral demostraron ser citotdxicos para las tres lineas de células
tumorales. Los efectos mas significativos fueron observados en la linea de células de
adenocarcinoma gastrico (AGS). El quintral disminuyo el porcentaje de células viables y
desencadendé la pérdida del potencial de membrana mitocondrial a bajas
concentraciones. Proponemos que el Tristerix corymbosus podria ser una potente

especie con efectos antitumorales, por lo que resulta necesario seguir investigandola.
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Palabras claves: Tristerix corymbosus, quintral, cancer, viabilidad celular, muerte

celular, caspasas.

I. INTRODUCCION

I.I Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y en el afio 2018,
se estima que alrededor de 18,1 millones de personas fueron diagnosticadas y fue la
causa de muerte de 9,6 millones. A nivel mundial, casi 1 de cada 6 muertes se debe a
cancer. Las causas mas comunes de muerte por cancer son los canceres de: Pulmén
(1,8 millones de muertes), colorectal (881.000 muertes).higado (782.000 muertes), y
mama (627.000 muertes)(1).

La carcinogénesis es un proceso de varios pasos caracterizado por una progresion de
cambios moleculares que en ultima instancia, permiten la reprogramacion vy
transformacién de una célula para someterse a una proliferacién descontrolada (2).
Durante este proceso, las células normales evolucionan progresivamente a un estado

neoplasico, adquiriendo una serie de capacidades bioldgicas distintivas (3). (Figura 1)

Hanahan y Weinberg (3,4), publicaron sus influyentes revisiones, que han logrado
persistir en el centro de la literatura del cancer, donde se organizaron las complejidades
de la biologia del cancer en una serie de caracteristicas que han servido como modelos

para comprender los rasgos centrales de esta patologia.

El objetivo de las caracteristicas distintivas del cancer, ha sido proporcionar un marco
organizativo de las propiedades celulares descubiertas durante la transformacion de
células (fenotipicamente) normales, ya sea que dicha transformacion se detenga en una
etapa de crecimiento benigno o continde en la direccion de una evolucién hacia la
malignidad. Guiados por las revisiones de Hanahan y Weinberg, otros autores han
propuesto una definicion mas precisa de las caracteristicas distintivas del cancer como,
caracteristicas adquiridas, evolutivas y ventajosas que promueven

complementariamente la transformacion de células fenotipicamente normales en células
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malignas, y promueven la progresiéon de las células malignas mientras se explota el
tejido del huésped (5).
Tomando en consideracién la organizacion de dichas caracteristicas y las propuestas

actuales, las caracteristicas distintivas del cancer se describen a continuacion.

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling SUPPressors

Avoiding
immune
destruction

Deregulating

ReSISﬁng Enabllng
cell replicative
death immortality
Genome Tumor-
instability & . romotmg
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &
metastasis

Figura 1: Capacidades distintivas de las células tumorales. Estas capacidades son: autosuficiencia en
sefiales de crecimiento, insensibilidad a inhibidores del crecimiento, resistencia a la muerte celular, potencial
replicativo ilimitado, induccién de la angiogénesis, capacidad de migrar e invadir los tejidos, reprogramacién

del metabolismo energético y evasion del sistema inmune. Imagen extraida de Hanahan et al (3).

I.I.I Autosuficiencia en seiales de crecimiento

El rasgo fundamental de las células cancerigenas es su capacidad para mantener la

proliferaciéon de forma continuada. Los tejidos normales controlan cuidadosamente la
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produccidn y liberacion de sefiales promotoras del crecimiento, que instruyen la entrada
y progresién a través del ciclo de crecimiento y divisién celular, asegurando asi una
homeostasis del nimero de células y por lo tanto el mantenimiento de la arquitectura y
funcién del tejido normal. Las células cancerosas, al desregular estas sefiales se vuelven
duefias de sus propios destinos. Las sefales de activacion se transmiten en gran parte
por factores de crecimiento, que se unen a los receptores de superficie celular. A menudo
estas senales influyen en otras propiedades celulares y bioldgicas, como la supervivencia

celular y el metabolismo energético (3).

Las células cancerigenas pueden adquirir la capacidad de sustentar la sefializacion
proliferativa de varias maneras: pueden producir factores de crecimiento por si mismas,
y pueden responder a través de la expresion de receptores afines a ellas, dando como
resultado la estimulaciéon proliferativa autocrina. Alternativamente, las células
cancerosas pueden enviar sefiales para estimular células del estroma de soporte
asociado al tumor, que suministra reciprocamente diversos factores de crecimiento a las
células cancerosas. De esta forma, las células crecen fuera de control, puesto que se

dividen rapido y no mueren (6).

Actualmente se aprecia que en las células cancerosas, las vias de sefializacion para el
crecimiento y proliferacion celular albergan una o mas alteraciones que las hace
impulsoras del desarrollo tumoral, lo que les da una ventaja de supervivencia a dichas
celulas. Estas alteraciones, incluyen factores de crecimiento, sus receptores o las

moléculas de sefializacion citosodlica (7).

El factor de crecimiento transformante B (TGF-B) es un ligando anti-crecimiento
convencional. Se ha demostrado que esta implicado en la progresion tumoral tanto al
estimular la desdiferenciaciéon de las células cancerosas como al remodelar la EMT
(5,6,8).

Otra de las alteraciones mas comunes, se encuentran en el compartimiento aguas abajo.
Un ejemplo es la proteina RAS, que sirve como un "centro de sefializacion" en esta red
de vias de sefializacion. A menudo mediante mutaciones sin sentido en su gen o
mutaciones inactivadoras en alguno de sus reguladores negativos (por ejemplo, NF1) o

de las vias de sefializacion que median las funciones RAS, principalmente RAF-MEK-
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ERK y PI3K-AKT-mTOR, cuyos componentes tambien son mutados de forma
independientemente, han sido descritos en varios tipos de cancer. Es importante
destacar que las mutaciones en la familia de genes RAS, sus proteinas reguladoras o sus
vias de sefializacién, producen una gran cantidad de efectos mas alla del crecimiento y
la proliferacién celular. Estos efectos incluyen la supresion de la apoptosis, el cambio del
metabolismo, la promocién de la angiogénesis y la evasidon inmune, y asi reflejan el
hecho de que una sola cascada de sefializacién podria estar implicada en multiples

caracteristicas del cancer (9-11).

Incluso en condiciones fisioldgicas, en presencia de senalizacion de crecimiento, la
regulacién estricta del ciclo celular es a través de proteinas reguladoras que mantiene
los ciclos de division bajo control. Para que las células cancerosas crezcan, la
desregulacion del ciclo celular y la interrupcién de los puntos de control de este son
cruciales. Un regulador clave es la proteina retinoblastoma (RB), cominmente inactivada
en una multitud de tumores maligos. Como es el caso con RAS, se ha demostrado que
la familia RB no se limita al control proliferativo, sino que esta involucrada en multiples
roles, que afectan a varios otros distintivos, que incluyen el mantenimiento de la
estabilidad gendmica, la regulacion de la apoptosis, el metabolismo celular, la
senescencia , angiogénesis y supresion de invasion y metastasis (12,13). Otro regulador
clave es p53 que actia como un detector de estrés y responde, siendo sensible a una
variedad de tensiones que incluyen estrés genotdxico, sefalizacion excesiva, privacion
de nutrientes e hipoxia entre otros. Al detener una mayor proliferacion, p53 se involucra
en el inicio de los mecanismos de reparacion, o si el dafio es irreparable, inicia la muerte
celular o los estados de diferenciacion terminal. La molécula también se ha relacionado
con la reprogramacion metabdlica, la regulacion de la autofagia y la homeostasis redox
(5,14).

I.I1.II Potencial replicativo ilimitado

Las células de los tejidos normales pueden atravesar solo un nimero limitado de ciclos
sucesivos de division celular y crecimiento. Una vez que finalizan los ciclos, las células
pueden entrar en estado de senecencia (proceso de salida del ciclo celular irreversible)

o de crisis que lleva consigo, la muerte célular. Cuando las células emergen de una
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poblacién en crisis y exhiben un potencial replicativo ilimitado, se denomina

inmortalizacion (3).

En el acortamiento de los telémeros, después del agotamiento del potencial replicativo,
induce a la senescencia. Por el contrario, divisiones sucesivas conducirian a ciclos de
fusion y rotura cromosémica, lo que provoca inestabilidad genémica y permite la
acumulacién de alteraciones (potencialmente transformadoras de malignidad). La
longitud telomérica corta, es casi una caracteristica universal de las lesiones detenidas
tanto benignas como premalignas. En consecuencia, dicha detencidon es evitada en
células completamente inmortalizadas. Esto se debe principalmente a la enzima
telomerasa, aumentada en el 85-90% de los tumores humanos y capaz de reconstituir
los extremos teloméricos, manteniendo una longitud suficiente para una mayor
replicacion. Cabe destacar, que del 10 al 20% de los tumores humanos utilizan vias
alternativas para el alargamiento de los teldmeros, pero sus mecanismos exactos aun

estan sujetos a investigacion (15).

Sin embargo, el papel pasivo de las células senescentes ha sido desafiado en los Ultimos
anos, principalmente a través de la caracterizacion del fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP) que libera: factores de sefializacion solubles, proteinas insolubles y
componentes de la matriz y proteasas por parte de las células senescentes, capaces de

remodelar el microambiente que los rodea (5).

I.1.III Insensibilidad a inhibidores del crecimiento

Ademas de la capacidad distintiva de inducir y mantener sefiales estimuladoras del
crecimiento que actUan positivamente, las células cancerosas también deben sortear
programas poderosos que regulan negativamente la proliferacion celular. Muchos de
estos programas dependen de las acciones de los genes supresores de tumores. Se han
descubierto docenas de supresores de tumores que operan de varias maneras para

limitar el crecimiento y la proliferacion celular (5).

Los dos genes supresores tumorales que codifican para las proteinas RB y TP53,

funcionan como un centro dentro de dos circuitos reguladores celulares complementarios
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claves que rigen en futuro de las células para proliferar o, alternativamente, activar

programas de senescencia y apoptoticos (16).

La proteina RB integra senales de diversas fuentes extracelulares e intracelulares y, en
respuesta, censa si una célula debe o no pasar por su ciclo de crecimiento y division. Por
lo tanto, las células cancerosas con defectos en la funciéon de la via RB carecen de los
servicios de un guardian critico de la progresién del ciclo celular, cuya ausencia permite
la proliferacién celular persistente. Mientras que RB transduce sefiales inhibidoras del
crecimiento que se originan en gran parte fuera de la célula, p53 recibe entradas de
sensores de estrés y anormalidades que funcionan dentro de los sistemas operativos
intracelulares, si el grado de dafio al genoma es excesivo, o si las sefiales que promueven
el crecimiento, la glucosa o la oxigenacién no son optimas, p53 puede detener el avance
del ciclo celular hasta que estas condiciones se hayan normalizado (16).
Alternativamente, ante las sefales de alarma que indican un dafio irreparable a dichos
subsistemas celulares, p53 puede desencadenar la apoptosis. En particular, los diversos
efectos de activacion de p53 son complejos y altamente dependientes del contexto,
varian segun el tipo de célula, asi como por la gravedad y persistencia de las condiciones
de estrés celular y dafio genémico (17).

Aunque los dos supresores canonicos de la proliferacion (p53 y RB) tienen una
importancia crucial en la regulacion de la proliferacion celular, varias lineas de evidencia
indican que cada uno opera como parte de una red mas grande que esta conectada para

redundancia funcional (5).

Para que las células cancerosas crezcan, la desregulaciéon del ciclo celular y la
interrupcion de los puntos de control del ciclo son cruciales. Los genes codificantes de
RB y p53, se encuentran comunmente inactivados en una multitud de tumores malignos.

En particular p53 es el gen mutado en mas del 50% de los tumores secuenciados (18).

I.I.IV Induccion de la angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de brotacion, division celular, migracion y ensamblaje de
células endoteliales de vasos preexistentes, para la formacidon de uno nuevo. Se utiliza

durante la embriogénesis para la expansion y remodelacién de las redes vasculares
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primitivas, y es parte de eventos postnatales que incluyen la curacién de heridas, el ciclo
reproductivo femenino y la inflamacion crénica. En estos eventos, sin embargo, la
angiogénesis se apaga o puede ser prolongada pero autolimitada, a diferencia de las
neoplasias en las que el proceso se activa continuamente. La regulacién de la
angiogénesis implica factores pro y antiangiogénicos; su equilibrio determina el estado
del "interruptor angiogénico". Solo cuando un disparador inclina el equilibrio hacia
factores pro-angiogénicos (como en el caso de malignidad) se activa el interruptor y los

tejidos vasculares quiescentes muestran signos de angiogénesis (3,5,19).

El desencadenante mas importante de la angiogénesis es la hipoxia. Las células
endoteliales poseen una serie de mecanismos de deteccion de oxigeno, principalmente
aquellos que interactian con la familia del factor de transcripcidon inducible por hipoxia
(HIF), que regulan la expresién de una multitud de genes no solo involucrados en la
angiogénesis, sino que también en la supervivencia celular, en el metabolismo y en la
inflamacion. En respuesta a la hipoxia, el factor inducible por hipoxia (HIF) inicia una
respuesta transcripcional adaptativa, muchos de los cuales son factores involucrados en
la activacion de la angiogenesis. Dado que el tejido tumoral crece mas rapido que su
suministro y se desarrolla en un ambiente de privacion de oxigeno, la hipoxia es una
caracteristica de los tumores, no es sorprendente que los niveles de HIF sean mas altos

en muchos tipos de cancer (5,20).

Los efectores angiogénicos, incluyen una gran cantidad de moléculas pro-angiogénicas,
la via de sefalizacion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es la mas
potente. Controlado por la actividad de HIF, y también directamente por sefializaciéon de

crecimiento, VEGF se sobreexpresa en una multitud de tumores malignos (21).

I.1.V Capacidad de migrar e invadir los tejidos

El proceso de invasion y metastasis se ha esquematizado como una secuencia de pasos
discretos, que consiste en una sucesion de cambios celulares bioldgicos, comenzando
con la invasion local, luego la invasion de las células cancerosas a los vasos sanguineos
y linfaticos cercanos, el transito de las células cancerosas a través de los sistemas

linfaticos y hematdgenos, seguido del escape de las células cancerosas del lumen de
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tales vasos en el parénquima de tejidos distantes (extravasacion), la formacion de
pequenos nédulos de células cancerosas (micrometastasis) y, finalmente, el crecimiento
de lesiones micrometastasicas en tumores macroscépicos, este Ultimo paso se denomina
"colonizacion" (3).

La gran mayoria de los tumores sélidos humanos son carcinomas que se originan en
varios tipos de células epiteliales en todo el cuerpo. Para que las células del carcinoma
se separen de las vecinas y logren invadir tejidos adyacentes, estas células deben perder
la adhesién celular (caracteristica de un fenotipo epitelial) y adquirir motilidad. E-
cadherina funciona como un componente clave de las uniones adherentes, qué son
integrales en la adhesion celular y mantienen el fenotipo epitelial. La union homofilica
de E-cadherina entre las células es importante para mediar la inhibicion por contacto
cuando las células alcanzan la confluencia (22). La pérdida parcial de E-cadherina, se ha
asociado a la progresion del carcinoma y el mal prondstico. En varios tipos de carcinomas
humanos, la expresion de E-cadherina se pierde en una etapa temprana del desarrollo
del tumor, lo que hace que los tumores resultantes exhiban un fenotipo mesenquimatoso
esencialmente permanente (23).

