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. ABREVIACIONES

ABAP: 2,2'-azobis(2-amidinopropano).

ABTS: 2,2'-azino—bis—(3—etillbenzotiazolin)—-6—sulfénico.
ACOE SF: Acetato de etilo San Felipe.

ACOE: Acetato de etilo.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AIS: Adenocarcinoma in situ.

ALCL3 2%: Cloruro de aluminio al 2%.

ARN: Acido ribonucleico.

© © N o g s~ w D P

CaCu: Céancer cervicouterino.

10.CaMa: Cancer de mama.

11.CDIS: Céancer ductual in situ.

12.CLIS: Cancer lobulillar in situ.

13.DCM: Diclorometano.

14.DMSO: Dimetilsulfoxido.

15. DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.

16.DST: Desviacion estandar.

17.EE: Extracto etandlico.

18. ERBr: Especies reactivas de Bromo.

19. ERCI: Especies reactivas de Cloro.

20. ERN: Especies reactivas de Nitrogeno.

21.ERO: Especies reactivas de oxigeno.

22.ET: Etanol.

23.FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power (capacidad antioxidante para
reducir el hierro férrico).

24.GES: Garantias explicitas en salud.

25. GSH: Glutation reducido.

26.HelLa: Primera linea celular humana maligna, cultivada de forma
continua, proveniente del carcinoma cervical Henrietta Lacks.

27.HEX: hexano.

28.1Cs0: Concentracioén inhibitoria 50.
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29.MCF-7: linea celular de estrégeno sensible procedente de un paciente
con adenocarcinoma metastasico de mama humano (de la Michigan
Cancer Foundation).

30.NIE: Neoplasia intraepitelial.

31.OMS: Organizacion mundial de la salud.

32.PAP: Papanicolau.

33.REDOX: Reaccion de oxido reduccion.

34.RL: Radicales libres.

35.TRAP: Potencial total antioxidante de atrapamiento de radicales (Total
radical trapping power).

36. Trolox: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid.

37.TPTZ: tripiridil s-triazina.

38.VIH: Virus de inmunodeficiencia humana.

39.VPH: Virus papiloma humanao.
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Il.  DEFINICION DE TERMINOS

Carcinoma: Tumor cancerigeno que aparece en los tejidos epiteliales (que
cubren o revisten) de diversos organos del cuerpo o glandulas. Corresponde al

80% de los tumores cancerosos.

Adenocarcinoma: Es un tipo de carcinoma que aparece en las células
glandulares que revisten algunos oOrganos internos como los conductos o

lobulillos mamarios y de préstata.

Cirugia: Rama de la medicina que busca curar enfermedades mediante una
operacion. En el ambito de la oncologia consiste en la extirpacién del tumor o
tejido daflado. Puede ser paliativa (donde se extirpa el tumor para evitar
mayores molestias y mejorar la calidad de vida del paciente), para la reduccion

de la masa tumoral o para realizar biopsias sobre el tejido afectado.

Inmunoterapia: Tratamiento que estimula las defensas naturales del
organismo mediante sustancias de laboratorio con la finalidad de combatir el
cancer. Puede destruir células cancerigenas, retrasar su crecimiento 0

detenerlo.

Quimioterapia: Corresponde a la utilizacion de farmacos nocivos para las
células cancerigenas. Este tipo de farmacos se encarga de detener el
crecimiento de las células neoplasicas (que es mas rapido que el de una célula
fisioldgica) y posteriormente las destruye. Posee poca especificidad y un efecto
potente sobre todo el tejido celular, por tanto, puede generar dafio en células

sanas adyacentes.
Radioterapia: Tratamiento médico que consiste en la utilizacion y la aplicacion

de altas dosis de radiaciéon, con el fin de destruir células cancerosas o reducir

tumores. Esto es posible ya que la radiacion tiene mayor afinidad hacia las

12
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células que poseen mayor capacidad de multiplicacion, como células

cancerigenas.

Tratamiento Antineoplasico: Erradicacion completa de las células cancerosas
gue se encuentran en el organismo, ya sea mediante la reduccion del tumor o
el namero de células tumorales. Este concepto engloba varios tratamientos

como quimioterapia, radioterapia o cirugia oncoldégica.

Tratamiento Antioxidante: Administracion de formulaciones que contengan
productos antioxidantes, de forma Unica o complementaria en la terapia contra

el cancer.

Trasplante de Células Madre: Es un procedimiento que restaura las células
madre que forman la sangre, en individuos cuyas células madre fueron
destruidas por dosis muy elevadas de quimioterapia o radioterapia, usadas

para tratar algunos canceres.

Terapia Dirigida: Uso de farmacos u otras sustancias que bloquean el
crecimiento y diseminacion del cancer al interferir en moléculas especificas,

gue participan en el crecimiento, el avance y diseminacién del cancer.

Terapia Hormonal: Tratamiento que enlentece o detiene el crecimiento del

cancer asociado o dependiente de hormonas.

Compuesto natural: Es una molécula o metabolito obtenido de la naturaleza y

gue no ha sido alterado por parte del ser humano.

Droga: En medicina se entiende como sustancia que tiene afeccion biolégica,
mediada por un receptor, con potencial para prevenir o curar una enfermedad,
mientras que en el lenguaje coloquial se utiliza para referirse a sustancias

psicoactivas, a menudo ilegales.
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Farmaco: De acuerdo con la farmacologia, corresponde a cualquier sustancia
con actividad biolégica cuyo objetivo es curar o prevenir una enfermedad, para

reducir sus efectos sobre el organismo o para aliviar un dolor fisico.

Planta medicinal: Es un recurso vegetal cuya totalidad, parte o extracto se
utilizan como droga medicinal para el tratamiento de alguna patologia en
particular. La parte que se utiliza de la planta medicinal se conoce como droga
vegetal y puede suministrarse mediante diferentes formas galénicas: cremas,

infusion, capsulas, unguento, entre otras.

Extracto: Sustancia obtenida por extraccion de una parte de una materia
prima, a menudo usando un solvente como etanol, agua y/o solventes

organicos.
Radical libre: Son sustancias quimicas muy reactivas que introducen oxigeno

en las células, produciendo la oxidacidén de sus partes, alteraciones en el ADN,

y que provocan cambios que aceleran el envejecimiento del cuerpo.
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Ill. RESUMEN

Se estudiaron los extractos de la especie Escallonia illinita (Barraco),
arbusto que crece entre la IV y Xl regiéon de Chile y al cual se le atribuye
propiedades medicinales para patologias hepaticas, renales y gripales. Para
este cometido se evalud la actividad antioxidante y antitumoral de los extractos
de dicha especie bioldgica.

En total se utilizaron 5 extractos: n-hexano, diclorometano, acetato de etilo,
acetato de etilo San Felipe y etanol. Con ellos se evalu6 la viabilidad celular
(ICs0), en diferentes dianas celulares: Células control de colon (CON), Células
de cancer de mama (MCF-7) y Células de cancer cérvico uterino (HeLa). Se
obtuvo actividad citotoxica con los extractos de n-hexano, diclorometano,
acetato de etilo y etanol, siendo mas significativo acetato de etilo en
concentraciones de 10 pM con ICso de 23,4 pg/mL y 11,8 pg/mL en lineas
celulares de cancer de mama y cérvico uterino, respectivamente.

En paralelo se evallo la actividad antioxidante mediante pruebas de TRAP,
FRAP, DPPH, Fenoles totales, Flavonoides totales y Antraquinonas totales,
utiizando los cinco extractos mencionados anteriormente. Los datos
resultantes indican que existe una actividad antioxidante significativa, en los
cuales destaco el extracto hexano, por tanto, los extractos de Escallonia illinita
generan un aumento del Potencial Reactivo total, alta capacidad reductora de
ion férrico y buenas concentraciones de fitoconstituyentes.

Si bien los resultados obtenidos son satisfactorios, es imperante la
realizacion de estudios complementarios para poder determinar los métodos
mas beneficiosos para el tratamiento efectivo de céncer de mama vy

cervicouterino mediante los extractos de Escallonia illinita.
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V. ABSTRACT

We studied the extracts of the species Escallonia illinita (Barraco), a shrub
that grows between the IV and Xl region of Chile and to which medicinal
properties for liver, kidney and influenza are attributed. For this purpose, the
antioxidant and antitumor activity of the extracts of this biological species was
evaluated.

In total, 5 extracts were used: n-hexane, dichloromethane, ethyl acetate,
San Felipe ethyl acetate and ethanol. Cell viability (IC50) in different cell targets
was evaluated through them: Colon control cells (CON), breast cancer cells
(MCF-7) and cervical cancer cells (HeLa). Cytotoxic activity was obtained with
the extracts of n-hexane, dichloromethane, ethyl acetate and ethanol, with ethyl
acetate at concentrations of 10 uM with IC50 of 23.4 ug / mL and 11.8 pyg / mL
being more significant in cell lines of breast and cervical cancer, respectively.

In parallel, the antioxidant activity was evaluated by TRAP, FRAP, DPPH,
total phenols, total flavonoids and total anthraquinones, using the five extracts
mentioned above. The resulting data indicate that there is a significant
antioxidant activity, in which the hexane extract stood out, therefore, Escallonia
illinita extracts generate an increase in total reactive potential, high ferric ion
reducing capacity and good concentrations of phytoconstituents.

Although the results obtained are satisfactory, it is important to carry out
complementary studies in order to determine the most beneficial methods for
the effective treatment of breast and cervical cancer through the extracts of

Escallonia illinita.
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V. INTRODUCCION

Recursos naturales que han sido utilizados a lo largo de la historia por
distintas culturas y generaciones en todo el mundo son las plantas medicinales,
gue gracias a su maravilloso y complejo metabolismo constituyen un verdadero
arsenal quimico, del cual sélo se conoce cerca de un tercio?.

A través del tiempo el ser humano ha ido acumulando una serie de
conocimientos empiricos sobre plantas medicinales que ha tenido a su
disposicion, usandolas para tratar diferentes afecciones corporales. La
civilizacion egipcia, por ejemplo, ha perpetuado estas practicas en sus
habitantes quienes adoraban a Isis, diosa de la salud, quien fue considerada
“‘instructora de las leyes de la vida, de la salud y de los métodos de cultivo de
los alimentos y especies medicinales”. Por otra parte, en textos religiosos de
las culturas de la humanidad, como la Biblia, se mencionan cerca de
trescientas especies de plantas medicinales. De este modo, desde tiempos
ancestrales, cada region del mundo desarroll6 formas Unicas y caracteristicas
de curar enfermedades a partir de plantas medicinales; para ello se utilizaron
especies endémicas propias de cada region.

Un ejemplo de esto ocurre en la cultura mapuche, donde utilizaban
Escallonia illinita o Barraco, como es conocido popularmente, planta medicinal
presente en algunas regiones geogréaficas de Chile. Esta subespecie del
género Escallonia se caracteriza por poseer amplias propiedades curativas
para afecciones principalmente de higado, rifibn y gripe, debido a sus
propiedades antiinflamatorias, ademas de su alta concentracion de flavonoides
y antioxidantes.

Junto con la evolucién de las especies, ha surgido una amplia serie de
nuevas afecciones y patologias que afectan hasta nuestros dias la salud. Un
ejemplo de ellas es el cancer, que en la actualidad es una de las primeras
causas de muerte a nivel mundial, ya que sélo en el afio 2012 se le atribuyeron

8,2 millones de muertes?, segun la OMS se define como “un proceso de
crecimiento y diseminacion incontrolados de células. Puede aparecer

practicamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor suele invadir el tejido
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circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo.
Muchos tipos de cancer se podrian prevenir evitando la exposicion a factores
de riesgo comunes como el humo de tabaco. Ademas, un porcentaje
importante de canceres pueden curarse mediante cirugia, radioterapia o
quimioterapia, especialmente si se detectan en una fase temprana” 3.

En la actualidad la radioterapia y quimioterapia son los métodos
terapéuticos mas utilizados como tratamiento para los diferentes tipos de
cancer®. Sin embargo, estas practicas son responsables de varios malestares y
efectos secundarios que sufren quienes son sometidos a estas herramientas
terapéuticas, ya que su mecanismo de accion también afecta al tejido sano que
rodea al tumor, dado que no permite diferenciar estas ultimas de las células
tumorales. En este contexto, la radioterapia consiste en aplicar ciertas dosis de
radiacion ionizante sobre el tumor, con el objetivo de eliminar las células
malignas y, con ello, frenar el crecimiento y expansion del tumor. EI mecanismo
por el cual genera dafio suele darse a través de la ionizacion de los atomos del
ADN de las células cancerigenas, dafiando directamente su material genético,
y por otra parte, indirectamente, alterando las moléculas de agua, dando lugar
a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) incluidos los radicales
libres (RL)>.

En el cuerpo humano existen diversos procesos quimicos como lo es la
oxido-reduccion. La oxidacion es un proceso bioquimico de pérdida de
electrones, el cual siempre se ha asociado a otro proceso de captacion llamado
reduccién®. La oxidacion es fundamental para la vida, ya que participa en los
procesos de obtencion de la energia celular; en el metabolismo normal las
especies reactivas de oxigeno se encuentran en equilibrio respecto a las
defensas antioxidantes del organismo, sin embargo, cuando existe un exceso
de oxidacion aparece el estrés oxidativo causado por un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno y la capacidad del sistema
bioldgico de reparar el dafio producido. El dafio al ADN puede ser producto de:

1- Radiacion (ionizante, rayos X o gamma, 0 no ionizante; UV),

2- Agentes quimicos (exdgenos como agentes alquilantes, bleomicina; o

endogenos como radicales libres o especies reactivas de oxigeno),

3- Errores en la replicacion (errores de copia, deleciones, inserciones) o
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4- Errores en la actualizacion de enzimas ADN enddgenas

(recombinacion).

Dichos agentes causales producen dos tipos de anomalias estructurales; el
primer tipo se refiere a bases normales en un sitio incorrecto de la secuencia
de lectura (errores). Mientras que el segundo tipo involucra dafio o lesién del
ADN implicando nucledtidos anormales (modificacién, fragmentacion,
interaccion) en el contexto de una secuencia normal.

De este modo, si el ADN se copiara con excesivas faltas el organismo
desarrollaria diversas enfermedades. Por el contrario, si el ADN se copiara sin
errores no habria cabida para la evolucion. Por lo tanto, la maquinaria de
reparacion del ADN permite un término medio entre dichas posibilidades. Es
asi como ambas clases de anomalias estructurales pueden ser corregidas o
rectificadas por una serie de reacciones enzimaticas que constituyen la
reparacion del ADN. El error o lesion puede eliminarse directamente
(reparacion directa) durante el mismo proceso de replicacion, ser retirada como
base libre (escision de base) o como nucledtido (escision de nucleétido). Si la
maquinaria de reparacion del ADN no actlua efectivamente, provoca este
desequilibrio y la consecuente acumulacion de radicales libres que se ha
relacionado con diversas enfermedades, entre ellas el cancer.