Las MMP estimulan indirectamente el inicio y la progresién del tumor, ya que la irrupcion
de la MEC puede activar procesos celulares que causan dafio al ADN y estimulan la
inestabilidad gendomica. Esta familia de proteinas puede inducir directamente la

transicién EMT en las células epiteliales diana y aumentar la invasividad (24).
I.I.VI Reprogramacion del metabolismo energético

Las alteraciones metabdlicas del cancer, se han organizado en seis caracteristicas
distintivas: absorcion desregulada de glucosa y aminoacidos, modos oportunistas de
adquisicion de nutrientes, utilizacion de glucdlisis e intermedios del ciclo TCA, aumento
de la demanda de nitrégeno, alteraciones en la regulacion génica impulsada por
metabolitos e interacciones metabdlicas con el microambiente. Estos pueden existir total

o parcialmente en diferentes entornos tumorales (25).

Dos nutrientes principales que las células en crecimiento requieren absolutamente, son
la glucosa y la glutamina. Se han observado niveles elevados de proteinas
transportadoras de glucosa (GLUT) en muchos tipos de cancer. Multiples mecanismos y

vias de sefializacién en las células cancerosas promueven la captacion de la glucosa,
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como es el caso de HIF que aumenta la expresién de GLUT y hexoquinasa (atrapando la
glucosa entrante), tambien la sefializacion aberrante de PI3K / Akt aumenta la expresion
de GLUT1 vy la translocacién de proteinas a la membrana celular, al igual que KRAS y
BRAF oncogénicos (25,26).

Los reguladores de la captacion de glutamina estdn menos caracterizados: MYC mejora
la expresion de los transportadores de glutamina y su utilizacion y RB puede regular
negativamente la sintesis de glutamina. Las células tumorales pueden utilizar vias
alternativas que no sean el transporte para la adquisicion de glutamina (y otros
aminoacidos), que incluyen macropinocitosis de proteinas extracelulares en periodos de
privacion de nutrientes, engrosamiento y digestiéon de células vivas ("entosis"), o
fagocitosis de cuerpos apoptoéticos vecinos. Por lo tanto, la absorcion de nutrientes
desregulada se extiende mas alla de la glucosa y la glutamina, aunque esas han sido las

vias hiperactivas y reconectadas mas caracterizadas (5,25).
I.I.VII Evasion del sistema inmune

La antigua teoria de la vigilancia inmune propone que las células y los tejidos son
monitoreados constantemente por un sistema inmune siempre alerta, y que dicha
vigilancia inmune es responsable de reconocer y eliminar la gran mayoria de las células
cancerosas incipientes y, por lo tanto, los tumores nacientes. Segun esta ldgica, los
tumores solidos que aparecen de alguna manera han logrado evitar ser detectados por
las diversas barreras del sistema inmune o han sido capaces de limitar la muerte

inmunoldgica, evitando asi la erradicacion (3).

A pesar de que las células cancerosas pasan por una presion de seleccion inmune
constante, algunos clones emergen y 'escapan' de la vigilancia inmune, que es la fase
final en la inmunoedicion del cancer. Durante esta fase, las células tumorales que pueden
evadir la deteccidon inmune y la eliminacion mediante alteraciones genéticas y
epigenéticas crecen descontroladamente formando un tumor clinicamente detectable
(5). Se han descrito varios mecanismos de evasion que se enmarcan en tres principios
principales; (a) falta de reconocimiento de antigeno tumoral mediado por la alteracion
de las células tumorales o efectoras, (b) resistencia a la muerte celular, y (c) induccion
de la tolerancia e ignorancia inmunoldgica, particularmente a través de factores

inmunosupresores secretados por las células tumorales. Las células cancerosas pueden
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paralizar los componentes citotdxicos del sistema inmunitario mediante la secrecion de
factores inmunosupresores o el reclutamiento de células inflamatorias
inmunosupresoras. Ademas, las células del estroma secretan factores
inmunosupresores, provocando un alza en la expresion de otras moléculas

inmunosupresoras (5).

I.II Cancer y muerte celular

La muerte celular es esencial para la regulacién del desarrollo y el mantenimiento de la
homeostasis tisular, la cual es consecuencia del equilibrio entre muerte y proliferacién
celular (27). La alteraciéon de la homeostasis en las células epiteliales conduce a la
progresion de un cancer agresivo, relacionado con la pérdida de las caracteristicas

epiteliales y la adquisicién de un fenotipo migratorio (23).

La desregulacion de la muerte celular por apoptosis es fundamental para el desarrollo
del cancer. La elucidacion de los circuitos de sefalizacién que rigen el programa
apoptotico ha revelado cdmo se desencadena la apoptosis en respuesta a diversas
tensiones fisioldgicas, que experimentan las células cancerosas durante el curso de la
génesis del tumor. Estudios han revelado cémo la apoptosis se atenla en aquellos
tumores que logran progresar a estados de alto grado de malignidad y resistencia a la
terapia (28).

La maquinaria apoptotica se compone de reguladores rio arriba y efectores rio abajo,
(Figura 2). Los reguladores, a su vez, se dividen en dos circuitos principales, uno que
recibe y procesa sefiales extracelulares inductoras de muerte (el programa apoptético
extrinseco, que implica por ejemplo el ligando Fas / receptor Fas), y el otro detecta e
integra una variedad de sefiales de estrés de origen intracelular (el programa intrinseco)
ocasionando un cambio en el equilibrio que favorece las proteinas proapoptéticas sobre
las antiapoptéticas y la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP)
con la liberacion de moléculas activadoras desde el espacio intermembrana mitocondrial.
Cada uno culmina en la activacion de proteasas normalmente latentes (caspasas 8 y 9,

respectivamente), que proceden a iniciar una cascada de protedlisis que involucra
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caspasas efectoras responsables de la fase de ejecucion de la apoptosis, en la que la

célula se desmonta progresivamente y luego es consumida por células fagociticas (28).

Extrinsic pathway Intrinsic pathway Extrinsic pathway
Stimuli (1) Stimull (3) Stimuli (2)

(TNF, TNFSF10, and FASLG) (DNA damage and metabolic stress) (Withdrawal of ligands)

l e Pro-apoptotic BCL2 * Anti-apoptotic BCL2 l """"
DSal Ficoplors (BAX and BAK1) —> MOMP = 52, 5 and BCL2L1) Db Teoes

(TNFRSF1A, TNFRSF10A, and FAS) (UNCSB and DCC)

Release of the mitochondrial proteins
1»FADD (CYCS, DIABLO, and HTRA2) l
‘ +APAF1
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Figura 2. Apoptosis extrinseca e intrinseca. La via extrinseca es inducida por la union de diferentes
ligandos a los receptores de muerte o por la retirada de los ligandos de receptores de dependencia. CASP8 y
CASP10 inician la apoptosis extrinseca mediada por los receptores de muerte, mientras que CASP9 inicia la
apoptosis extrinseca por la retirada de los ligandos de factores de dependencia. Pro-CASP8 y pro-CASP10 son
enzimaticamente inactivos hasta que interactuan con FADD (asociado a fas a través del dominio de muerte).
El dano en el ADN, la hipoxia, el estrés metabdlico y otros factores pueden inducir apoptosis intrinseca, que
comienca con MOMP y conduce a la liberacion de proteinas mitocondriales (por ejemplo, CYCS) en el citosol.
CYCS citosélico interactua con APAF1, que reculta a la pro-CASP9 para formar el apoptosoma. MOMP esta
estrictamente controlado por la familia Bcl2, incluidos sus miembros pro y antiapoptéticos. CASP3, CASP6 y
CASP7 se consideran como las caspasas efectoras comunes para ambos tipos de apoptosis. ademas, la via
extrinseca puede desencadenar apoptosis intrinseca a través de la generacion de BID truncada (tBID) por
CASP8 activa, tBID puede traslocarse a las mitocondrias y causar MOMP a través de la activacion de BAX y
BAK1. Imagen extraida de Tang et al (29).

Las células cancerosas pueden superar la respuesta apoptdtica por diversos
mecanismos. Las mutaciones inactivadoras que involucran a p53 hacen que la célula sea
insensible a muchos estimulos apoptoéticos (aunque, y afortunadamente, existen vias de

muerte celular independientes de p53). La regulacién excesiva de las proteinas
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antiapoptoticas o la pérdida de proteinas proapoptéticas a través de medios genéticos o
epigéneticos, es producida en varios tumores. Las células cancerosas también
ocasionalmente inhiben la actividad de las caspasas incluso con la aparicion de la
permeabilizacion irreversible de la membrana mitocondrial externa. Es importante tener
en cuenta que, aunque el resultado neto de esas alteraciones es una mayor
supervivencia del tumor, esto no significa que todas las células dentro de un tumor sean
insensibles a las sefales apoptédticas. Si este fuera el caso, la mayoria de las terapias
anticancerigenas actuales, efectivas al inducir la muerte celular, serian inutiles y los
tumores crecerian a tamafios absurdos. Por el contrario, es probable que las células
tumorales sean mas sensibles a la estimulacion apoptotica que las células normales y la

apoptosis ocurre continuamente en tumores en crecimiento (5,30).

I.I1.I Apoptosis extrinseca

Proponemos definir la apoptosis extrinseca (figura 2) como un tipo de RCD iniciado por
perturbaciones del microambiente extracelular que son detectadas por los receptores de
membrana plasmatica, propagadas por caspasa 8 (CASP8), con la participacion opcional
de MOMP vy precipitadas por caspasas ejecutoras, principalmente caspasa 3 (CASP3)
(27).

Los receptores de muerte incluyen (pero no se limitan a): receptor de muerte de
superficie celular Fas y miembro de la superfamilia de receptores de TNF, TNFR1
TRAILR1 y TRAILR2. Como regla general, la asociacion de receptores de muerte tras la
union del ligando permite el ensamblaje de un complejo multiproteico dinamico en la
cola intracelular del receptor, como el llamado "complejo de sefializacion inductor de

n

muerte" (DISC), "complejo i" y "complejo ii ", que funcionan como plataformas

moleculares para regular la activacion y las funciones de CASP8 o CASP10 (31).

La ejecucidn de la apoptosis extrinseca dirigida por receptores de muerte sigue dos vias
distintas. En las llamadas "células tipo I" (p. Ej., Timocitos y linfocitos maduros) la
maduraciéon proteolitica dependiente de CASP8, CASP3 y CASP7 es suficiente para
impulsar el RCD, que no puede ser inhibido por la sobreexpresion impulsada por el

transgén de las proteinas BCL2 antiapoptéticas, la co-eliminacién de Bax y Bakl1, o la
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pérdida de BID (BH3 interacting domain death agonist). Por el contrario, en "células tipo
I1" (p. Ej., Hepatocitos, células B pancredticas y la mayoria de las células cancerosas),
en las que XIAP restringe la activacion de CASP3 y CASP7, la apoptosis extrinseca
requiere de la escisién proteolitica de BID por CASP8. Esto conduce a la generacion de
una forma truncada de BID (tBID), que se transloca a la OMM. En el OMM, tBID funciona
como un activador BH3 para activar el RCD dependiente de MOMP dependiente de BAX
/ BAK y el consiguiente RCD impulsado por CASP9 (31).

I.I1.II Apoptosis intrinseca

La apoptosis intrinseca (figura 2) es una forma de muerte celular regulada, iniciada por
una variedad de perturbaciones micro ambientales, que incluyen: retirada de factores
de crecimiento, dano en el ADN, estrés del ER, sobrecarga de especies reactivas de
oxigeno (ROS), estrés de replicacion, alteraciones microtubulares o defectos mitéticos.
Las células apoptoticas retienen la integridad de la membrana plasmatica y la actividad
metabdlica (hasta cierto punto) a medida que el proceso se completa, lo que, permite la
eliminacion rapida por los macrofagos u otras células con actividad fagocitica (un proceso

comuUnmente conocido como eferocitosis) (31,32).

En condiciones fisioldgicas BAX realiza ciclos continuos entre el OMM vy el citosol, donde
exhibe una conformacion dimérica, monomérica o inactiva. En contraste, BAK reside
constitutivamente en el OMM, donde se inserta dentro de la bicapa lipidica a través del
extremo hidrofébico C-terminal de su conformacidén a9 hélice que interacciona con
VDAC2 (Voltage dependent anion channel 2). Es de destacar que se ha documentado
cierto grado de retrotranslocaciéon de BAK de la OMM al citosol. Tras la induccion de la
apoptosis, la retrotranslocacion de BAX cesa a medida que BAX y BAK experimentan
activacion directa o indirecta de BH3 (Pro-apoptotic BH3-only proteins) (33-35).Estos
miembros proapoptoticos de la familia de proteinas BCL2 que contienen un solo dominio
BH3 se activan transcripcional o postraduccionalmente en organulos especificos o
compartimentos celulares que experimentan perturbaciones de la homeostasis, de
hecho, operan como transductores celulares de sefializacidn de estrés. Algunas proteinas

que solo contienen dominio BH3, como PUMA ( P53-upregulated modulator of apoptosis),
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BCL2L11 mejor conocido como BIM y NOXA (phorbol-12-myristate-13-acetate-induced
protein 1), son activados principalmente por la regulacién transcripcional, mientras que
otros, como BID (BH3 interacting domain death agonist), se someten principalmente a
la activacion postraduccional (31,36).

BID, BIM, PUMA y NOXA comparten la capacidad de interactuar fisicamente (pero de
manera transitoria) con el conjunto mitocondrial de BAX y / o BAK (por lo tanto, se los
conoce como "activadores") para promover una serie de cambios conformacionales que
culminan con la disociacion de los dominios centrales y de retencidon de los efectores
BCL2. La vision actual es que BAX y BAK activados forman homodimeros (también
heterodimeros en entornos especificos), lo que da como resultado la liberacién de BH3
y una mayor oligomerizacion de dimero con dimero. La oligomerizaciéon en Ultima
instancia, conduce al ensamblaje de un poro lipidico que altera la permeabilidad de la
membrana mitocondrial y provoca reordenamientos profundos de la ultra estructura
mitocondrial y su funcion (31,37).

En linea con este modelo, recientemente se ha demostrado que BAX puede formar anillos
u oligdmeros lineales en forma de arco que perforan el OMM y continlia con MOMP, que
puede variar en tamano dependiendo del nimero de dimeros de BAX reclutados (31).
La MOMP esta antagonizada por miembros antiapoptoticos de la familia BCL2, incluido
BCL-XL, MCL1 (BCL2 family apoptosis regulator), BCL-W y BFL-1 (BCL2 related protein
A1l). Estas proteinas antiapoptoticas o pro-supervivencia contienen los cuatro dominios
BH, generalmente se insertan en la membrana OMM o ER y ejercen principalmente
funciones antiapoptdticas uniendose directamente a los miembros proapoptoéticos de la
familia BCL2 (38).

La mayoria de los miembros de la familia BCL2 pro-supervivencia inhiben BAX y BAK al
evitar su actividad de oligomerizacion y formacidon de poros, ya sea directamente, tras
el secuestro fisico en el OMM, o indirectamente, después del secuestro de activadores
de BH3. Es de destacar que, en condiciones fisioldgicas, algunas proteinas anti-
apoptoticas BCL2, como BCL-XL, ejercen un papel protector al promover la
retrotranslocacion de BAX y (en menor grado) BAK de las mitocondrias al citoplasma,
por lo tanto, limitan la cantidad mitocondrial. Es importante destacar que algunas
proteinas que poseen solo BH3, incluido BAD (BCL2 associated agonist of cell death),
BMF (Bcl2 modifying factor) o HRK (harakiri, BCL2 interacting protein) promueven MOMP

en ausencia de una interaccidn fisica con BAX o BAK. Estas proteinas de solo un dominio
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BH3, que a veces se denominan "sensibilizadores" o "inactivadores", se unen a los
miembros de la familia BCL2 antiapoptoéticos y, por lo tanto, limitan su disponibilidad
para secuestrar activadores de BAX, BAK o BH3 (31,34,38).

Se ha sugerido que diferentes proteinas BH3 se unen preferentemente a miembros
especificos de la familia BCL2 antiapoptoética (p. Ej., BID, BIM y PUMA se unen de forma
potente a todos los miembros de la familia BCL2 antiapoptética; BAD preferentemente
interactia con BCL2, BCL-XL y BCL-W; NOXA inhibe preferentemente MCL1; y HRK
inhibe preferentemente BCL-XL) (31).

Las células transformadas que carecen de todos los principales activadores de BH3 (es
decir, BID, BIM, PUMA y NOXA) aun pueden sufrir apoptosis en respuesta a los agentes
que dafan el ADN o a la regulacion negativa de BCL2, BCL-XL y MCL1. Esta observacién
esta en linea con la idea de que BAX y BAK pueden autoactivarse en ausencia de

miembros de la familia BCL2 antiapoptoticos y proteinas BH3 proapoptéticas (39,40).

La MOMP promueve directamente la liberacidn citosoélica de factores apoptogénicos que
normalmente residen en el espacio mitocondrial intermembrana. Estas proteinas
mitocondriales incluyen (pero no se limitan a) el citocromo ¢ somatico (CYCS), que
generalmente opera como lanzadera de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial
y a la proteina mitocondrial de union a diablo IAP (DIABLO; second mitochondrial
activator of caspases, SMAC). La liberacion de CYCS y SMAC al citosol se ve favorecida
por la remodelacién de las crestas mitocondriales, que se basa en la oligomerizacion y
activacion de OPA1 (mitochondrial dynamin like GTPase), posiblemente dependiente de
BAK y la activacion secundaria de OMA1 (zinc metallopeptidase). El grupo citosdlico de
CYCS se une al factor de activacion de la peptidasa apoptodtica 1 (APAF1) y la procaspasa
9 de una manera dependiente de desoxiATP para formar el complejo supramolecular
conocido como apoptosoma, que es responsable de la activacion de CASP9 (31).

La CASP9 activada puede catalizar la activacidon proteolitica de la CASP3 y CASP7, que
se perciben ampliamente como las enzimas responsables de la demolicion celular
durante la apoptosis intrinseca (y extrinseca) en células de mamifero (y, por lo tanto,
se conocen comuUnmente como caspasas ejecutoras). El SMAC citosdlico precipita la
apoptosis al asociarse con miembros de la familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAP) como XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis). XIAP es el Ginico miembro de la familia

de proteinas IAP que contrarresta la cascada apoptoética mediante la unidn estable y, por
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lo tanto, el bloqueo fisico de las caspasas. Por el contrario, los inhibidores de la apoptosis
IAP c-IAP1 y c-IAP2 primero impulsan la regulacién positiva de factores antiapoptéticos
potentes como CASP8, FADD vy el regulador de apoptosis c-FLIP; segundo promueven la
inactivacion de la caspasa en virtud de su actividad de ubiquitina ligasa E3; tercero el
receptor de ubiquitinato interactla con la serina / treonina quinasa 1 (RIPK1) y, por lo
tanto, desencadena la sefializacion NF-kB pro-supervivencia; y por ultimo quizas
promueva la degradaciéon de SMAC en las mitocondrias a través de un mecanismo que
depende de las proteinas BCL2 (31,41).

I.III Compuestos naturales

El aumento en la incidencia global de cancer en los Ultimos afios han llevado a campafias
centradas especificamente en la prevencién de la enfermedad. Las disminuciones
detectables en la incidencia mundial del cancer se han logrado a través de esfuerzos
como los movimientos para evitar el consumo de tabaco. Estudios epidemioldgicos
también han descubierto que la dieta y el ejercicio pueden disminuir significativamente
la prevalencia de algunos tipos especificos de cancer, renovando el interés en la
investigacion fitoquimica (42).

Los fitoguimicos constituyen un conjunto heterogéneo de compuestos bioactivos
clasificados por su estructura quimica que incluyen fenoles, alcaloides, carotenoides y
compuestos nitrogenados (43). Estos compuestos se encuentran naturalmente en las
frutas, verduras, granos y otros productos vegetales como las plantas medicinales y son
a menudo responsables de las caracteristicas distintivas de las plantas, como la
pigmentacion, el sabor y el olor. Ademas, muchos son componentes integrales para la
proteccién del huésped contra virus, parasitos y otros agentes daninos y/o estresantes
externos. Multiples estudios han revelado que estos compuestos son capaces de afectar
la proliferacion y Iregulacion del ciclo celular, y por lo general participan en multiples
vias de sefializacion que a menudo se interrumpen en la iniciacion tumoral, la
proliferacién y la propagacion (43,44).

Los principales grupos de compuestos naturales incluyen alcaloides, terpenos,

flavonoides, saponinas, lignanos, vitaminas, acidos grasos, betacaroteno, fibras, acido
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cafeicos, taninos, acido ascorbico, aceites esenciales, gomas y muchos productos
primarios y metabolitos secundarios (45).

Algunos de estos compuestos bioactivos cumplen funciones antitumorales, al inducir la
activacién de genes supresores de tumores, arrestar el ciclo celular y luego inducir
apoptosis a traves de la regulacion positiva de miembros proapoptoticos (46). Tambien,
interfieren en vias de sefalizacién asociadas al creciemiento y desarrollo celular. Por otro
lado inducen la regulacién negativa de TGF-B y VEGF, entre otros de sus efectos (47).
El uso de plantas medicinales como medicina alternativa y complementaria a los
tratamientos convencionales contra el cancer, ha aumentado en los Ultimos afios y esta
ganando gran popularidad. En algunos tipos de tumores, como es el caso del cancer
mamario, se ha demostrado que el uso de medicina alternativa como terapia de apoyo,

mejora la calidad de vida en las pacientes (48,49).

I.IV Muérdagos

En la literatura se ha descrito un grupo enigmatico de plantas, las denominadas
“muérdagos”. Los muérdagos son un tipo de plantas de habito parasitario cominmente
conocidas por ser unas 1.500 especies agrupadas en cuatro familias, Loranthaceae,
Misodendraceae, Santalaceae y Viscaceae, entre las cuales la familia Loranthaceae es la
mas grande, con 900 o mas especies (50). Estas plantas son vegetales, que al no poder
satisfacer por si mismas sus demandas nutricionales, obtienen los nutrientes que
requieren a expensas de otra planta, denominado hospedero (51). El habito parasitario
de estas especies, las asociaciones co-evolutivas y la prominencia cultural, han inspirado
a observadores de la naturaleza durante siglos. Plinio el Viejo, Linnaeus y Darwin estaban
fascinados con el muérdago europeo Viscum album, sefialando su dependencia de los
arboles para la nutricion y de las aves para la dispersion de semillas (52).

La capacidad de absorver nutrientes de las plantas parasitarias se asocia con la
produccion de drganos y mecanismos especializados para adquirir recursos desde su
hospedador. La transferencia de solutos del huésped a una planta parasita depende de
la formacion de un puente entre los dos organismos. Este 6rgano, el haustorio, es la
caracteristica definitoria de todas la plantas parasitas (53). Estudios sobre el y del
hospedador, sugiere que cambios en la calidad de un potencial hospedador puede

explicar patrones de ocurrencia de las plantas parasitas, que inciden en la calidad y
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contenido de nutrientes, espesor de la corteza, profundida de las raices, edad,

proximidad a una fuente de recursos, entre otras (54).

Una de las areas mas activas de la investigacién actual sobre los muérdagos y que ha
contribuido al aumento en la investigacion durante la ultima década, es la medicina de
productos naturales, especificamente la fitoquimica. La figura 3 muestra como ha
aumentado el numero de publicaciones asociadas a estas plantas en los Ultimos anos
(55).

g B

g

Nimero de estudios publicados
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Década

Figura 3. Estudios sobre muérdagos en las altimas décadas. A partir del afio 2000 los estudios sobre
muérdagos aumentaron considerablemente, llegando alrededor de las 200 publicaciones en el afio 2010.

Imagen extraida y modificada de Watson et al (55).

En Europa, la especie Viscum album es una de las drogas herbales mas potentes y
potencialmente efectiva contra el cancer (56). El muérdago Europeo es un arbusto
semiparasitario perteneciente a la familia Viscaceae con varias especies que pueden
crecer en las ramas de diferentes arboles. El muérdago europeo contiene diferentes tipos
de compuestos biolégicamente activos como carbohidratos, grasas, aminoacidos,
oligosacaridos, polisacaridos, enzimas, flavonoides, glicoproteinas (lectinas ML-T),
polipéptidos (viscotoxinas) y acidos triterpénicos (56). Estos compuestos derivados del
muérdago se han utilizado como terapia complementaria para algunas formas de cancer
(56,57).
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Las lectinas son los principales constituyentes del muérdago y son responsables de sus
efectos antitumorales e inmunomoduladores (58). En la actualidad, la mayoria de los
investigadores han centrado sus estudios en las lectinas de muérdago, en particular la
lectina I (ML-I)(59). Viscum album ha sido usado en distintas preparaciones de plantas
de diferentes arboles hospederos como manzana, pino, roble y otros. Muchos preparados
de extracto de muérdago estan disponibles, incluidos Isorel?, Cefaleksin™?, Lektinol™R,
Eurixor™®R, Iscador™®, Helixor™?, Iscucin™® y Abnobaviscum™®, que se comercializan como
prescripciones inyectables y pueden utilizarse como terapia adyuvante para el

tratamiento del cancer (59).

Solo en las ultimas dos décadas con el trabajo pionero de los muérdagos africanos, se
han explorado otras especies de muérdagos, para detectar su potencial actividad contra
diferentes tipos de cancer y otras enfermedades como la diabetes y la hipertension
(60,61). Mas recientemente, se han investigado muérdagos asiaticos, informados por el
conocimiento etnobotanico tradicional extendiéndose a posibles aplicaciones de
compuestos antimicrobianos y antivirales para otros fines, como la produccion ganadera

y la agricultura (62).

La investigacion sobre las propiedades medicinales de los muérdagos neotropicales esta
en la etapa inicial. Ademas, existe gran diversidad de especies de muérdagos, por
ejemplo, solo en Brasil existen mas de 245 especies de muérdagos y aun se estan

descubriendo especies nuevas (55).

I.V Quintral

En Chile, el pueblo mapuche se ha reconocido por su vasto conocimiento y uso de plantas
medicinales reportadas inicialmente por conquistadores espanoles. Investigaciones al
respecto, dan cuenta del conocimiento botanico local de los machis (médicos mapuches)
y del traspaso de informacién sobre una gran cantidad de productos botanicos con

aplicaciones medicinales (63).

Dentro de las especies utilizadas por el pueblo mapuche, existe un tipo de muérdago

llamado comUnmente quintral (Tristerix corymbosus) (figura 4), perteneciente a la
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familia Loranthaceae. El quintral, es un muérdago hemiparasito que crece en torno al
bosque nativo asi como en algunas especies introducidas, y es utilizado para tratar
Ulceras estomacales, colesterol alto y trastornos nerviosos (64). El género Tristerix
comprende 11 especies descritas que crecen solo en América del Sur en lugares cercanos
a los Andes desde Chile y Argentina hasta Colombia y Ecuador (51). Dos de estas
especies crecen en Chile. La especie Tristerix aphyllus crece sobre cactaceas, mientras
que la especie Tristerix corymbosus lo hace sobre una gran variedad de huéspedes, entre
los mas comunes estan el dlamo, el maqui, el huayln y el olivo. En Chile se le considera
una plaga agrondémica en cultivos de olivo y frecuentemente es erradicada a través de

la poda de la rama infectada (65).

Existe un estudio, en el cual, se describieron por primera vez los compuestos fendlicos
del muérdago chileno (Tristerix corymbosus) endémico de la VIII regién parasitario del
alamo. Este estudio reveld la presencia de 36 compuestos, de los cuales, 30 estan
presentes en las hojas del muérdago, los que incluyen varios acidos cafeicos,
procianidinas, varios flavonoides y oxilipinas. En las flores del muérdago se detectaron
6 antocianinas (66). Los investigadores encontraron diferencias significativas entre
hojas y flores en el contenido fendlico total y actividad antioxidante de esta especie
(66).
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Figura 4. A) Flor de Tristerix corymbosus. B) Semillas defecadas de T. corymbosus C) Rama de Aristotelia
chilensis siendo parasitada por T. corymbosus. D) T. corymbosus parasitando A. chilensis. Imagen extraida

del libro Medicamentos herbarios tradicionales (MHT)(67).

Dentro de los compuestos fendlicos identificados en el quintral y que ademas han sido
motivo de estudio en el Gltimo tiempo, se encuentran principalmente flavonoides tales
como quercetina, luteolina, naringenina; oxilipinas como el acido trihidroxi-
octadecenoico; acidos fendlicos como el acido quinico, entre otros (66).

En la literatura, se han informado los efectos antitumorales de estos compuestos (68).
Varios de ellos han demostrado desencadenar la apoptosis intrinseca en células
cancerosas y no en células normales (69). Esto se logra de varias maneras, como la
disminucién de ROS, la regulacién negativa de NF-kb, Bcl-2, Bcl-xL, survivina y Mcl-1;
activacién de las caspasas efectoras -9, -3 y -7, escisidén de PARP, liberacién de citocromo
C y aumento de Bax, Bak, Bid y p53 (47).

La informacién anterior y los escasos datos con respecto a las propiedades del muérdago

chileno (Tristerix corymbosus), sugieren que la investigacion en este tema podria
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proporcionar datos valiosos sobre las actividades bioldgicas de esta planta, asi como

también, sobre un futuro potencial terapéutico contra el cancer.

Se ha documentado que el uso de la medicina complementaria y alternativa (MCA) ha
ido en aumento especialmente en los pacientes con cancer. La MCA incorpora practicas
que no suelen ser parte de la atencion médica convencional, entre las que se incluye el
consumo de productos naturales.