Considerando el aumento progresivo de personas que padecen esta
patologia es que surge la necesidad de innovar cada dia en sus tratamientos,
utilizando nuevas terapias en base a plantas medicinales, con el fin de reducir
al minimo los efectos secundarios que generan los tratamientos
convencionales y asi poder brindar mejor calidad de vida a quienes padecen

esta patologia.
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VI. MARCO TEORICO

1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como la exposicion de la materia viva a
variadas fuentes que producen la ruptura del equilibrio en las células del
organismo, dado por un aumento de los radicales libres y/o una disminucion de
los antioxidantes. Este desajuste en las células puede gatillar con el tiempo un
dafio en los tejidos del organismo, desencadenando alteraciones
morfofisiolégicas que producen variadas patologias; gastricas, cardiacas,
respiratorias, 6éseas e incluso multiorganicas. Estas fallas son el resultado del
desequilibrio entre la generacion y eliminacion de especies radiactivas que
derivan de: la disminucion de la defensa antioxidante celular, un aumento en la
velocidad de produccion de especies reactivas o0 en algunas ocasiones puede
ser el resultado de ambas.

Las especies reactivas se dividen en dos tipos de moléculas: los radicales
libres y los no radicales. Estas especies se originan del metabolismo celular y
estan representados en los sistemas biolégicos como especies reactivas de
oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno (ERN), que son los dos
grupos mas incidentes en la biologia redox. Asi también existen otras especies
radiactivas provenientes de elementos como el cloro (ERCI) y Bromo (ERBr)
que no son tan influyentes en los estudios redox. Las especies reactivas

provienen tanto de procesos fisiolégicos como patolégicos del organismo’-8.

2. Radicales libres

Se consideran radicales libres todas aquellas especies quimicas, cargadas
0 no, que dentro de su estructura molecular presentan un electron desapareado
en su orbital externo, lo cual genera inestabilidad en el a&tomo. Este hecho los
hace ser altamente reactivos y tener una vida media corta. Desde el punto de
vista molecular son pequefias moléculas conservadas y permanentes,

provocadas por diversos mecanismos: cadena respiratoria mitocondrial, cadena
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de transporte de electrones a nivel mitocondrial y en cloroplastos, y reacciones
de oxidacion, por lo que genera dafio oxidativo, al interactuar con las
principales biomoléculas del organismo.

Las principales ERO son: Radical hidroxilo (HO"), Peroxido de Hidrégeno
(H202) Anién superoxido (O2), Oxigeno singlete (*02), Oxido nitrico (NO),
Peroxido (ROO), Semiquinona (Q) y Ozono (O3).

La clasificacion que se le da a los radicales libres del oxigeno es la
siguiente®:

2.1 Radicales libres inorganicos o primarios: Provocados por la

transferencia de electrones sobre el atomo de oxigeno, representan

diferentes estados en la reducciéon y poseen una vida media muy corta;

Anion superoxido (una molécula de oxigeno que ha adquirido un electron

adicional), Hidroxilo (una molécula de oxigeno que ha adquirido tres

electrones y un protén adicional) y Oxido Nitrico (que contiene un electron
desapareado).

2.2 Radicales libres organicos o secundarios: Se originan por la

transferencia de un electrén de un radical primario a un atomo de molécula

organica, o por la reaccion de dos radicales primarios entre si. Estos
poseen una vida media un poco mas larga que los anteriores. Los

principales atomos de las biomoléculas son: carbono, nitrégeno, oxigeno y

azufre.

2.3Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del

oxigeno: Especies quimicas que, sin ser radicales libres, son productores

de estas sustancias o resultan de la reduccion o metabolismo de ellas.

Encontramos en esta clasificaciéon: Oxigeno Singlete (forma excitada del

oxigeno molecular con dos electrones apareados en el orbital mas alto),

Peroxido de Hidrégeno (radical superéxido que adquiere dos electrones),

Acido Hipocloroso (ion no disociado del cloro dependiente del oxigeno,

altamente inestable y altamente reactivo), Peroxinitrito (de la

sobreproduccién de oxido nitrico y superéxido) e Hidroperdxidos organicos

(compuestos muy reactivos).
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Los radicales libres se forman tanto a nivel intra como extracelular. Las
células asociadas a produccién de radicales libres son: neutréfilos, monocitos,
macrofagos, eosindéfilos y células endoteliales. Las enzimas oxidantes
asociadas son las xantin-oxidasa, indolamindiocigenada, triptofano-
dioxigenasa, mieloperoxidasa, galactosa oxidasa, ciclooxigenada, lipoxigenasa,
monoamino-oxidasa y NADPH oxidasa. Existe una gran relacion entre los
productos ciclicos de redox y los radicales libres, los cuales son: paraquat,
diquat, allozano, estreptozozina y doxorubicina. Las especies reactivas también
pueden formarse por el consumo constante de paracetamol, tetracloruro de
carbono y furosemida. Por otro lado, el consumo de ciertas sustancias como
humo del tabaco, radiaciones ionizantes, exposicion excesiva a la luz solar,
shock térmico y sustancias que oxidan el glutation (GSH) son un gran aporte a
la produccion de los radicales libres y otras circunstancias como: dieta
hipercaldrica, dieta insuficiente en antioxidantes, procesos inflamatorios y

traumatismos, fenémenos de isquemia y reperfusion, y ejercicio extenuante©.

3. Dafo inducido por radicales libres

El dafio que generan los ERO ocurre sobre variadas macromoléculas del
organismo, las cuales se describen a continuacion:

En los lipidos se evidencia el mayor dafio mediante la peroxidacion lipidica,
la cual afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, puesto
gue altera la permeabilidad de la membrana celular, generando edema y
finalmente efectos citotéxicos.

Si de proteinas se trata, se produce la oxidacion de grupos aminoacidos
como fenilalanina, tirosina, histidina y metionina. Junto a esto, se entrecruzan
las cadenas peptidicas y forman grupos carbonilos.

En cuanto al ADN, este se ve afectado por mutaciones o carcinogénesis,
generando pérdida de expresion o sintesis de proteinas por el dafio en genes
especificos, modificaciones oxidativas de las bases, deleciones,
fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos

cromosomicos y desmetilacion de citosinas del ADN que activan los genes.
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4. Radicales libres y cancer

El estrés oxidativo esta estrechamente asociado a procesos tumorales, lo
cual se explica producto de la oxidacién del material genético. El peroxido de
hidrégeno, por ejemplo, juega un papel fundamental como segundo mensajero
de las transducciones de sefiales de activacién, diferenciacion y proliferacion
celular, que esta asociada a los niveles de oxidantes y antioxidantes que posea
la célula. Para que se genere apoptosis debe haber un estimulo moderado de
oxidantes y en el caso de necrosis debe haber un efecto oxidante exagerado,
previo proceso inflamatorio. Por tanto, el desequilibrio entre ERO vy
antioxidantes sera un potencial de la alteracion en la apoptosis celular, lo que

fomentara el crecimiento tumoral de las células cancerigenas?!.