III

Actualmente pareciera que el término “natural” se ha mal entendido, al otorgarle el
sindnimo de “inocuo”, generando con ello el consumo de productos de origen natural
con un escaso o nulo sustento cientifico. Es por esto, que siguiendo las estrategias de la
Organizacion mundial de la salud (OMS), es necesario poseer bases cientificas que
sustenten seguridad, efectividad y calidad requeridas para la administracién de la MCA

en seres humanos (70).

La presente investigacion tiene como objetivo estudiar la especie Tristeryx corymbosus,
especie cuyos metabolitos secundarios recientemente descritos pueden ser de interés y
de la que existe muy poca informacion cientifica, con el fin de ampliar el conocimiento
sobre esta planta y poder determinar si posee efectos sobre la viabilidad de células

cancerigenas.

Todos los antecedentes anteriormente expuestos nos llevan a plantear la siguiente

hipotesis.
II. HIPOTESIS

“Los extractos de quintral (Tristeryx corymbosus) reducen la viabilidad celular e inducen

la muerte celular, en lineas celulares tumorales”

III. OBJETIVOS

II1.I OBJETIVO GENERAL
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Evaluar el efecto de los extractos de quintral (Tristeryx corymbosus) sobre la viabilidad
y apoptosis en las lineas celulares de cancer MCF-7, PC-3 y AGS vy en la linea celular no
tumoral HEK-293

II1.1I.II Objetivos especificos

Determinar el efecto de los extractos de quintral en la viabilidad celular en las lineas
celulares MCF-7, PC-3, AGS y HEK-293.

Estudiar el rol de los extractos de quintral sobre la permeabilidad de membrana
mitocondrial en las lineas celulares MCF-7, PC-3, AGS y HEK-293.

Evaluar el efecto de los extractos de quintral sobre la activacion de caspasas en las lineas
celulares MCF-7, PC-3, AGS y HEK-293.
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IV. METODOLOGIA

IV.I Células y condiciones de cultivo

Se analiz6 el efecto de los extractos de quintral en las células tumorales, mediante un
modelo in vitro de lineas celulares tumorales de: adenocarcinoma mamario metastasico
MCF-7 (ATCC®HTB-22), adenocarcinoma prostatico PC3 (ATCC® CRL-1435),
adenocarcinoma gastrico AGS (ATCC® CRL-1739) y células embrionarias renales HEK-
293 (ATCC® CRL-1573). Todas las lineas celulares son de especie humana y fueron
obtenidas desde la American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). Para efectuar
los ensayos, el medio de cultivo de cada linea celular fue complementado con 10% de
suero bovino fetal (Heat-Inactivated European grade, Biological Industries), 100U/mL
de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco). Las células fueron mantenidas en
un incubador a 37°C en 5% de CO»: 95% de aire mezclado.

Para la realizacion de los experimentos de viabilidad celular, las células fueron
sembradas en placas de 96 pocillos (Falcon), a una densidad de 3 x 103 células/pocillo e

incubadas durante 24 horas, antes de cada ensayo.

IV.II Extractos de quintral

En la realizacion de los extractos se utilizaron hojas o flores de quintral, parasitario de
tres huespedes distintos, alamo (Populus nigra), maqui (Aristotelia chilensis) y huayun
(Rhaphitamnus spinosus) obteniéndose un total de 20 extractos diferentes (ver anexo
1). Estos extractos fueron gentilmente donados por Christopher Gonzales, técnico en
guimica analitica y profesor del laboratorio de quimica analitica de la Universidad
tecnoldgica INACAP.

La extraccion fue realizada por separado, sobre 20 gramos de hojas o de flores secas
utilizando 200 mL de solventes en una gradiente creciente de polaridad: hexano,

diclorometano, acetato de etilo y metanol sucesivamente, en un aparato Soxhlet.
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Una vez recibidos los extractos, se llevaron a una concentracién inicial de 50 mg/mL,
utilizando como solvente etanol (ETOH) al 100%. Cada extracto fue sometido a
sindicacion para conseguir la disolucion final del soluto en el solvente. La solucién stock

de cada extracto fue alicuotada y almacenada a -20°C.

Variedad de Quintral Solvente ID Extracto

Hexano HHOM
Dicl HDQM

Hoja de Quintral de Maqui Iclorometano Q
Acetato de Etilo HAQM
Metanol HMQM
Hexano FHQM
Flor de Quintral de Maqui Diclorometano FDQM
Acetato de Etilo FAQM
Metanol FMQM
Hexano HHQH
, Dicl HDQH

Hoja de Quintral de Huayun iclorometano Q
Acetato de Etilo HAQH
Metanol HMQH
Hexano FHQH
Flor de Quintral de Huayun Diclorometano FDQH
Acetato de Etilo FAQH
Metanol FMQH
Hexano FHOQA
Flor de Quintral de Alamo Diclorometano FDQA
Acetato de Etilo FAQA
Metanol FMQA

Tabla 1. Identificacion de los extractos del quintral. La primera letra representa la parte de la planta, H
para hojas y F para flores. La segunda letra corresponde al solvente utilizado, H para hexano, D para
diclorometano, A para acetato de etilo y M para metanol. Las ultimas dos letras representan la variedad de

Quintral, QM para Quintral de Maqui, QH para Quintral de Huayun y QA para Quintral de Alamo.
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V.III Viabilidad

V.III1.I Ensayo de citotoxicidad

La evaluacion de los efectos de los extractos de quintral sobre la viabilidad celular, fue
realizada mediante el ensayo de sulforodamina B, el cual permite medir la cantidad de
células viables tras cada tratamiento (71,72) .

Antes de cada ensayo, las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una
densidad de 3 x 103 células/pocillo en 100 pl de medio de cultivo e incubadas durante
24 horas. Para evaluar el efecto de los extractos de quintral, las células fueron tratadas
por cuadruplicado con los 20 extractos por separado, utilizando cinco concentraciones
distintas para cada extracto de la hoja de quintral (50 - 25 -12,5-6,25 - 2,5 ug/mL) y
seis concentraciones para la flor del quintral (100 - 50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 2,5 pg/mL).
Para determinar el efecto sobre la viabilidad celular del solvente utilizado en la
preparacion de los extractos de quintral, se utilizé un control solvente con ETOH al 1%.
Ademas, se usd un control negativo con células incubadas solo con medio de cultivo.
Para todos los tratamientos y controles, las células fueron incubadas por 72 horas a 37°C
en 5% CO..

Luego de cada incubacion las células fueron fijadas con acido tricloroacético 50% durante
1 h a 49C, tras lo cual fueron lavadas tres veces con agua destilada. Posteriormente
fueron tenidas con sulforodamina B al 0.1% en acido acético al 1% por 30 min a
temperatura ambiente. Tras la tincidn, las células fueron lavadas tres veces con acido
acético al 1% para eliminar el colorante no unido y secadas a temperatura ambiente. El
colorante presente en las células fue solubilizado con Tris Base 10 mM, para
posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en un lector de

microplacas Biotek Instruments modelo EL808.

Los valores de absorbancia obtenidos fueron promediados y llevados a porcentajes de
células viables respecto del control solvente, luego se extrapolaron a una curva estandar
y se calculd el parametro ICsp de cada extracto en las lineas celulares estudiadas, este
valor es considerado como la concentracién en la cual una sustancia reduce a la mitad

un proceso bioldgico, en este caso la reduccion de la viabilidad celular en un 50%. Para
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realizar el calculo se utiliz6 el software SigmaPlot 11, usando la siguiente formula:

(max - min)

-(hillslope)
X
1+( /ICSO)

y= min +

IV.IV Muerte celular

IV.IV.I Potencial de membrana mitocondrial

Para la evaluacién del cambio de potencial de membrana mitocondrial, las células fueron
marcadas con rodamina 123 (73), sonda fluorescente cationica sensible al voltaje que
se acumula de forma reversible en las mitocondrias, la fluorescencia asociada a esta
sonda fue analizada mediante un citometro de flujo FACS Calibur (BD, Franklin Lakes,
NJ, EE. UU).

Las lineas celulares MCF-7, PC-3, AGS y HEK-293 fueron sembradas en placas de 24
pocillos, a una densidad de 5 x 10* células/pocillo en 500 pl de medio de cultivo. Luego
de 24 horas de incubacion, las células fueron tratadas con los extractos de acetato de
etilo a la concentracidn de 100 pg/mL del quintral parasitario de maqui y huayun durante
48 horas. Una vez finalizado los tratamientos, se adicionaron 5 pl de la sonda rodamina
123 al pocillo correspondiente (concentracion final 1 uM) y se incubaron durante 45
minutos a 37°C, posteriormente se recogio el medio de cultivo de cada pocillo en tubos
eppendorf de manera independiente y cada pocillo fue lavado con 300 pl de PBS 1X,
transfiriendo el lavado al mismo tubo. Luego se adicionaron 200 pl de tripsina a cada
pocillo, se incubaron durante 15 minutos a 37°C y se transfirio el contenido a cada tubo,
para asi, obtener las células presentes en el pocillo. Finalmente, cada tubo fue
centrifugado durante 10 minutos a 1500 rpm, el sobrenadante fue retirado y el pellet
resuspendido en 500 uyl de PBS 1X. Como control sin marcaje se utilizaron células
tratadas con el solvente exclusivamente (ETOH 1%) pero no incubadas con rodamina,
el control negativo fueron células tratadas con solvente y marcadas con rodamina 123

durante 48 horas y como control positivo se utilizaron células tratadas con FCCP
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(Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone) (10uM) durante 24 horas y

marcadas con rodamina 123.

Los histogramas obtenidos tras el analisis en el citdmetro de flujo utilizando el filtro FL1,
fueron analizados para evaluar el porcentaje de células con el potencial de membrana

mitocondrial intacto utilizando el software Cyflogic v.1.2.1.

IV.IV.II Caspasas

Para evaluar la activacion de caspasas como una caracteristica propia del proceso
apoptotico, las células fueron tratadas con el marcador CaspACE™ FITC-VAD-FMK, el
cual es un isotiacianato de fluoresceina (FITC) conjugado con un inhibidor general de las
caspasas (VAD-FMK), de esta forma, el FITC-VAD-FMK es un marcador in situ que se
une a caspasas activas (74). La fluorescencia asociada a este marcador fue analizada

mediante citometria de flujo.

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos, con una densidad de 3 x 10°
células/pocillo en 1,5 mL de medio de cultivo. Luego de la de incubacion, las células
fueron expuestas a los tratamientos con el extracto de acetato de etilo a la concentracion
de 100 pg/mL del quintral parasitario de maqui y huayin durante 72 horas. Transcurrido
este tiempo, se realizo el marcaje en oscuridad con el marcador CaspACE™, durante 30
minutos a 37°C. Tras el marcaje se recolecto el contenido de cada pocillo de forma
independiente y fue transferido a tubos de 15 mL, los pocillos fueron lavados con 1ml
de PBS 1X, el lavado fue transferido al tubo y las células aun adheridas a los pocillos
fueron removidas con 400 pl de tripsina durante 15 minutos a 37°C, posteriormente el
contenido fue agregado al mismo tubo para reunir todo el contenido del pocillo. El
contenido completo del tubo se centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm. El
sobrenadante fue descartado y el pellet re-suspendido en 500 pL de PBS 1X. Como
control sin marcaje se utilizaron células tratadas con el solvente exclusivamente, el
control negativo fueron células tratadas con solvente y marcadas con CaspACE, como

control positivo se utilizaron células tratadas con daunorrubicina (1 uM).
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Los histogramas obtenidos tras el analisis en el citdmetro de flujo utilizando el filtro FL1,
fueron analizados para evaluar el porcentaje de células con caspasas activas, utilizando

el software Cyflogic v.1.2.1.

IV.V Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en cada estudio fue analizado con los
softwares estadisticos STATISTICA 7 y SPSS.

Para determinar la significancia estadistica de los resultados, se realizaron diferentes
pruebas. Inicialmente se evalud la distribucién de los datos, con el menu "DISTRIBUTION
FITTING”, del programa STATISTICA 7 y el test de Levene del programa SPSS, para
evaluar la distribucién de los datos y la homogeneidad de la varianza. En el caso de
encontrarse distribucion normal de los datos y homocedasticidad de la varianza (p >
0,05) se realizd el test estadistico ANOVA de una via sin interaccion y posteriormente se
realizd una prueba post hoc Tukey. En el caso de que los datos no presentaran
distribucion normal, ni variansas homogeneas (p < 0,05), se realizé la prueba no
parametrica U de Mann-Whitney para dos muestras independientes. En ambas pruebas
se considerd como variable dependiente el % de viabilidad obtenido con los valores de
absorbancia de cada ensayo y como variable independendiente o categorica la
concentracion utilizada para cada tratamiento.

En los ensayos para evaluar la muerte celular, se consideré como variable dependiente
el porcentaje de células con el potencial de membrana mitocondrial intacto. Los valores
en que p < 0,05 indicaron diferencias significativas.

Para en ensayo de caspasas, no se realizé el analisis de estadistico de los datos, ya que

el numero de réplicas bioldgicas fue insuficiente (n=2).
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V. RESULTADOS

V.I VIABILIDAD CELULAR

Para el andlisis de la viabilidad celular se utilizd el ensayo colorimétrico de la
sulforodamina B. A continuacidon, se muestran los resultados en las diferentes lineas
celulares utilizadas.

Inicialmente se evalud el efecto de los extractos de la flor del quintral de los tres
huéspedes diferentes. Posteriormente se evaluaron los efectos de los extractos de la
hoja del quintral huesped del maqui y huayun dado que con los extractos de quintral de

alamo no se observaron efectos significativos.

V.I1.I Linea celular de cancer gastrico AGS

V.I.1.I Tratamiento con extractos de flor de quintral de alamo

En el grafico de la figura 5, se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea celular AGS, tratada con los extractos de la flor del quintral de

alamo.
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Figura 5. Efectos de los extractos de la flor de quintral de alamo sobre la viabilidad celular en la
linea celular AGS. Los extractos de quintral provienen de una extraccion de tipo Soxhlet, realizada por
separado sobre hojas y flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos de la flor de quintral de alamo (50
-25-12,5-6,25 - 2,5 ug/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y
control negativo (C-), extracto de hexano (amarillas), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y metanol
(rosado). Tras el tratamiento se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B. Se
grafica la media de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente

y la desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

En la figura 5 se observa que el extracto de flor de acetato de etilo y metanol, solo
disminuyen significativamente la viabilidad celular (% viabilidad), a la mayor
concentracién utilizada (50 jpg/mL) (ver tabla 2). El resto de los extractos y
concentraciones no muestran diferencias significativas con respecto a los controles. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre en control solvente y

control negativo en ninguno de los ensayos (p > 0,05).
V.I.1.II Tratamiento con los extractos de flor y hoja de quintral de huayin
En el grafico de la figura 6 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea celular AGS tratada con los extractos de la flor y hoja del quintral

de huaydn.
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Figura 6. Efectos de los extractos de la flor y hoja de quintral de huayan sobre la viabilidad celular
en la linea celular AGS. (A) tratamiento con los extractos de flor, (B) tratamiento con los extractos de hoja.
Los extractos de quintral provienen de una extraccion de tipo Soxhlet, realizada por separado sobre hojas y
flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos (50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 2,5 ug/mL)
por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y control negativo (C-), extracto de
hexano (amarillas), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y metanol (rosado). Adicionalmente se
agregd la concentracion de 100 pg/mL para los extractos de acetato de etilo de la flor de huayun. Tras los

tratamientos se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B). Se grafica la media
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de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente y la desviacion
estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

En la (figura 6-A) se observd que en la linea celular AGS, los extractos de acetato de
etilo de la flor de quintral de huayudn (100-50-25 pg/mL) y metanol (50 jpg/mL)
presentaron una disminucion significativa sobre la viabilidad celular con respecto a los
controles.

Para los extractos de hoja del quintral de huayun (figura 6-B), se observd efectos sobre
la viabilidad a la concentracién de 50 pg/mL, en todos los extractos excepto en los
tratamientos con los extractos de hexano, donde no se observo actividad.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre en control solvente y

control negativo en ninguno de los ensayos (p > 0,05).
V.I.1.III Tratamiento con los extractos de flor y hoja de quintral de maqui
En el grafico de la figura 7 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea celular AGS tratada con los extractos de la flor y hoja del quintral

de maqui.
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Figura 7. Efectos de los extractos de la flor y hoja de quintral de maqui sobre la viabilidad celular
en la linea celular AGS. (A) tratamiento con los extractos de flor, (B) tratamiento con los extractos de hoja.
Los extractos de quintral provienen de una extraccion de tipo Soxhlet, realizada por separado sobre hojas y
flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos de la flor y hoja de quintral de
maqui (50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 2,5 ug/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente
(CS) y control negativo (C-), extracto de hexano (amarillas), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y
metanol (rosado). Adicionalmente se agregé la concentracién de 100 ug/mL para los extractos de acetato de
etilo de la flor de maqui. Tras los tratamientos se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de la
sulforodamina B. Se grafica la media de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado

con el control solvente y la desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).
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En la figura (7-A) se observd que en la linea celular AGS, los extractos de acetato de
etilo de la flor del quintral de maqui y huayun, presentaron actividad significativa sobre
la viabilidad celular, disminuyéndola, a las mayores concentraciones usadas (100 y 50
Hg/mL). En los tratamientos con los extractos de la hoja de quintral de maqui (7-B) se
observé disminucion significativa de la viabilidad con respecto al control solvente a la
mayor concentracion utilizada 50 pg/mL para todos los extractos, siendo el extracto de
acetato de etilo de la hoja de quintral de maqui, el mas significativo. En general, con el
resto de las concentraciones no se observé diferencias significativas.

No se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre en control solvente

y el control negativo en ninguno de los ensayos (p > 0,05).
V.I1.II Linea celular de cancer de prdéstata PC-3
V.I.I1.I Tratamiento con los extractos de flor de quintral de alamo

En el grafico de la figura 8 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea PC-3 tratada con los extractos de la flor del quintral de dlamo.
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Figura 8. Efectos de los extractos de la flor de quintral de alamo sobre la viabilidad celular en la
linea PC-3. Los extractos de quintral provienen de una extraccién de tipo Soxhlet, realizada por separado
sobre hojas y flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad. Las células
fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos de la flor de quintral de alamo (50 - 25 - 12,5
- 6,25 - 2,5 pg/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y control negativo
(C-), extracto de hexano (amarillas), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y metanol (rosado). Tras
el tratamiento se determin¢ la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B. Se grafica la media
de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente y la desviacion
estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

No se observd una reduccion significativa de la viabilidad celular para ninguno de los

extractos de quintral de alamo.
V.I.I1.II Tratamiento con los extractos de flor y hoja de quintral de huayin
En los graficos de la figura 9 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea PC-3 tratada con los extractos de la flor y hoja del quintral de

huayun.
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Figura 9. Efectos de los extractos de la flor y hoja de quintral de huayin sobre la viabilidad celular
en la linea celular PC-3. (A) tratamiento con los extractos de flor, (B) tratamiento con los extractos de
hoja. Los extractos de quintral provienen de una extraccién de tipo Soxhlet, realizada por separado sobre
hojas y flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos (50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 2,5
pg/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y control negativo (C-), extracto
de hexano (amarillo), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y metanol (rosado). Adicionalmente se
agregé la concentracién de 100 pug/mL para los extractos de acetato de etilo de la flor de huaydn. Tras los
tratamientos se determiné la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B. Se gréfica la media
de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente y la desviacion
estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).
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En la grafica de la figura 9, se observé una disminucion significativa de la viabilidad en
la linea celular PC-3, tratada con los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral
de huayun (figura 9-A) a las concentraciones de 100 y 50 ug/mL. Los tratamientos con
los extractos de hexano y metanol también disminuyeron significativamente la viabilidad
celular a la concentracion de 50 pg/mL. Por otra parte los extractos de diclorometano no
presentaron efectos.

Para los extractos de hoja de maqui (figura 9-B), el tratamiento con el extracto de
diclorometano fue el Unico que presento diferencias significativas.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el control solvente y

control negativo en ninguno de los ensayos (p > 0,05).
V.I.IL.III Tratamiento con los extractos de flor y hoja de quintral de maqui
En el grafico de la figura 10 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea celular PC-3 tratada con los extractos de la flor y hoja del quintral

de maqui.
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Figura 10. Efectos de los extractos de la flor y hoja de quintral de maqui sobre la viabilidad celular
en la linea celular PC-3. (A) tratamiento con los extractos de flor, (B) tratamiento con los extractos de
hoja. Los extractos de quintral provienen de una extraccién de tipo Soxhlet, realizada por separado sobre
hojas y flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos (50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 2,5
pg/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y control negativo (C-), extracto
de hexano (amarillas), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y metanol (rosado). Adicionalmente se
agregd la concentracién de 100 pg/mL para los extractos de acetato de etilo de la flor de maqui. Tras los
tratamientos se determiné la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B. Se gréfica la media
de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente y la desviacion
estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).
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En los graficos de la figura 10 se observé una disminucién significativa de la viabilidad
con respecto al control solvente en la linea celular PC-3 (figura 10-A) tratada con el
extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de maqui, a las mayores
concentraciones utilizadas (100 y 50 ug/mL). El extracto de diclorometano de la flor,
también disminuyd levemente el porcentaje de viabilidad a la concentracion de 50
Hg/mL. En los tratamientos con los extractos de la hoja de quintral de maqui (figura 10-
B), se observo actividad significativa respecto al control con el extracto de acetato de
etilo, a la concentracion mayor 50 pyg/mL. En general, no se observaron efectos para el
resto de los extractos.

No se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre el control solvente y

control negativo en ninguno de los ensayos (p > 0,05)
V.I.III Linea celular de cancer mamario MCF-7
V.I.II1I.I Tratamiento con los extractos de flor de quintral de alamo

En el grafico de la figura 11 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea MCF-7 tratada con los extractos de la flor del quintral de alamo
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Figura 11. Efectos de los extractos de la flor de quintral de alamo sobre la viabilidad celular en la
linea celular MCF-7. Los extractos de quintral provienen de una extraccion de tipo Soxhlet, realizada por
separado sobre hojas y flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.
Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos de la flor de quintral de alamo (50
-25-12,5- 6,25 - 2,5 pg/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y
control negativo (C-), amarillas extracto de hexano, azul diclorometano, verde acetato de etilo y rosa metanol.
Tras el tratamiento se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B. Se grafica la
media de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente y la

desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

En el grafico de la figura 11 no se observod actividad significativa para ninguno de los

extractos de quintral de alamo en la linea celular MCF-7.

V.I.IIL.II Tratamiento con los extractos de flor y hoja de quintral de huayin

En el grafico de la figura 12 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea MCF-7 tratada con los extractos de la flor del quintral de huayudn.
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Figura 12. Efectos de los extractos de la flor y hoja de quintral de huayin sobre la viabilidad celular
en la linea celular MCF-7. (A) tratamiento con los extractos de flor, (B) tratamiento con los extractos de
hoja. Los extractos de quintral provienen de una extraccidn de tipo Soxhlet, realizada por separado sobre
hojas y flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos (50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 2,5
pg/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y control negativo (C-), extracto
de hexano (amarillas), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y metanol (rosado). Adicionalmente se
agregd la concentracién de 100 pug/mL para los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun.

Tras los tratamientos se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B. Se grafica
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la media de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente y la

desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

En la figura 12 se observé que en la linea celular MCF-7, los tratamientos con los
extractos de acetato de etilo de la flor (figura 12-A) presentaron actividad significativa
sobre la viabilidad, a las concentraciones de 100 y 50 ug/mL. Para el resto de los
extractos no se observd efecto. En los tratamientos con los extractos de la hoja de
quintral de huayun (figura 12-B) solo se observd diferencias significativas en la
viabilidad, para la concentracién de 50 pg/mL del extracto de diclorometano.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el control solvente y

control negativo en ninguno de los ensayos (p > 0,05).

V.I.II1.III Tratamiento con los extractos de flor y hoja de quintral de maqui
En los graficos de la figura 13 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea MCF-7 tratada con los extractos de la flor y hoja del quintral de

maqui.
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Figura 13. Efectos de los extractos de la flor y hoja de quintral de maqui sobre la viabilidad celular
en la linea celular MCF-7. (A) tratamiento con los extractos de flor, (B) tratamiento con los extractos de
hoja. Los extractos de quintral provienen de una extraccidn de tipo Soxhlet, realizada por separado sobre
hojas y flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos (50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 2,5
pg/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y control negativo (C-), extracto
de hexano (amarillas), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y metanol (rosado). Adicionalmente se
agregé la concentracién de 100 pg/mL para los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun.
Tras los tratamientos se determiné la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B. Se grafica
la media de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente y la

desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).
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En la figura 13 se observa que en la linea celular MCF-7, el extracto de acetato de etilo
(figura 13-A) solo presentd actividad significativa sobre la viabilidad con respecto a los
controles, a las mayores concentraciones utilizadas (100 y 50 ug/mL), para el resto de
los extractos no se observé efecto. En los extractos de hoja de quintral de maqui figura
(figura 13-B) no se observaron diferencias significativas en la viabilidad con respecto a
los controles, exceptuando la concentracion de 50 pug/mL del extracto de diclorometano.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el control solvente y

control negativo en ninguno de los ensayos (p > 0,05).

V.I.IV Linea de células embrionarias renales HEK-293

En la linea celular no tumoral HEK-293, se evaluaron los efectos del quintral parasitario

del maqui y huayudn.
V.I.IV.I Tratamiento con los extractos de flor y hoja de quintral de huayun
En los graficos de la figura 14 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea celular no tumoral HEK-293 tratada con los extractos de flor y hoja

del quintral de huayun.
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Figura 14. Efectos de los extractos de la flor y hoja de quintral de huayin sobre la viabilidad celular
en la linea celular HEK-293. (A) tratamiento con los extractos de flor, (B) tratamiento con los extractos de
hoja. Los extractos de quintral provienen de una extraccién de tipo Soxhlet, realizada por separado sobre
hojas y flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos (50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 2,5
pg/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y control negativo (C-), extracto
de hexano (amarillas), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y metanol (rosado). Adicionalmente se
agregé la concentracién de 100 pg/mL para los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun.
Tras los tratamientos se determiné la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B. Se grafica
la media de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente y la

desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

58



En los graficos de la figura 14 se observd que no hubo actividad significativa sobre la
viabilidad celular para ninguno de los extractos utilizados de flor y hoja de quintral de

huayun.
V.I.IV.II Tratamiento con los extractos de flor y hoja de quintral de maqui
En el grafico de la figura 15 se muestran los valores del porcentaje de viabilidad celular

obtenidos en la linea celular HEK-293 tratada con los extractos de la flor y hoja del

quintral de maqui.
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Figura 15. Efectos de los extractos de la flor y hoja de quintral de maqui sobre la viabilidad celular
en la linea celular HEK-293. (A) tratamiento con los extractos de flor, (B) tratamiento con los extractos de
hoja. Los extractos de quintral provienen de una extraccién de tipo Soxhlet, realizada por separado sobre
hojas y flores secas, utilizando diferentes solventes en una gradiente creciente de polaridad.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de los extractos (50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 2,5
ug/mL) por 72h. Las barras en color rojo corresponden al control solvente (CS) y control negativo (C-), extracto
de hexano (amarillas), diclorometano (azul), acetato de etilo (verde) y metanol (rosado). Adicionalmente se
agregd la concentracién de 100 pg/mL para los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun.
Tras los tratamientos se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de la sulforodamina B. Se grafica
la media de los valores obtenidos para porcentaje de células viables comparado con el control solvente y la

desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

Al igual que con los tratamientos huayun, no se observé efectos significativos sobre la

viabilidad de la linea celular HEK-293 con ninguno de los extractos utilizados.

La tabla 2 muestra los valores del porcentaje de viabilidad, en los que se observaron
diferencias significativas con respecto al tratamiento control solvente junto a los valores

obtenidos en la linea HEK-293 para los mismos extractos.

HEK-293 AGS PC3 MCF-7
ID Extracto

(Hg/mL)
cs > 50 (X=1,01 £ 0,05) =50 (X=1,04 £0,07) =50 (X=1,08 +0,07) = 50 (X=0,05 % 0,05)
FAQA - > 50 (X=0,85 £ 0,10) =50 (X=1,07 £ 0,13) = 50 (X=0,91 £ 0,05)
FMQA - > 50 (X=0,67 £0,17) =50 (X=0,50 £ 0,87) = 50 (X=0,87 £ 0,10)
FAQH > 50 (X=1,00 £ 0,09) = 25(X=0,39 £0,03) =50 (X=0,54 + 0,02) = 50 (X=0,67 % 0,13)
FMQH > 50 (X=1,04 £ 0,15) =50 (X=0,52 £0,12) =50 (X=0,69 = 0,19) = 50 (X=0,91 % 0,29)
HAQH > 50 (X=1,03 £ 0,19) =50 (X=0,75 £0,13) =50 (X=0,89 + 0,20) = 50 (X=1,04 % 0,10)
HMQH > 50 (X=1,00 £ 0,11) =50 (X=0,66 £0,17) =50 (X=0,83 = 0,16) = 50 (X=1,05 % 0,09)
HDQH > 50 (X=0,93 £ 0,19) =50 (X=0,67 £0,22) =50 (X=0,76 = 0,15) = 50 (X=0,88 % 0,12)
FAQM > 50 (X=1,03 £ 0,04) = 25(X=0,47 £0,05) =50 (X=0,65 = 0,09) = 50 (X=0,54 % 0,02)
FMQM > 50 (X=1,02 £ 0,00) =50 (X=0,76 £0,12) =50 (X=0,93 +0,12) = 50 (X=0,85 % 0,12)
HAQM > 50 (X=1,00 £ 0,09) = 25(X=0,47 £0,14) =50 (X=0,53 = 0,11) = 50 (X=0,81 % 0,05)
HMQM > 50 (X=0,91 + 0,19) =50 (X=0,51 £0,26) =50 (X=0,72 £ 0,29) = 50 (X=0,91 % 0,13)
HDQM > 50 (X=0,90 + 0,21) =50 (X=0,79 £0,09) =50 (X=0,99 + 0,11) = 50 (X=0,89 % 0,11)
HHQM > 50 (X=0,91 + 0,18) > 50 (X=0,68 + 0,18) > 50 (X=0,89 + 0,12) =50 (X=0,93 +0,12)

Tabla 2. Valores del porcentaje de viabilidad calculados tras los tratamientos con los extractos de

quintral. Se observan los valores de concentracion que reducen significativamente la viabilidad celular en las
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diferentes lineas celulare estudiadas (p<0,05). El primer valor corresponde a la concentracion estimada en
que los extractos comenzaron a ejercer su efecto. Los valores entre parentesis coresponden a la media

calculada (%) % los valores de la desviacidon estandar.