5. Cancer

El cancer es un término utilizado para referirse a un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a diversas partes del organismo. Esta
enfermedad consiste en un conjunto de células que poseen dafio en su ADN y
por lo tanto no son capaces de controlar su crecimiento, division ni apoptosis
de manera normal. La divisién celular incontrolada da lugar a un tumor
primario, conformado por células capaces de invadir otros érganos por medio
de la via hematologica o linfatica dando paso a la metastasis o tumor

secundario.

Las clasificaciones del cancer son variadas y dependen de mudltiples
factores: como el tipo de tejido celular en el cual se originan, la fase de
carcinogénesis y la extension de la enfermedad a lo largo del organismo.

El tipo de cancer se determina mediante el estudio de muestras
provenientes del tumor en cuestion (ya sea mediante biopsia o cirugia de
extraccion) donde finalmente se determina el tipo celular afectado. Bajo este
criterio es que se desglosa el cancer en: carcinomas (células que recubren el
interior o exterior de un Organo, puede ser adenocarcinoma -células

glandulares o carcinoma epidermoides - células no glandulares), sarcomas (de
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tejido conectivo como huesos, cartilago, musculos, grasa, vasos sanguineos),
linffomas (sistema inmune), leucemias (sistema hematol6gico) y mielomas
(células de la médula 6sea).

Las fases de la carcinogénesis se encuentran bien delimitadas entre si
en cuatro etapas: en primer lugar se da una iniciacion o induccién caracterizada
por la alteracién del ADN en las células, adquiriendo la capacidad de division
incontrolada. En una segunda instancia se genera el tumor primario en el
organo en cuestion mediante el aumento de las células cancerosas, etapa a la
cual se le denomina cancer “in situ”. Posterior a este cuadro se produce una
invasion local donde las células cancerigenas se ramifican hacia los érganos
colindantes. Es en este estadio donde el paciente refiere los primeros sintomas
propios de la afeccion. Cuando las células cancerigenas son capaces de
invadir el torrente sanguineo o linfatico adquieren la capacidad de ramificacion
a lo largo de todo el organismo, formando tumores secundarios incluso en
organos lejanos al que dio inicio al tumor. A esta Ultima fase se le denomina
invasion a distancia o metéstasis. Durante todo este proceso y a medida que
las células se dividen y multiplican de una manera descontrolada, es que
pierden las caracteristicas propias de cada tejido y, por tanto, se ve alterado el
funcionamiento correcto de estos mismos.

Acorde a la extension de la enfermedad y el prondstico de esta se clasifica
al tumor en cuatro estadios, los cuales se definen con mayor precisién en el
estudio especifico de cada cancer. Estos son: estadio | que hace referencia a la
presencia de tumores pequefos, localizados y en su mayoria con buen
pronostico. Los estadios Il y Ill se encuentran espacialmente mas avanzados,
comprometiendo en ocasiones los ganglios linfaticos. El estadio IV tiene un
prondstico desfavorable, ya que la extirpacion del tejido es en muchos casos
insuficiente producto de la metastasis tumoral?.

La sintomatologia del cancer es variable y dependiente de cada tipo de
tejido celular afectado, pero aun asi se han determinado ciertos sintomas que
se presentan de manera general en la mayoria de los cuadros. En primera
instancia se da una pérdida de peso inexplicable mayor a 5 kilogramos, la cual

no pareciera tener una razon aparente. La fiebre corresponde a otro sintoma
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comun, que se presenta con mayor frecuencia en estadios mas avanzados de
la enfermedad por el compromiso del sistema inmunoldgico. El cansancio que
no mejora con el descanso y que se hace progresivo con el tiempo se da
principalmente en leucemias, pero también estd presente en otras lineas
cancerigenas. Dolores persistentes y localizados en alguna parte del
organismo pueden ser indicadores de un cancer y de mal funcionamiento
organico. Los cambios de coloracion y textura en la piel se presentan tanto en
el cancer de piel como en otros tipos de canceres. Dentro de las diferencias
gue comienzan a presentarse en la epidermis estan: hiperpigmentacion
(oscurecimiento), ictericia (coloracion amarilla de piel y mucosas), eritema
(enrojecimiento), prurito (picazén) o hirsutismo (crecimiento de vello)®3.

Los factores de riesgo que predisponen al organismo de contraer este tipo
de enfermedades son variados, pero el mas significativo segun los estudios es
la exposicién y consumo de tabaco (ya sea cigarrillos o tabaco sin humo). Otros
factores son el consumo de alcohol, la obesidad, mala alimentacion y la
inactividad fisica. La exposicion a radiacion de tipo ionizante es también un
factor de riesgo, sobre todo en aquellas personas que se exponen de manera
recurrente. La infeccion de ciertos virus como VPH (virus papiloma humano) y
Hepatitis (B o C) aumentan considerablemente los riesgos de contraer
canceres determinados: cancer cervicouterino 'y cancer hepatico
respectivamente (OMS).

El cancer es la principal causa de muerte en el mundo. En el afio 2015
aproximadamente 8.8 millones de defunciones fueron producto de esta causal
a nivel global. El mas incidente es el cancer pulmonar, seguido de cancer
hepético, colorrectal, gastrico y ocupando el quinto lugar se encuentra el cancer
de mamas (OMS).

Segun el tipo de cancer, los organos que afectan y el tiempo transcurrido
desde el inicio de este, serd el prondstico. Hoy en dia el pronéstico para los
pacientes que son diagnosticados con cancer es bastante favorable. Segun la
OMS un 30 a 50% de los canceres se puede evitar reduciendo los factores de
riesgo, aumentando las técnicas preventivas y accediendo a un tratamiento de

manera oportuna.
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5.1 Cancer de mama

El cancer de mama es un tumor maligno que se desarrolla a partir de las
células del tejido mamario. La mayoria se presenta en las células de los |6bulos
mamarios, donde se drena la leche materna. Con frecuencia menor este se
puede desarrollar en el tejido adiposo o fibroso de la mama®“.

Dentro de su epidemiologia existe una incidencia mundial de 43,3 x
100.000 mujeres, aprox. 1.500.000 de casos nuevos en el afio 2012, y una
mortalidad de 12,9 x 100.000 mujeres, con 521.817 defunciones durante el
mismo afio. En Chile la incidencia es cercana a 40 por 100.000 mujeres y una
mortalidad nacional de 15,69 x 100.000 mujeres, con 1367 defunciones durante
el aflo 2012. La region de Valparaiso se ubica en el segundo lugar a nivel
nacional después de la region Metropolitana con una tasa de mortalidad por

cancer de mama de 18,48 por 100.000 mujeres>-16-17,

TASA DE MORTALIDAD POR TUMORES MALIGNOS DE
MAMA SEGUN GRUPOS DE EDAD, AMBOS SEXOS, CHILE
2000-2010
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Serle de d i por tumores malki segin edad. Chile 2000-2010. Web: http://www.deis.cl/estadisticas-mortalidad/

Gréfico 1 Tasa de mortalidad por tumores malignos de mama segun grupos de
edad, ambos sexos, Chile 2000-2010. Minsal.
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El cancer de mama se clasifica en dos tipos, segun el tejido afectado. Estos

se describen a continuacion:

Lobulillo

5.1.1 Céancer Ductal in situ (CDIS):

Proliferacion de células malignas

Conducto
/

epiteliales ductales dentro de los

conductos lacteos de la mama.

Conducto
normal

Considerado como no invasivo

puesto que no se propaga fuera

_Células anormales
en conducto

de los conductos lacteos, que de

and Amy Callins

no ser tratado correctamente

©8am

Carcinoma ductal in situ

aumenta la probabilidad de

3 . ) Figura 1 Esquema representativo de carcinoma
padecer un cancer invasivo en la ductal in situ. American Cancer Society.

mama.

5.1.2 Cancer Lobulillar in situ (CLIS):
Las células malignas comienzan a
crecer por dentro de los lobulillos
gue corresponden a las glandulas
productoras de leche, ubicadas al
final de los conductos de la

mama. Este presenta una mayor

probabilidad de padecer cancer

Carcinoma lobular in situ ) ;
American Cancer Society

de mama a futuro en comparacion Figura 2 Esquema representativo de carcinoma
al CDIS. lobulillar in situ. American Cancer Society.

En ambos escenarios existiran signos y sintomas que podran alertar de
estas afecciones, entre los cuales encontramos: abultamientos en la mama,
dolor en el pezdn, pezén umbilicado (hacia dentro de la areola), secreciones
expulsadas desde el pezon que sean transparentes o con sangrado, ulceraciéon
del pezodn y/o areola, lineas ganglionares cercanas a la mama inflamadas (Cola

de Spence, zona axilar). Ademas, para un mayor control se han instaurado
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campafas de realizacion de examenes preventivos como son las mamografias
y ecografias mamarias en la poblacion de mayor incidencia que son las
mujeres entre los 50 a los 69 afios, examen que se incluye dentro del GES
(Garantias explicitas en salud). Desde los 30 a 35 afios se recomienda realizar
ecografias mamarias en aquellas mujeres con antecedentes familiares de
cancer de mama. A partir de los 40 afios se recomienda cambiar el método de
ecografia mamaria a mamografia, ya que las condiciones de la mama permiten
obtener imagenes concluyentes con este segundo método. Entre los 40 a 45
afos se deben realizar al menos dos mamografias. Posterior a los 50 afios se
recomienda que el examen se realice de manera anual.

Para facilitar la interpretacion de los examenes (mamografias y ecografias
mamarias) es que con el tiempo se han creado estadios segun las
caracteristicas de avance que presente la enfermedad en cada usuaria,
facilitando de esta forma la comprension y establecimiento de diagndsticos por
los distintos profesionales de la salud. Es asi como encontramos las siguientes

categorias:

5.1.3 Céancer Estadio I: Cancer invasivo donde las células cancerigenas
recién han comenzado a invadir el tejido ubicado en las paredes del
conducto o el lobulillo.
> Estadio IA: El cancer no se ha extendido mas alla de la mama.
> Estadio IB: Se observan en los ganglios linfaticos pequefios grupos

de células cancerigenas.

5.1.4 Cancer Estadio Il
» Estadio IIA: El tumor se ha propagado hacia los ganglios linfaticos
axilares.
> Estadio IIB: El tumor aumenta de tamafio y se observan en los

ganglios linfaticos pequefios grupos de células cancerigenas.

5.1.5 Céancer Estadio llI:
» Estadio IlIA: Presencia de cancer en ganglios linfaticos axilares o en

los ganglios linfaticos cercanos al esternon.
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» Estadio IllIB: El tumor tiene un tamafio indefinido y se ha propagado

hacia la pared toracica o la piel de la mama.
» Estadio IlIC: Tumor de tamafio variable, que se ha propagado hacia
la pared toracica o a la piel de la mama, hacia los ganglios linfaticos

ubicados sobre o debajo de la clavicula.

5.1.6 Cancer Estadio IV: Cancer metastasico que se ha propagado mas alla
de la mama y los ganglios linfaticos circundantes hacia otros 6rganos del

cuerpo.

Segun el estadio que se le asigne a cada examen, se realizara las
derivaciones correspondientes a los distintos profesionales de salud para

comenzar los tratamientos de cada mujer.

=l
EVOLUCION DE LA MORTALIDAD POR CIERTOS TUMORES
— MALIGNOS EN MUIJERES,

CHILE 2000-2010

==lamama ==Cuellodellitero ==Cuerpodelitero ==Ovario
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FUENTE: DEIS-MINSAL
Serie de defunciones por tumores malignos, segin sexo, Chile 20002000, Webihttp://www.deis.clestadisticas-mortalidad/

Gréfico 2 Evolucién de la mortalidad por ciertos tumores
malignos en mujeres, Chile 2000- 2010. Minsal.

El cancer de mama no es una enfermedad excluyente del sexo masculino.
Un 1% de los canceres de mama se dan en varones, casos que constituyen el
0,1% de las muertes por canceres en hombres. En este &mbito se considera
una enfermedad infrecuente y de investigacion limitada. No se conoce su
etiologia con claridad, pero se cree estd asociado a factores genéticos

(principalmente Sindrome de Klinefelter, mutacién gen BRCA2), hormonales
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(por hiperestrogenismo e hipotestosteronemia) y ambientales (exposicion a
altas temperaturas, radiacion ionizante). Su presentacion clinica se define
como masa indolora, retroareolar, con inversion de pezéon o sin ella y, en
promedio, se presenta en un rango etario de 60 a 67 afios. En la mayoria de

los casos la deteccion es tardial®.

5.2 Céancer Cérvico Uterino

El cancer cérvico uterino, también conocido como cancer de cérvix o cuello
uterino se desarrolla en las células epiteliales del cérvix uterino, que es el
puente conector entre el Gtero y la vagina en el sistema reproductor femenino.
Al ser una zona de transicién que une dos tipos de tejidos: células escamosas
(exocérvix o zona que colinda con la vagina) y células glandulares
(endocérvix o zona que se une a la parte inferior del cuerpo uterino), es una
zona provista de cambio epitelial importante que aumenta la probabilidad de
adquirir anormalidades en el desarrollo de sus estratos presentes por diversos
factores tanto externos como internos de cada mujer. Los factores de riesgo
gue hacen a las mujeres mas propensas de contraer este virus son: el
consumo de tabaco, la multiparidad, el consumo de pastillas anticonceptivas
por muchos afios consecutivos y el contagio de VIH.

El principal actor de cancer cérvico uterino (CaCu) es el Virus Papiloma
Humano (VPH), que es considerado el virus de mayor relevancia en el
desarrollo del CaCu. Es un virus comUn en la poblacién, el cual puede
ocasionar verrugas en la zona genital. La mayoria son inofensivos, aunque
existen aproximadamente 30 subtipos que son precursores de cancer. En Chile
los subtipos 16 y 18 son los mas presentes y precursores de esta patologia.
Este virus se adquiere por contacto sexual con un individuo contagiado que
generalmente son hombres ya que son portadores asintomaticos de este virus.

Es importante mencionar que el VPH también puede estar presente en la
poblacién masculina; aunque la mayoria de los hombres que contraen el VPH
nunca presenta sintomatologia y la infeccibn por lo general desaparece

completamente por si sola. Sin embargo, si el VPH no desaparece, puede
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causar verrugas genitales o cancer de pene. Si bien el cancer de pene es raro,
cada vez es mas frecuente?®.