El tratamiento con el extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun, redujo
la viabilidad celular entre un 90 y 60% a la concentracién mayor (100 ug/mL) en las tres

lineas tumorales estudiadas.

En la linea celular AGS, en 13 de los 20 extractos probados, presentaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control solvente, sin embargo, es posible
observar que los tratamientos que disminuyeron la viabilidad en alrededor de un 50%
son aquellos correspondientes a los de acetato de etilo y metanol de la flor del quintral

huayun, y el acetato de etilo de la hoja y flor de quintral del maqui.

Para la linea celular PC-3 y MCF-7, se observd que el tratamiento correspondiente a los
extractos de acetato de etilo de huaydn y maqui, disminuyeron el porcentaje de
viabilidad al 50%.

Con los resultados de viabilidad celular obtenidos en las diferentes lineas celulares
utilizadas, se calcularon los valores de ICso, utilizando el software sigmaplot 12.0,

mediante la ecuacion:

(max - min)
)-(hillslope)

y= min +
X
1+( /1Cs,

El valor de la requerida para obtener el 50% de la respuesta deseada (efecto citotdxico)

de cada uno de los extractos y para cada linea celular se detalla en la tabla 1.

ID Extracto AGS PC-3 MCF-7 HEK-293
HHQM >100 >100 >100 >100
HDQM >100 >100 >100 >100
HAQM 47,33 + 0,42 >100 >100 >100
HMQM 50,33 + 0,58 >100 >100 85,54 + 0,66
FHQM >100 >100 >100 >100
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FDQM >100 >100 >100 >100

FAQM 40,76 £ 1,00 70,95 = 0,85 94,13 £ 0,69 >100
FMQM >100 >100 >100 >100
HHQH >100 >100 >100 >100
HDQH >100 >100 >100 >100
HAQH >100 >100 >100 >100
HMQH >100 >100 >100 >100
FHQH >100 >100 >100 >100
FDQH >100 >100 >100 >100
FAQH 43,45 £ 0,53 54,23 + 0,69 52,08 £ 0,38 >100
FMQH 53,53 £ 0,43 50,57 £ 0,26 >100 >100
FAQA >100 >100 >100 >100
FMQA >100 >100 >100 >100

Tabla 3. Valores de ICso (ug/mL) obtenidos de cada extracto probados en las distintas lineas celulares.

En la tabla 3 se observd qué en la linea tumoral AGS, se presentan los valores de ICsgo
menores para los extractos de quintral. Se observd qué el efecto deseado ocurre a
concentraciones entre los 40 y 54 ug/mL, siendo en general esta la linea celular mas

sensible a los efectos del quintral.

En la linea celular MCF-7, el ICso menor fue para el extracto de acetato de etilo de la flor
del quintral de huayun (52,08 pg/mL).

Para la linea celular PC-3 se observd que los ICso de los extractos de acetato de etilo y
metanol de la flor de quintral de huayan fueron de 54,23 y 50,57 pg/mL

respectivamente.

En general, el extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun presentd ICso
menores en las tres lineas celulares tumorales.

El resto de extractos no mencionados presentaron ICspo mayores a 100 pug/mL.

Para determinar la selectividad de la actividad citotdxica en las lineas celulares
tumorales, se calculd el indice de selectividad (IS) con los valores ICs, presentados en
la tabla 1.
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El indice de selectividad fue calculado usando la siguiente ecuacién:

ICsplinea no tumoral
ICsglinea tumoral

El valor de cada indice de selectividad se presenta en la tabla 2.

ID Extracto AGS PC-3 MCF-7
HHQM 1,0 1,0 1,0
HDQM 1,0 1,0 1,0
HAQM 1,9 1,0 1,0
HMQM 1,7 0,8 0,8
FHQM 1,0 1,0 1,0
FDQM 1,0 1,0 1,0
FAQM 2,4 1,4 1,0
FMQM 1,0 1,0 1,0
HHQH 1,0 1,0 1,0
HDQH 1,0 1,0 1,0
HAQH 1,0 1,0 1,0
HMQH 1,0 1,0 1,0
FHQH 1,0 1,0 1,0
FDQH 1,0 1,0 1,0
FAQH 2,3 1,8 1,9
FMQH 1,9 2,0 1,0

Tabla 4. Valores de indice de selectividad obtenidos para cada extracto en las lineas celulares tumorales.

Los hallazgos mas relevantes del ensayo de viabilidad celular fueron observados en la
linea AGS, cinco de los extractos que presentaron diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de células viables, ademas, presentaron valores de ICs
entre 40 y 53 pg/mL (tabla 5).

ID
Extracto AGS IS PC-3 IS MCF-7 IS HEK-293
HAQM 47,33+ 0,42 1,9 >100 1,0 >100 1,0 >100
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HMQM 50,33+ 0,58 1,7 >100 0,8 >100 0,8 85,54 + 0,66

FAQM 40,76 £1,00 24 7095£0,85 1,4 94,13+£0,69 1,0 >100
FAQH 43,45+ 0,53 2,3 54,23+0,69 18 52,08=+0,38 1,9 >100
FMQH 53,53+043 1,9 50,57+0,26 2,0 >100 1,0 >100

Tabla 5. Resumen de los valores ICsq = desviacion estandar (ug/mL) y el indice de selectividad (IS).

Para la linea celular PC-3 se observo efectos citotdxicos en los tratamientos con los
extractos del metanol ( ICso 54,23 + 0,69 pg/mL) y acetato de etilo (ICso 50,57 £+ 0,26
hug/mL) de la flor de quintral de huayun y de acetato de etilo de la flor de quintral de
maqui (ICso 70,95 + 0,85 pg/mL). En la linea celular MCF-7, el ICso menor fue calculado
para el extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun (ICsq 52,08 + 0,38
Hg/mL). El extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de maqui, presento un valor
ICso de 94,13 = 0,69 pg/mL.

Los extractos de acetato de etilo de ambos huespedes, fueron los que presentaron
valores ICsp menores a 100, en las 3 lineas tumorales estudiadas.
La viabilidad celular de la linea no tumoral HEK-293 no se vio afectada por los extractos

de quintral a excepcion del extracto de metanol de la hoja de quintral de maqui.

Junto a los valores ICso, se observa los indices de selectividad de los extractos de
quintral probados en las lineas tumorales. Para el extracto de acetato de etilo de la flor
de huayun, se observaron valores cercanos a 2 en las tres lineas celulares, lo que indica
gue este extracto en particular presenta cierta selectividad en su efecto citotdxico para
las lineas tumorales, en comparacion con la linea celular no tumoral. Ademas, en la linea
celular AGS se observaron valores cercanos a 2 para el resto de los extractos activos.
En general, los extractos en las otras dos lineas celulares tumorales no presentaron un
indice de selectividad deseable, exceptuando el extracto de metanol de la flor de quintral

de maqui, qué en la linea PC-3, presentd un indice de selectividad de 2,0.

V.II MUERTE CELULAR

V.II1.I Potencial de membrana mitocondrial
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Tras los ensayos de viabilidad, se evalud si el efecto en la disminucion del porcentaje de
células viables, se relaciona con la muerte celular por la via extrinseca de la apoptosis.
Para ello, se evalud la pérdida de potencial de membrana mitocondrial y la activacion de
caspasas, como procesos asociados a la apoptosis intrinseca. Tomando en consideracién
los resultados de la viabilidad celular, fueron electos los extractos de acetato de etilo de
la flor de quintral de maqui y de huayun, ya que presentaron los efectos citotéxicos mas
potentes. Las células fueron tratadas con los extractos indicados a la concentracion de
100 pg/mL. Tras 48 horas de tratamiento, las células fueron marcadas con rodamina
123 y la fluorescencia asociada fue analizada mediante citometria de flujo con el filtro
FL-1.

V.II.I1.I Linea celular de cancer gastrico AGS

En la figura 16 se muestran los histogramas representativos obtenidos tras los
tratamientos con la flor de quintral de huaydn y maqui en la linea celular AGS, junto a

los porcentajes de células con el potencial de membrana mitocondrial intacto.
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Figura 16. Efectos de los extractos de acetato de etilo de flor del quintral de huayin y maqui sobre
el potencial de membrana mitocondrial en la linea celular AGS. Las células AGS fueron tratadas con los
extractos de acetato de etilo de flor de quintral de huayun y maqui a la concentracion de 100 pug/mL. Tras 48
horas de tratamiento las células fueron marcadas con rodamina 123 y analizadas mediante citometria. El
control positivo (FCCP) fue tratado durante 24 horas. (A) Histogramas representativos del efecto de los
extractos sobre el potencial de membrana mitocondrial. (a) control solvente, (b) control positivo, (c) extracto
acetato de etilo de flor de quintral de huayun, (d) extracto acetato de etilo de flor de quintral de maqui. (B)
Histograma representativo de la superposicion de las curvas de fluorescencia. (C) Cuantificacion del porcentaje
de células con el potencial de membrana mitocondrial intacto. Se grafica la media de los valores obtenidos
para porcentaje de células con el potencial de membrana intacto comparado con el control solvente y la

desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

En la linea AGS se observé en el histograma de superposicién de las curvas (figura 16-
B), una disminucion significativa de la intensidad de fluorescencia tanto para el control
positivo como para los tratamientos con ambos extractos, lo que indica un aumento de
la permeabilidad de la membrana mitocondrial que favorece la salida de la sonda desde
la mitocondria y por lo tanto, la disminucion de la intensidad de la fluorescencia emitida
respecto del control solvente. El del porcentaje de células con el potencial de membrana
mitocondrial intacto fue significativamente menor en los tratamientos con los extractos
de acetato de etilo de la flor del maqui (23,71 + 1,89) y huayun (18,36 + 1,90)
comparados con el control solvente (83,20 + 11,75) (figura 16-C), esta disminucion fue
de alrededor del 60% para ambos extractos, valor similar al obtenido con el control

positivo.

V.II.I.II Linea celular de cancer de prostata PC-3
En la figura 17 se muestran los histogramas representativos obtenidos tras los

tratamientos con la flor de quintral de huaydn y maqui en la linea celular PC-3, junto a

los porcentajes de células cuyo potencial de membrana mitocondrial se mantiene intacto.
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Figura 17. Efectos de los extractos de acetato de etilo de flor del quintral de huaydn y maqui sobre
el potencial de membrana mitocondrial en la linea celular PC-3. Las células PC-3 fueron tratadas con
los extractos de flor de quintral de huayun y maqui a la concentracion de 100 pg/mL. Tras 48 horas de
tratamiento las células fueron marcadas con rodamina 123 y analizadas mediante citometria. El control positivo
(FCCP) fue tratado durante 24 horas. (A) Histogramas representativos del efecto de los extractos sobre el
potencial de membrana mitocondrial. (a) control solvente, (b) control positivo, (c) extracto de la flor de
quintral de huayun, (d) tratamiento con el extracto de la flor de quintral de maqui. (B) Histograma
representativo de la superposicidon de las curvas de fluorescencia. (C) Cuantificacion del porcentaje de células
con el potencial de membrana mitocondrial intacto. Se grafica la media de los valores obtenidos para
porcentaje de células con el potencial de membrana intacto comparado con el control solvente y la desviacion
estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

En el histograma de superposicion de las curvas (figura 17-B), se observd una
disminucién de la intensidad de la fluorescencia asociada al marcaje con rodamina 123
tanto para el control positivo, como para el tratamiento con el extracto de acetato de
etilo de la flor de quintral de huayun comparada control solvente. En la figura 17-C se
observo una disminucidn significativa de las células PC-3 con el potencial de membrana
mitocondrial intacto, al ser tratadas con el extracto de la flor de quintral de huayun
(43,28 = 3,51) en comparacion con el tratamiento con el control solvente (71,43 +
6,05) (figura 17-C), esta disminucion fue de alrededor del 30%.
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V.II.I.III Linea celular de cancer mamario metastasico MCF-7

En la figura 18 se muestran los histogramas representativos obtenidos tras los
tratamientos con la flor de quintral de huaydn y maqui en la linea celular MCF-7, junto

a los porcentajes de células con potencial de membrana mitocondrial intacto.
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Figura 18. Efectos de los extractos de acetato de etilo de flor del quintral de huaydn y maqui sobre
el potencial de membrana mitocondrial en la linea celular MCF-7. Las células MCF-7 fueron tratadas
con los extractos de acetato de etilo de flor de quintral de huayin y maqui a la concentracién de 100 ug/mL.
Tras 48 horas de tratamiento las células fueron marcadas con rodamina 123 y analizadas mediante citometria.
El control positivo (FCCP) fue tratado durante 24 horas. (A) Histogramas representativos del efecto de los
extractos sobre el potencial de membrana mitocondrial. (a) control solvente, (b) control positivo FCCP, (c)
extracto acetato de etilo de la flor de quintral de huayun, (d) extracto acetato de etilo de la flor de quintral de
maqui. (B) Histograma representativo de la superposicion de las curvas de fluorescencia. (€) Cuantificacion
del porcentaje de células con el potencial de membrana mitocondrial intacto. Se gréfica la media de los valores
obtenidos para el porcentaje de células con el potencial de membrana intacto, comparado con el control
solvente y la desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

En el histograma de superposicién de las curvas (figura 18-B) para la linea celular MCF-
7, se observo el desplazamiento de la fluorescencia hacia la izquierda tanto para el

control positivo, como para el tratamiento con el extracto de acetato de etilo de la flor
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de quintral de huayun, lo que indica una disminucion de la intensidad de fluorescencia
asociada a la sonda, indicando una caida del potencial de membrana mitocondrial. En la
figura (figura 18-C), se observé una disminucidn significativa del porcentaje de células
con el potencial de membrana mitocondrial intacto, tras los tratamientos con el extracto
de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun y el control positivo, en comparacién

al control solvente (figura 18-C), esta disminucién fue de alrededor del 30%.
V.II.I.IV Linea de células embrionarias renales HEK-293

En la figura 19 se muestran los histogramas representativos obtenidos tras los
tratamientos con los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun y
maqui en la linea celular HEK-293, junto a los porcentajes de células cuyo potencial de

membrana mitocondrial resta intacto.
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Figura 19. Efectos de los extractos de acetato de etilo de flor del quintral de maqui y huayan sobre
el potencial de membrana mitocondrial en la linea celular HEK-293. Las células HEK fueron tratadas
con los extractos de acetato de etilo de flor de quintral de huayudn y maqui a la concentracién de 100 pug/mL.
Tras 48 horas de tratamiento las células fueron marcadas con rodamina 123 y analizadas mediante citometria.
El control positivo (FCCP) fue tratado durante 24 horas. (A) Histogramas representativos del efecto de los
extractos sobre el potencial de membrana mitocondrial. (@) control solvente, (b) control positivo, (c) extracto
de acetato de etilo de la flor de quintral de huayun, (d) extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de

magqui. (b) Histograma representativo de la superposicién de las curvas de fluorescencia. (€) Cuantificacion
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del porcentaje de células con el potencial de membrana mitocondrial intacto. Se grafica la media de los valores
obtenidos para porcentaje de células con el potencial de membrana intacto comparado con el control solvente

y la desviacion estandar (n=3; * p < 0,05 vs CS).