Existen ciertos factores de riesgo que se asocian con este tipo de cancer,
como: fimosis, mala higiene, haber tenido verrugas genitales por VPH, haber
sido diagnosticado con VIH, lesiones en el pene. Ademas, se presenta
principalmente en hombres mayores de 60 afos, rara vez ocurre antes de los
40 afos. Clinicamente la lesion mas frecuente es una Ulcera en el glande,
surco coronario y en el prepucio. Alrededor 58% de los pacientes inicialmente
tienen adenopatias palpables siendo positivas a tumor; tras linfadenectomia
entre el 17%- 45% de las mismas e inflamatorias en el resto?°. El diagnéstico
se hace mediante el examen fisico y la confirmacion con biopsia. El tratamiento
va a depender del sitio y de la extension del tumor primario y de la presencia de
metastasis inguinales.

En sus inicios este cancer se mantiene desapercibido en el cuerpo de la
mujer, pero con los afos de desarrollo puede generar algia pelviana o
metrorragia. La evolucién de este mismo es muy lenta, puede tomar afios hasta
gue genere los primeros sintomas. El principal método de deteccion es la
citologia vaginal o Papanicolau (PAP), el cual esta incluido dentro de las
prestaciones GES disponible desde los 25 afos para toda mujer que ya haya
tenido su primera relacion sexual. Luego de esta toma se recomienda repetir el
examen cada tres afios hasta los 64 afios??.

El cancer cérvico uterino presenta una incidencia mundial de 528.000
casos nuevos en el afio 2012 y una mortalidad de 266.000 muertes,
representando 7,5% de las muertes por cancer; en Chile representa una
incidencia de 14,6 x 100.000 habitantes, 1279 casos por afo entre el afio 2003
y 2007, y una de mortalidad: 5,58 x100.000 mujeres, alrededor de 584

defunciones??, E| cancer cérvico uterino se clasifica en:

5.2.1 Carcinoma de células escamosas: se clasifican en queratinizados y no
gueratinizados que pueden tener una diferenciacion marcada o0 su
diferenciacion puede ser escasa, estdn compuestos por grandes células
tumorales. Los estadios son:

> NIE I: Neoplasia intraepitelial de bajo grado que rara vez progresa a
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enfermedad invasiva.

> NIE II: Neoplasia intraepitelial de mediano grado que se mantiene en
observacion cada 6 meses.

> NIE Ill: Neoplasia intraepitelial de alto grado que tiene mas

probabilidades de progresar a cancer de cuello uterino.
5.2.2 Adenocarcinomas in Situ (AIS): Mucinoso de tipo mucocervical es el
mas frecuente encontrado en el cuello uterino.

5.2.3 Carcinoma adenoescamoso: Tumores con crecimiento glandular y
€escamoso.

5.2.4 Carcinoma Preinvasivo o Estadio 0: Carcinoma in situ o carcinoma
intraepitelial.

5.2.5 Carcinomainvasivo:

» Estadio |: Carcinoma limitado al
cuello uterino.

» Estadio Il: Compromete la vagina
excluyendo el tercio inferior o
infiltracion de parametros sin llegar
a las paredes laterales de la pelvis.

» Estadio Ill: Es la anomalia del

CIN Alto grado CIN Bajo grado

tercio inferior de la vagina o
L Figura 3 Representacion de los distintos
extension a la pared lateral de la estadios de CaCu.
pelvis.
> Estadio IV: Es la extensién por fuera de los limites del tracto

reproductor femenino.

Para su prevencion y deteccién temprana, en la atencién primaria se
realiza el examen de Papanicolau cada tres afios. Este cancer se caracteriza
por poseer un avance muy lento por tanto su deteccion a tiempo es de suma

importancia para comenzar un tratamiento oportuno evitando asi su
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proliferacion a otros organos. Con una deteccidén a tiempo tiene un muy buen

prondstico en la mayor parte de las usuarias.

6. Tratamientos contra el cancer

Existe una amplia gama de tratamientos en la actualidad para los diferentes

tipos de cancer que se utilizaran dependiendo de cada caso, estos son:

6.1 Cirugia: Se utiliza para prevenir, diagnosticar, determinar la etapa y tratar
el cancer. Es util cuando las células neoplasicas se encuentran localizadas en
un area determinada, es dificil determinar la magnitud necesaria de la cirugia
hasta visualizar la extension del cancer durante la operacién. Este tratamiento
es efectivo cuando el tumor es localizado y no se ha extendido hacia otras

areas del cuerpo?®.

6.2 Radioterapia: Consiste en aplicar dosis de radiacion ionizante sobre
células tumorales con el fin de eliminarlas, impidiendo su proliferacion. Su
objetivo es atacar la zona afectada, tratando de proteger los Organos
circundantes no afectados. Se utiliza principalmente cuando el cancer se
encuentra localizado. La radiacién se puede aplicar de dos maneras:

» Radiacion externa: Es el tipo mas comun de radioterapia, se realiza a
través de una maquina conocida como Acelerador lineal o Linac que
dirige rayos de alta energia hacia el tumor. Es un tratamiento no
invasivo, que se administra de manera ambulatoria en un centro de
tratamiento u hospital.

» Implantes radiactivos o braquiterapia: Es un tratamiento invasivo, en
donde se coloca un implante radiactivo dentro o cerca del tumor, este
implante puede ser temporal o permanente dependiendo del tipo de
cancer a tratar. Este implante permite una mayor dosis de radiacion en

un area limitada de lo que se pudiera lograr con la radiacion externa.

6.3Inmunoterapia: Utilizan el sistema inmunoldgico para tratar o disminuir los

efectos secundarios de algunos tratamientos contra el cancer. Las
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diferentes terapias actuan de distintas maneras, ya que pueden detener o
reducir la proliferacion de las células cancerosas, apoyar a las células
inmunoldgicas no afectadas para controlar el cAncer o ayudar a reparar las

células normales dafiadas por otras formas de tratamiento.

Terapia dirigida: Tratamiento mediante medicamentos que atacan a
cambios genéticos especificos que ayudan a detener el crecimiento y la
diseminacién del cancer. Es diferente de la quimioterapia tradicional.
Actlan atacando proteinas 0 genes especificos que se encuentran en
células cancerosas o en células relacionadas con el crecimiento del cancer,

como células de vasos sanguineos?*.

Terapia hormonal: Tratamiento del cancer que enlentece la proliferacion
celular a través del uso hormonas para crecer. Esta terapia esta
comprendida en dos grupos: los que bloquean la capacidad del cuerpo
para producir hormonas y los que interfieren en la forma como las

hormonas se comportan en el cuerpo.

Trasplante de células madre: Es un procedimiento que restaura las
células madre en individuos cuyas células fueron destruidas por dosis muy

elevadas de quimioterapia o de radioterapia.

Quimioterapia: Consiste en tratar el cancer a través de medicamentos que
generalmente son endovenosos u orales. La quimioterapia es el
tratamiento de primera opcién para muchos tipos de cancer y casi siempre
se usa como tratamiento sistémico, en el cual los medicamentos viajan a
través de todo el cuerpo para llegar hasta las células cancerigenas, donde
sea que estas se hayan propagado. Entre los medicamentos mas utilizados

se encuentra:
» Taxol: Nombre quimico “Paclitaxel”, este es un antineoplasico cuyo
trabajo es interferir con la division de las células cancerigenas, se
utiliza en combinacion con otros medicamentos para quimioterapia.

Este reduce el riesgo de recidiva en cancer de mama y cancer
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cervicouterino, y como tratamiento para cancer de mama en estadios
avanzados?®.