En la linea HEK-293 no se observd disminucidn significativa del porcentaje de células
con el potencial de membrana intacto, en ninguno de los tratamientos con los extractos
utilizados, en comparacién al control solvente (figura 19-C). Solo se hubo efectos

significativos para el tratamiento con el control positivo (FCCP).

El potencial de membrana mitocondrial se vio afectado en las tres lineas celulares
tumorales (tabla 6 ). El porcentaje de células con el potencial de membrana intacto, se
vio disminuido luego de los tratamientos con el extracto de acetato de etilo de la flor de

quintral de huayun (figura 20).

AGS PC-3 MCF-7 HEK-293
ID Extracto = — — —
(ug/mL) X + DE X + DE X +DE X + DE
Cs 83,20 + 11,75 71,43 + 6,05 41,80 % 16,35 80,87 + 12,21
C+ 14,65 + 3,36 35,40 + 6,61 14,96 + 4,14 31,89 + 3,07
FAQH 100 18,36 + 1,90 43,28 + 3,51 16,57 + 3,75 73,53 14,26
FAQM 100 23,71 + 1,89 57,05 + 16,62 30,81 + 7,26 72,4 + 16,53

Tabla 6. Valores del porcentaje de células con el potencial de membrana intacto. Se muestra el
promedio del porcentaje de células con el potencial de membrana intacto asociado a la fluorescecia de la

rodamina 123. Los valores fueron obtenidos con el software Cyflogic v.1.2.1.

El extracto de acetato de etilo de la flor de maqui, disminuyo significativamente el
numero de células con el potencial de membrana intacto de las lineas tumorales AGS vy
PC-3. No se observaron efectos en el potencial de membrana mitocondrial de las células

HEK-293, para los grupos tratados con los extractos de quintral.

V.II.II Activacion de caspasas

Este ensayo se presenta como resultado preliminar ya que solo considero 2 replicas

biologicas.
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Tras la evaluacién del potencial de membrana mitocondrial, se estudi6 la activacién de
caspasas como un proceso relevante en la muerte celular por apoptosis. Para ello, las
células fueron tratadas con los extractos de acetato de etilo de flor de quintral de maqui
y huayun a la concentracion de 100 pg/mL. Luego de 72 horas de tratamiento, las células

fueron tratadas con Caspace y la intensidad de fluorescencia asociada fue analizada
mediante citometria de flujo con el filtro FL-1.

V.II.IL.I Linea celular de cancer gastrico AGS

En la figura 20 se muestran los histogramas representativos obtenidos tras los
tratamientos con los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral de huayln y

maqui en la linea celular AGS junto a los porcentajes de células con caspasas activas.
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Figura 20. Efectos de los extractos de acetato de etilo de flor del quintral de maqui y huayin sobre
la activacion de caspasas en la linea celular AGS. Las células AGS fueron tratadas con los extractos de
acetato de etilo de flor de quintral de huayun y maqui a la concentraciéon de 100 pg/mL. Tras 72 horas de
tratamiento las células fueron marcadas con caspace y analizadas mediante citometria. El control positivo
(daunorrubicina 1 pM) fue tratado durante 48 horas. (A) Histogramas representativos del efecto de los

extractos sobre la activacion de caspasas. (a) control solvente, (b) control positivo, (c) extracto de acetato
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de etilo de la flor de quintral de huayun, (d) extracto de la flor de quintral de maqui. (B) Histograma
representativo de la superposicion de las curvas de fluorescencia. (€) Cuantificacion de células con caspasas
activas. Se grafica la media de los valores obtenidos para porcentaje de células con activacion de caspasas

comparado con el control solvente y la desviacion estéandar (n=2).

En la linea celular AGS, en el histograma de superposicidon de las curvas (figura 20-B)
se observé un aumento de la intensidad de fluorescencia, tanto para los tratamientos
como para el control positivo. En la figura 18-C se cuantificd el aumento en las células
con activacién de caspasas. Se observd un leve aumento del porcentaje de células con
activacion de caspasas para ambos extractos (figura 20-C), este aumento fue de
alrededor del 10%.

V.II.IL.II Linea celular de cancer de préstata PC-3

En la figura 21 se muestran los histogramas representativos obtenidos tras los
tratamientos con los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral de huayln y

maqui en la linea celular PC-3, junto a los porcentajes de células con caspasas activas.
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Figura 21. Efectos de los extractos de acetato de etilo de flor del quintral de maqui y huayan sobre

la activacion de caspasas en la linea celular PC-3 . Las células PC-3 fueron tratadas con los extractos de
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acetato de etilo de flor de quintral de huayun y maqui a la concentracion de 100 pg/mL. Tras 72 horas de
tratamiento las células fueron marcadas con caspace y analizadas mediante citometria. El control positivo
(daunorrubicina 1 pM) fue tratado durante 48 horas. (A) Histogramas representativos del efecto de los
extractos sobre la activacion de caspasas. (a) control solvente, (b) control positivo, (c) extracto de acetato de
etilo de la flor de quintral de huayun, (d) extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de maqui. (B)
Histograma representativo de la superposicion de las curvas de fluorescencia. (C) Cuantificacion del porcentaje
de células con caspasas activas. Se grafica la media de los valores obtenidos para porcentaje de células con

activacion de caspasas comparado con el control solvente y la desviacion estandar (n=2).

En la linea celular PC-3, no se observé aumento del porcentaje de células con caspasas

activas para ninguno de los extractos utilizados (figura 21-C).

V.II.I1.III Linea celular de cancer mamario MCF-7

En la figura 22 se muestran los histogramas representativos obtenidos tras los
tratamientos con los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral de huaydn vy

maqui en la linea celular MCF-7, junto a los porcentajes de células con caspasas activas.

A
’ B) -
A
a) b) Control positvo
- Quintra de Puaydn
.Maacrv.v:u
w
2 —.
_= Tiiw R TR .
] ) d)
C) £
) § 16%
1%
4
T
~
g won
c
S M
o
2 &
r -
= R
Caspace c
S ™
bl
= o
=
3 Woug'ml 100 pgierd
Tratamientos

Figura 22, Efectos de los extractos de acetato de etilo de flor del quintral de maqui y huaytin sobre
la activacion de caspasas en la linea celular MCF-7. Las células MCF-7 fueron tratadas con los extractos

de acetato de etilo de flor de quintral de huaydn y maqui a la concentracién de 100 yg/mL. Tras 72 horas de
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tratamiento las células fueron marcadas con caspace y analizadas mediante citometria. El control positivo
(daunorrubicina 1 pM) fue tratado durante 48 horas. (A) Histogramas representativos del efecto de los
extractos sobre la activacion de caspasas. (a) control solvente, (b) control positivo, (c) extracto de acetato de
etilo de la flor de quintral de huayun, (d) extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de maqui. (B)
Histograma representativo de la superposicion de las curvas de intensidad de fluorescencia. (C) Cuantificacion
del porcentaje de células con activacion de caspasas. Se grafica la media de los valores obtenidos para

porcentaje de células con activacion de caspasas comparado con el control solvente y la desviacion estandar
(n=2).

En la linea celular MCF-7, no se observé aumento del porcentaje de células con caspasas
activas para ninguno de los tratamientos (figura 22-C).

V.II.I1.IV Linea celular HEK-293

En la figura 23 se muestran los histogramas representativos obtenidos tras los
tratamientos con los extractos de acetato de etilo de la flor de quintral de huaydn vy

maqui en la linea celular HEK-293, junto a los porcentajes de células con activacion de
caspasas.
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Figura 23. Efectos de los extractos de acetato de etilo de flor del quintral de maqui y huayan sobre
la activacion de caspasas en la linea celular HEK-293. Las células HEK-293 fueron tratadas con los
extractos de acetato de etilo de flor de quintral de huayun y maqui a la concentracion de 100 pug/mL. Tras 72
horas de tratamiento las células fueron marcadas con caspace y analizadas mediante citometria. El control
positivo (daunorrubicina 1 pM) fue tratado durante 48 horas (A) Histogramas representativos del efecto de
los extractos sobre la activacion de caspasas. (a) control solvente, (b) control positivo, (c) extracto de acetato
de etilo de la flor de quintral de huayun, (d) extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de maqui. (B)
Histograma representativo de la superposicion de las curvas de intensidad de fluorescencia. (C) Cuantificacion
de células con activacidén de caspasas. Se grafica la media de los valores obtenidos para porcentaje de células

con activacion de caspasas comparado con el control solvente y la desviacion estandar (n=2).

En la linea celular HEK-293, no se observé aumento del porcentaje de células con
activacion de caspasas para ninguno de los extractos utilizados en comparacién al control

solvente (figura 23-C).

La tabla 7, muestra los valores calculados para el porcentaje de células con activacion

de caspasas.

AGS PC-3 MCF-7 HEK-293

e X +DE X +DE X +DE X +DE
cs 7,39 0,35 1,80 + 1,73 9,57 + 0,88 2,29 + 0,22
C+ 23,37 + 4,94 33,36 + 3,7 13,50 + 0,98 46,24 = 1,28
FAQH 100 15,46 % 0,81 0,90 % 0,32 6,41 + 0,64 0,54 % 0,04
FAQM 100 17,10 + 0,93 1,07 + 0,17 7,5 £ 0,23 0,63 % 0,07

Tabla 7. Porcentaje de células con activacion de caspasas segun tratamiento y linea celular.
Se muestra el promedio del porcentaje de células con activacion de caspasas asociado a la fluorescecia del

caspace. Los valores fueron obtenidos con el software Cyflogic v.1.2.1.
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VI. DISCUSION

El proceso neoplasico se caracteriza por una serie de capacidades que adquieren las
células durante el desarrollo tumoral. La capacidad de inhibir la muerte celular y otras
estrategias elaboradas por las células cancerigenas, sumado al gran aumento de
muertes provocadas por cancer y el futuro aumento en la taza de mortalidad, siguen
generando la necesidad de encontrar nuevos posibles tratamientos para prevenir y curar
la enfermedad (1). Los principales agentes quimioterapéuticos son moléculas aisladas
de diferentes plantas. Estas moléculas son conocidas como compuestos naturales (CN).
Durante las ultimas decadas los CN han sido investigados como posibles fuentes de
moléculas con efectos antiproliferativos sobre una amplia gama de canceres (75).

En la base de datos de productos naturales y extractos fraccionados para la regulacion
del cancer, se pueden explorar 6578 compuestos naturales y 2566 extractos
fraccionados aislados de 1952 especies bioldgicas distintas, cuyas actividades
anticancerigenas se validaron en 1107 lineas celulares para 34 tipos de cancer. Sin
embargo, no existen estudios de las capacidades del quintral (76).

Es conocido que el quintral (Tristerix corymbosus) es utilizado para tratar problemas
gastricos en general. Tomando en cuenta el uso tradicional del muérdago Chileno y los
resultados de esta investigacion, es posible sugerir, que el quintral ejerce potentes
efectos sobre este 6rgano (64).

La forma de consumir el quintral establecida por los machis mapuches es una infusion
de hoja y flor por lo que se podria deducir que ambas partes de la planta son aditivas

en sus efectos (77).
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Aunque en la actualidad existen algunos estudios que avalan las capacidades
antitumorales de algunos muérdagos de la familia Loranthacea, los efectos de los
extractos del genero Tristerix aun no han sido reportados. Nos basamos en la idea de
dotar de evidencia cientifica al uso de diversas plantas cominmente empleadas en
medicina alternativa mapuche, con el fin de proponer nuevas fuentes ricas en
compuestos con posibles actividades supresoras de tumores, orientados en la prevencién
y/o futuras terapias contra la enfermedad. Esta es la primera investigaciéon que describe
la actividad citotoxica y otras actividades bioldgicas del quintral (Tristerix corymbosus),
en diferentes lineas de células tumorales.

Los extractos de quintral utilizados en este estudio, provienen de la extraccién en un
aparato Soxhlet, realizada por separado sobre hojas y flores secas, utilizando diferentes
solventes en una gradiente creciente de polaridad: hexano, diclorometano, acetato de
etilo y metanol sucesivamente.

Los efectos citotdxicos de los extractos de quintral y algunos de los mecanismos que
subyacen a la muerte célular producida por la via intrinseca de la apoptosis, fueron
estudiados en un modelo in vitro de lineas celulares de, adenocarcinoma mamario
metastasico (MCF-7), adenocarcinoma prostatico (PC-3), adenocarcinoma gastrico AGS
y células embrionarias renales (HEK-293). EL porcentaje de células viables tras los
tratamientos permitio el calculd del ICso y posteriormente el indice de selectividad (ICso
no tumoral/ ICso tumoral).

Los mejores resultados fueron observados en la linea celular AGS. 5 de los 20 extractos
presentaron valores de ICso <100, destacando el extracto de acetato de etilo de la flor
de huayun, a la concentracion de 100 pug/mL (ICs0 43,45 = 0,53). El resto de los extractos
activos (8), redujeron la viabilidad entre un 10 y 60% a las concentraciones mas altas
(50 y 100 pg/mL).

En las lineas PC-3 y MCF-7, los efectos mas potentes fueron producidos por los extractos
de acetato de etilo de la flor de quintral de huayin y maqui, con valores de ICso entre
50 y 94 pg/mL.

Una vez concluidos los ensayos de viabilidad, fueron escogidos los extractos de acetato
de etilo de la flor del quintral de huayun y maqui a la concentracion citotéxica de 100
Mg/mL. El extracto de acetato de etilo de la flor de huaydn provocé la disminucién del
porcentaje de células con el potencial de membrana mitocondrial intacto, en las 3 lineas

tumorales, en cambio, no se observaron efectos para los extractos en la linea de células
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no tumorales HEK-293, lo que indica que estos extractos en particular presentan cierta
selectividad en su efecto sobre la permeabilidad de membrana mitocondrial para las
lineas de cancer estudiadas.

En el andlisis de la activacion de caspasas, los resultados obtenidos sugieren un

aumento del porcentaje de células con activacion de caspasas para la linea tumoral AGS.