» Doxil/Adriamycin: Nombre quimico “doxorrubicina”, antitumoral cuyo
trabajo es destruir células cancerosas dafiando sus genes e
interfiriendo en su reproduccion. Se utiliza principalmente para
impedir la recidiva en cancer de mama en estadios tempranos,
reduccion de tumores grandes en cancer de mama en estadios
avanzados?®.

» b5-fluorouracilo (5-FU): Antineoplasico antimetabolito de uridina.
Inhibe la division celular por bloqueo de sintesis de ADN y por
formacion de ARN de estructura defectuosa y actuando como
antagonistas de la pirimidina?’.

» Ciclofosfamida: Agente alquilante que debilita y destruye células
cancerosas, dafiando su material genético?®.

» Metotrexato: Antimetabolito que inhibe al dihidrofolato reductasa,
actuando como falsos bloques en la construccién del material

genético de estas células, impidiendo su reproduccion?®.

7. Antioxidantes

Conjunto de moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otros
sustratos biolégicos, como lipidos, proteinas o &cidos nucleicos, actuando
como donador de electrones. La oxidacion consiste en la transferencia de
electrones de una sustancia a otra a partir de un agente oxidante, lo que
incurre en la liberacion de radicales libres.

Los radicales libre son cualquier especie que contenga un electron
desapareado en su orbital mas externo, la presencia de este aumenta la
habilidad para reaccionar con otros atomos y/o moléculas presentes en su
entorno, normalmente, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. La interaccion
entre radicales libres y dichos sustratos da lugar a alteraciones en las
propiedades estructurales y funcionales de estos. Es importante la actividad
antioxidante en este proceso para neutralizar los radicales libres, ya que los

niveles bajos de los mismos, o la inhibicidn de las enzimas antioxidantes
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causan estrés oxidativo y pueden dafiar o eliminar las células, pudiendo
provocar enfermedades cardiacas, cancer y algunas enfermedades

neuroldgicas.

Los antioxidantes se pueden clasificar en:
7.1 Antioxidantes enddgenos: Son aquellos sintetizados por el organismo,
los cuales a su vez se clasifican en dos categorias:

» Enzimaticos: Superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa,
glutation S-transferasas, tioredoxina-reductasas y sulfoxi-metionina-
reductasas.

» No enzimaticos: Glutatibn, acido Urico, acido dihidro-lipdico,
metalotioneina, ubiquinol y melatonina.

7.2 Antioxidantes exdgenos: Son aquellos que ingresan al organismo a
través de la dieta, como: acido ascorbico, alfa-tocoferol, beta-caroteno,

luteina, zeaxantina, licopeno, polifenoles y isotiocianatosdialil-disulfido.

En cuanto al mecanismo de accién de los antioxidantes estos pueden
prevenir o retardar la oxidacion de un sustrato bioldgico, y en algunos casos
revertir el dafio oxidativo de las moléculas afectadas, a través de la interaccion
de forma directa con las especies reactivas, actuando como estabilizadores. En
el caso de los radicales libres los estabiliza a través de la cesidén de un electrén
a las especies reactivas, esto permite que el radical libre pierda su condicién

por “pareamiento” de su electron desapareado.

Oxidacion Reduccion
(4tomo pierde un electrén) (dtomo gana un electrén)

..

Figura 4 Representacion del proceso de Oxido-
Reduccién.
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Como resultado el antioxidante que cede un electrén se convierte en un
radical libre y termina oxidandose bajo una forma que es de baja o nula
reactividad hacia su entorno. Otro mecanismo por el cual los antioxidantes
estabilizan a los radicales libres es a través de un mecanismo que implica la
transferencia directa de un atomo de hidrégeno, donde el RL también queda
estabilizado electronicamente.

Otros antioxidantes pueden actuar estabilizando especies reactivas a traves
de la adicién directa del radical a su estructura. Como resultado el RL pierde su
condicion, y el antioxidante es modificado covalentemente, convirtiéndose en
un RL que es oxidado y convertido en derivados epoxido y carbonilos de

notablemente menor reactividad.

8. Plantas medicinales

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define (1979) una planta
medicinal como “cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden
ser empleadas para propo0sitos terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden
servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos” .

Si bien no existen datos precisos para evaluar la extension del uso global de
plantas medicinales, la OMS ha estimado que mas del 80% de la poblacion
mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades de atencién primaria de salud y que gran parte de los tratamientos
tradicionales implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos.

El uso de estas plantas ha ido evolucionando a través del tiempo, mediante
ensayos quimicos, farmacolégicos, toxicologicos y clinicos, buscando los
principios activos que explicaran el uso terapéutico y la vigencia para su uso.
Las diversas actividades biolégicas y estructuras quimicas abren una amplia
gama de posibilidades para la creaciéon de farmacos, teniendo importantes
aplicaciones en la medicina moderna, ya que son fuente directa de agentes
terapéuticos. Se emplean como materia prima para la fabricacion de
medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura quimica de sus

principios activos puede servir de modelo para la elaboracion de drogas
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sintéticas y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxonémicos

en la busqueda de nuevos medicamentos®?.

8.1 Maqui

El Maqui es un fruto que crece abundantemente de manera silvestre en
campos Y laderas del sur de Chile, entre la IV y Xl region. Pertenece a la familia
Elaeocarpaceae. Este se obtiene de arbustos verdes denominados “macales”,
los cuales produce pequefias bayas de 6 mm color purpura/negro. El Maqui ha
sido utilizado desde la antigtiedad por el pueblo Mapuche en forma de infusién
para el tratamiento de diversas enfermedades, como: diarreas, amigdalitis,
faringitis y Ulceras bucales. Estas bayas también son conocidas como
Wineberry chileno, ya que se utiliza para darle color al vino, para hacer
mermeladas y para tinturas negras o azules.

El Maqui es uno de los frutos con mayor poder antioxidante conocido. Los
componentes antioxidantes que se encuentran en esta baya maqui son
principalmente flavonoides como antocianinas y polifenoles. Las antocianinas
son responsables de la coloracion de las plantas en las que se producen y
actian como bloqueadores solares naturales, otorgando proteccion contra la
radiacion. También protegen a las plantas que las contienen de amenazas
biolégicas como bacterias, hongos y parasitos. Al ser ingeridas por humanos,
las antocianinas proporcionan efectos contra los signos de envejecimiento,
contribuyen a la salud cardiovascular, reducen las probabilidades de
degeneracion cancerigena de las células, reducen las reacciones alérgicas y
contribuye al metabolismo de la insulina®?.

En cuanto a los polifenoles, su capacidad para actuar como antioxidantes,
tanto la de los flavonoides como de aquellos no flavonoides, depende
principalmente de la presencia de hidroxilos en su estructura, ya que éstos le
confieren la habilidad para donar un atomo de hidrégeno o como donante de un
electron a un radical libre (o a otras especies reactivas).

Respecto a los flavonoides, algunos pueden actuar como antioxidantes a

través de su habilidad para quelar ciertos metales de transicion (cobre y hierro),
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lo cual evita la formacion de radicales libres hidroxilo (a partir de peroxido de
hidrégeno en la reaccion de Fenton) y de superéxido (a partir de oxigeno

molecular).