Algunos muerdagos de la familia Loranthaceae de la que es miembro el quintral, han
mostrado actividad citotdxica en estudios in vitro. La fraccion enriquecida del arbol
Elytranthe parasitica inhibid la proliferacién de células de cancer de colon HCT 116 (ICso
60.18 pg/mL ) en forma dependiente de la dosis (78). En los resultados obtenidos en
esta investigacion, se encontraron valores similares de ICsp a los descritos para
Elytranthe parasitica. Tanto en las lineas celulares AGS, PC-3 y MCF-7, los tratamientos
con el extracto de acetato de etilo de la flor del quintral de huayun, provocaron una
disminucion significativa de la viabilidad celular, registrandose valores ICso de alrededor
de 40 a 54 ug/mL y un indice de selectividad (ICso no tumoral/ ICso tumoral) entre 1,8
az20.

Otro muérdago de origen mexicano Struthanthus venetus tambien perteneciente a la
familia Loranthacea, fue estudiado en la linea de caAncer mamario MCF-7. El tratamiento
con extractos hidrometanolicos de esta planta a una concentracion 50 ug/mL, redujo la
proliferacion de las células tumorales en un 60% (79). Resultados similares se
obtuvieron en esta tesis, con el extracto de acetato de etilo de la flor de quintral de
huayun en la linea celular MCF-7 (ICso 52,08 = 0,38), con reducciones de la viabilidad,

de alrededor de un 40 a 60% para las concentraciones mas altas.

VI.I Metabolitos presentes en el quintral

Una reciente investigacion en la que se evalud la composicidon de los extractos de las
tres variedades del quintral que fueron utilizadas en esta tesis, encontraron diferencias
significativas, con respecto al contenido de fenoles, flavonoides y al poder reductor
cuando el quintral presentaba huéspedes diferentes (80). Estas diferencias podrian estar
relacionadas con la influencia del huésped en la composicién fitoquimica de la planta
(80), y podrian relacionarse con los efectos observados con los diferentes extractos en

esta tesis.
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D M Taninos Flavonoides Esteroides Quinonas Saponinas Es_ter;mdes[
Extracto cardiacos Triterpenos

HHQM - + Flavona/Xantona + - - -
HDQM - + Flavonol - - - Esteroles
HAQM - + Flavonol + + + Esteroles
HMQM - + Flavonol + + - _
FHQM + Flavona/Xantona + + + Triterpenos
FDQM + Flavona/Xantona + + - -
FAQM - + Flavona/Xantona + - - -
FMQM - + Flavona/Xantona + + - -
HHQH + Flavona/Xantona + - - Esteroles
HDQH + Flavonol + + + Esteroles
HAQH + Flavonol + - + Esteroles
HMQH - + Flavonol + - _
FHQH + - Flavona/Xantona + + + Triterpenos
FDQH - + Flavona/Xantona - - -
FAQH - + Flavonol - - Triterpenos
FMQH - + Flavonol + + -
HHQA ) + - + - - Esteroles
HDQA - + Flavonol + - + Esteroles
HAQA - + Flavonol + + - -
HMQA - + Flavonol + + + Esteroles
FHQA B + - + + - -
FDQA - + - + + - Esteroles
FAQA - - Flavonol + + - Esteroles
FMQA - - Flavonol + + - -

Tabla 8. Screening fitoquimico del quintral. Resultados del analisis fitoquimico cualitativo de los extractos
de hoja y flor de Quintral (T. corymbosus) hospedado en Maqui (A. chilensis), Huayun (R. spinosus) y Alamo
(P. nigra)(80).

Todos los extractos revelaron la presencia de flavonoides, que en la investigacion se
restringen a flavonas, xantonas y flavonoles. Destacable también es la presencia de
esteroides, quinonas y taninos, en hojas y flores de quintral parasitario de maqui y
huayun (tabla 8).

En los extractos de flor de quintral de dlamo no se observo la presencia de saponinas,

taninos ni glicosidos cardiacos. En cuanto al rendimiento en la extraccién y la cantidad
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de compuestos fenolicos, fue menor en comparacion con los extractos de quintral de las
otras dos variedades. (80).

Para la actividad antioxidante, los investigadores observaron que el quintral de huayun
posee la mayor capacidad reductora, asociando esta caracteristica al rendimiento y al
contenido de fenoles y flavonoides obtenidos. En los extractos apolares la capacidad
reductora observada, podria atribuirse a la presencia de componentes no fendlicos, como
por ejemplo los glicésidos cardiacos, esteroides y terpenoides encontrados en el analisis
fitoquimico (80).

Considerando la composicién fitoquimica presente en los extractos de quintral, podemos
encontrar distintos tipos de moléculas, algunas con actividades bioldgicas bien descritas,
como es el caso de los flavonoides, saponinas, taninos, terpenos, entre otros. Estos
metabolitos estan ampliamente distribuidos en la flora vegetal. Son compuestos de alto
peso molecular generalmente solubles en agua y alcohol, que se encuentran en la raiz,
la corteza, el tallo y las capas externas del tejido vegetal. Ademas, forman complejos
con proteinas, carbohidratos, gelatina y alcaloides, tienen efectos antioxidantes,

antibacterianos y antitumorales (81).
VI.II Compuestos fenolicos

Las propiedades de los compuestos fenodlicos y flavonoides, asi como sus posibles

aplicaciones han sido extensamente descritas (82).

Dentro del grupo de moléculas presentes en los extractos de quintral, especialmente en
los de acetato de etilo de la hoja del quintral de maqui y huayun, se encuentran las
saponinas. Estas corresponden a compuestos fenodlicos condensados. En la literatura, se
han descrito los efectos de algunas saponinas aisladas de diferentes arboles, como por
ejemplo, las saponinas de los extractos de Acacia victoriae, provocaron efectos
antitumorales en diferentes lineas de cancer y en modelos in vivo (83). Otras saponinas,
como las aisladas de Lonicera macranthoides, disminuyeron el porcentaje de viabilidad
de varias lineas celulares tumorales, entre ellas las MCF-7 (84). El compuesto
macranthoside B, una saponina purificada de Dipsacus asperoides (Caprifoliaceae),
disminuyd el porcentaje de células viables en la linea de cancer gastrico MGC-803 y MCF-

7, a concentraciones de 30 ug/mL. Dentro de los efectos antitumorales descritos para
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algunas saponinas, se encuentra la inhibicidon en la proliferacion celular, aumento en la
expresion de p21 y la inhibicién de la actividad de la quinasa dependiente de ciclina
(PKC), morfologicamente, las células de cancer de colon HT-29, exhibieron
caracteristicas apoptoticas como la fragmentacion del ADN, condensacion de la
cromatina nuclear y la presencia de cuerpos apoptoticos (85). Las caracteristicas antes
descritas y los efectos citotdxicos se observaron entre las 48 y 72 horas (ICso 39,8 v
31,6 pg/mL)(85). Similares caracteristicas y efectos se observaron en esta
investigacion, en aquellos extractos en que se identificaron saponinas, (hoja de quintral

de maqui y huayun) en las celulas AGS y PC-3 (ICso 50 a 54 pug/mL).

Otros de los grupos de metabolitos identificados en los extractos de quintral en los
solventes, diclorometano, acetato de etilo y metanol, tanto de la flor y hoja del quintral
de maqui y huayun, son los taninos. Algunos de los efectos reportados para los taninos,
podrian estar relacionados con los resultados de esta investigacion asociados a una

disminucion de la viabilidad celular (75, 76).

En el quintral de alamo fueron encontrados taninos, como, epigallocatequina, galotanino
y malvidina. Investigaciones sobre estos compuestos, han demostrado una potente

efecto anticancerigeno in vitro contra diversas células cancerosas. (86,87).

VI.III Flavonoides y cancer

Sumado a los compuestos antes mencionados, los extractos de quintral también
presentan una importante cantidad de flavonoides. El contenido total de fenoles
predomina en los quintrales de huayun y maqui en comparacion al quintral de alamo
(80). Los compuestos mas abundantes reportados para la hoja del quintral de alamo,
son los flavonoides como la quercetina y naringenina, junto con otros derivados
glicosilados de estos compuestos (66). La quercetina es un flavonoide que se encuentra
en variadas plantas comestibles y medicinales y ha sido motivo de multiples estudios.
Se le han atribuido actividades farmacoldgicas a este fitoquimico y a sus analogos,
incluidas las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas vy
antialérgicas, asi como actividades quimiopreventivas, antigenotdxicas y antitumorales.

Existen diferentes estudios que demuestran los efectos citotoxicos y proapoptoticos de
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la quercetina sobre diferentes lineas celualres tumorales, (AGS, PC-3, MCF-7 ETC.)
(88,89).

En la flor del quintral de dlamo, el compuesto mas abundante corresponde a delfinidina-
3-0-glucdsido (66). En un estudio realizado en células de cancer colorrectal, la
delfinidina-3-0O-glucdsido y sus metabolitos, delfinidina y acido galico, inhibieron la
viabilidad celular y presentaron valores de ICso = 242, 396 y >600 pg/mL,
respectivamente (90,91). Valores muy por encima de los obtenidos en esta tesis para

cualquiera de los extractos con actividad.

Otro flavonoide identificado en el quintral de dlamo es la naringenina, un estudio indico
gue la naringenina aislada de Citrus aurantium, disminuyd el porcentaje de células
viables e indujo la apoptosis en la linea celular AGS (ICso de 99 ug/mL y MCF-7 (ICso
65,34 ug/mL (68,92).

Es de destacar, que en nuestros resultados los efectos sobre la reduccién de la viabilidad
celular, fueron obtenidos a concentraciones menores que las descritas para los

compuestos por si solos.

Tomando en consideracion que la composicion fitoquimica presente en los extractos de
quintral de maqui y huayun es superior, en cuanto al rendimiento, actividad y contenido
de compuestos a los de los extractos de quintral de alamo (80). Es posible sugerir que
la mayor proporcion de estas moléculas en los extractos de quintrales de maqui y
huayun se asocia al mayor efecto observado sobre la viabilidad celular. La influencia del
huésped en el traspaso de solutos al parasito, podria estar asociada a la abundante
presencia de estos compuestos. El maqui (Aristotelia chilensis) posee un importante
contenido de procianidinas y antocianinas, como por ejemplo, la delfinidina (93).
Tomando en consideracion que la delfinidina resultd ser el metabolito mas abundante en

el alamo, es posible asociar esta caracteristica con los efectos mas significativos.

VI.IV Metabolitos del quintral y la maquinaria apoptoética

Varios de los compuestos identificados en el quintral, cuentan con extensos estudios que

exhiben sus efectos antitumorales (68). Las capacidades de estas moleculas de activar
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la muerte celular a través de las dos vias que regulan e inducen la apoptosis, en especial,
la via intrinseca asociada a la mitocondria, han sido observadas en una gran cantidad de
lineas tumorales.

Es de destacar, que en nuestros resultados, se observd la disminucidn significativa de la
cantidad de células con el potencial de membrana intacto, en las 3 lineas tumorales. Si
bien, no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de células con
caspasas activadas, es necesario aumentar el nimero de replicas biolégicas a un minimo

de n=3 para poder realizar el analisis estadistico de este ensayo.

Tomando en consideracion la importante cantidad de fenoles y flavonoides presentes en
los extractos de quintral, es posible asumir que tanto el efecto citotéxico, como el
ejercido sobre el potencial de membrana mitocondrial, podrian estar ligados a la
presencia de estos metabolitos. Particularmente, la quercetina, se ha identificado como
un potente flavonoide bioactivo, con importantes efectos antioxidantes y utilidad en la
prevencion del cancer (94). En algunos extractos de muérdagos de la familia
Loranthaceae a la que pertenece el quintral, se ha sugerido que el compuesto fendlico
identificado como quercetina y sus derivados, son los componentes mas activos y con

mas efectos en algunos tipos de células tumorales (95).

El efecto apoptotico de la quercetina sobre el cancer gastrico fue descrito a través del
analisis de la familia de proteinas Bcl-2, BAX y caspasas (95). La permeabilizacion de la
membrana mitocondrial interna esta directamente regulada por la familia de proteinas
BCL-2. En las células madres de cancer gastrico (GCSCs) la quercetina inhibio la
viabilidad celular dependiente de via mitocondrial de la apoptosis, mediante el bloqueo
de la sefializacion de la via de la PI3K-Akt (una de las vias asociada a la proliferacion
clelular y que se encuentra alterada en muchos tumores) (96,97). Las células
presentaron una reduccion significativa del potencial de membrana mitocondrial y
activacion de las caspasas CASP3 y CASP9 (96). En la linea AGS, la quercetina induce la
apoptosis junto a la activacion de la CASP3 y CASP9 (98).

En las células de céncer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231), los tratamientos con

quercetina inhiben la proliferacién celular a través de multiples mecanismos algunos
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como la induccidn de apoptosis mitocondrial y la activacién de caspasas, coinciden con
los observados en esta tesis (99-101).

En cancer de préstata, el tratamiento con la quercetina disminuyé el desarrollo tumoral,
la inhibicidén de Ki67 y aumento en la expresion de la CASP7, tambien inhibio la expresion
de los factores de crecimeinto VGEF y EGF (102,103).

Sumado a lo anteriormente descrito, otros fenoles y flavonoides como la naringenina,
luteolina, delfinidina, epigalocatequina y galotanino, también se han descritos sus
efectos promotores de la apoptosis por la via intrinseca (68,86,87,104,105). En un
estudio en que se evalud la actividad de la naringenina sobre células de cancer de piel,
la naringenina inhibioé la proliferacién de las células A431 a la concentracién de 204,15
Mg/mL. Indujo la fragmentacion nuclear, detuvo el ciclo en las fases G1 y G2,
consideradas como importantes puntos de control dentro del ciclo celular, y en
consecuencia indujo la apoptosis desencadenando MOMP y aumento de la CASP3 (106).
Las antocianinas como la delfinidina, han reducido la expresion de la PI3K en las células
de pulmon (NCIH441 y SK-MES-1), al inhibir la subunidad reguladora P85 y la subunidad
catalitica P110. Redujo la fosforilacion de AKT, ERK1/2, JNK1/2 y p38. También redujo
la expresion de la ciclina D1, PCNA, Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1 y aumentd la expresion de BAK
Y BAX (107).

Los resultados de esta investigacion son la primera aproximacion de los posibles efectos
antitumorales de esta especie que ha sido ampliamente utilizada a través de los afios en
medicina alternativa. Hemos observado el potente efecto ejercido en las tres lineas
tumorales. Es de esperar que se siga estudiando sus capacidades en proximas

investigaciones.
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VII. CONCLUSIONES

En resumen, los resultados de esta investigacidn permiten extraer las siguientes
conclusiones:
- Los extractos de acetato de etilo de la flor del quintral de huaydn y maqui,
presentan actividad antiproliferativa. Inhibieron el crecimiento de las células
AGS, MCF-7 y PC-3 y mostraron citotéxicidad al inducir la pérdida del potencial
de membrana mitocondrial.
- Los resultados mas potentes fueron observados en la linea de adenocarcinoma
gastrico (AGS).
- El extracto de flor de huayun, inhibié la proliferacién en un 90%.

- Los extractos no presentaron actividad contra la linea no tumoral (HEK-293).

Por lo tanto, sugerimos que el Tristerix corymbosus tiene un potencial para desarrollarse
como un agente anticancerigeno. Sera necesario realizar mas estudios para comprender
de mejor forma la eficacia y las implicaciones de los extractos de Tristerix corymbosus

en cancer.
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