8.2 Escalloniaillinita

El  género Escallonia esta
compuesto por al menos 50 especies
a nivel sudamericano, de las cuales
25 se encuentran en territorio chileno.
Principalmente en la zona
comprendida entre la region de
Coquimbo y la region del Bio-Bio se
encuentra Escallonia illinita, una

subespecie conocida popularmente

”

como “Barraco o planta del chancho

Figura 5 Fotografia de Escallonia illinita florecida,
Lo o cuidad de San Francisco, comuna de San Esteban,
por su olor caracteristico similar al de Los Andes, Chile. Enero, 2017.

un cerdo castrado. Esta planta es un

arbusto aromatico, resinoso de 3 a 4 metros de altura de hojas ovaladas y
dentadas. Es considerada una planta medicinal para tratar enfermedades
hepaticas, renales y gripe, debido a sus propiedades antiinflamatorias®3. Esta

planta tiene una alta concentracion en flavonoides y antioxidantes.

8.2.1 Actividad bioldgica de Escalloniaillinita

Se cree que la actividad biolégica de esta planta es por causa de la
combinacion entre sus moléculas; que es un hepatoprotector y ademas posee
actividad antitumoral; y la presencia de flavonoides, el cual posee actividad
antioxidante®*. Se ha demostrado la presencia de flavonoides como:
pinocembrina, umbeliferona, Beta-sitosterol, metil-p-cumarato y astragalina.

Siendo los tres primeros los mas importantes por su actividad antioxidante.
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» Pinocembrina: Es un flavonoide que posee actividades antimicrobianas,
antiinflamatoria, antioxidante y actividades antitumorales. Ademas, esta
puede utilizarse como neuroprotector contra lesiones isquémicas
cerebrales con un amplio margen de tiempo terapéutico, que puede

atribuirse a sus efectos antiexcitotoxicos.

/

HO O

\

OH O

Figura 6 Estructura quimica de
Pinocembrina.

» Umbeliferona: Es una curamina que se produce en plantas de la familia
de las Apiaceae, siendo las mas comunes el cilantro y la zanahoria,
también estd presente en Justicia pectoralis perteneciente a la familia
Acanthaceae. La umbeliferona posee un fuerte efecto sobre la radiacion
ultravioleta, absorbiendo longitudes de onda de hasta 300, 305 y 325
nm. Es por esto, que la potente absorcion de tres longitudes de onda
diferentes hace a la umbeliferona un agente de filtro solar util. Se ha
asociado efecto analgésico y antiinflamatorio a Justicia pectoralis, ya
gue se describié que los principales constituyentes de dicha planta eran
cumarina y umbeliferona, con un mecanismo de accion similar a
indometacina y fenilbutazona. Las cumarinas constituyen una clase de
metabolitos secundarios, ampliamente distribuidos en el reino vegetal,

pudiendo también ser encontrados en hongos y bacterias.

X

HO 0) O

Figura 7 Estructura quimica Umbeliferona.
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> Beta- sitosterol: Es un esterol de origen vegetal el cual se encuentra en
diversas plantas y semillas en su forma natural. Posee una actividad
antioxidante y protector celular, el cual puede disminuir los radicales
libres de las células. Estudios epidemioldgicos realizados in vitro con
tejidos animales, con beta-sitosterol indican que provocaria la inhibicion
de la proliferacién e induce la apoptosis en tumores solidos de mama y
colon, sin afectar a las células sanas. También existen estudios clinicos
gue analizaron la utilidad del beta-sitosterol en el tratamiento del cancer
de mama, donde se comprobo6 que esta sustancia mejoro la eficacia del

tamoxifeno.

HO

Figura 8 Estructura quimica de Beta-
sitosterol.
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VIl. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Segun lo revisado e investigado en los antecedentes bibliograficos
podemos plantear el siguiente problema de investigacion:

¢Los extractos secuenciales del Escallonia illinita tienen efectos
antioxidantes y antitumorales en lineas celulares de cancer de mama y cancer

cérvico uterino?
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VIII. HIPOTESIS

La actividad biolégica de Escallonia illinita aiun es desconocida.
Entonces, en base a los antecedentes bibliograficos expuestos anteriormente,
como hipotesis de esta investigacion se plantea lo siguiente:

‘Los extractos secuenciales de Escallonia illinita presentan potencial

actividad citotoxica y antioxidante”.
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IX. OBJETIVOS

1. Objetivo General:
Analizar los efectos citotdéxicos que poseen los extractos secuenciales de
Escallonia illinita “Barraco” sobre lineas celulares de “cancer de mama” y

“cancer cérvico uterino”.

2. Objetivos Especificos:

Determinar los efectos antitumorales que poseen los extractos (HEX,
DCM, ACOE, ET) de Barraco sobre lineas celulares de cancer de mama
y cancer cérvico uterino.

» Confirmar los efectos antitumorales ante ensayos de citotoxicidad del
Barraco como compuesto natural sobre lineas de cancer de mama y
cancer cérvico uterino.

» Analizar los posibles efectos antioxidantes que poseen los extractos (n-
hexano, DCM, ACOE, ET) de barraco sobre lineas celulares de cancer

de mama y cancer cérvico uterino.
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X. MATERIALES Y METODO

1. Material biolégico:

1.1 Vegetal
Se utilizaron extractos de la planta Escallonia illinita extraidos para el

analisis de citotoxicidad. Este vegetal fue recolectado en enero del 2017, en la
ciudad de San Francisco, comuna de San Esteban, Los Andes (coordenadas
geograficas: -32.701792, -70.544044). La especie fue identificada por el
Ingeniero Forestal Patricio Novoa que es el experto en botanica del Jardin

Botanico Nacional de Vifa del Matr.

1.1.1 Clasificacién taxondmica
Familia Escalloniaceae.

Escallonia illinita conocida popularmente
como barraco, es un arbusto siempre
verde, resinoso, pegajoso, muy
fragante, de 1 a 2 mt de altura. De hojas
ovaladas, con bordes dentados,

brillantes. Flores blanquecinas en

racimos terminales laxos.

6 v Q . -

Figura 9 Fotografia de Escallonia illinita, cuidad
de San Francisco, comuna de San Esteban, Los
1.2 Celular Andes, Chile. Enero, 2017.

1.2.1 Lineas celulares de colon
» CON corresponde a una linea celular

normal de un feto humano del sexo
femenino, de 21 semanas de
gestacion. Estas células provienen del
tejido de colon, de morfologia epitelial y
se caracteriza por poseer un

crecimiento adherente. Esta es diploide F'9ura 10 imagen microscopica de
linea celular CON.

y no se observan cromosomas

marcadores consistentes.
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1.2.2 Lineas celulares de cancer cérvico uterino

» Hela es un tipo celular clasificado en
una linea celular inmortal usado en la
investigacion cientifica. Es la mas
antigua y comun linea celular usada en
humanos. La linea derivd de unas

células de cancer cervical obtenidas el

8 de febrero de 1951 de Henrietta Figura 1l Imagen mirosc()picade linea
celular HelLa.

Lacks. La linea celular resulto ser de

gran durabilidad comparada con las multiples otras lineas celulares que
se usan en investigacion. Las células HeLa han sido usadas en el
estudio de la expresion del virus del papiloma E2 y apoptosis. Estas
células también se usan en gran variedad de estudios sobre el cancer
incluyendo aquellos relacionados con las hormonas del sexo, esteroides
como el Estradiol, estrégenos, y los receptores de estrogeno. Estas
células proliferan anormalmente rapido, incluso comparandolas con
otras células cancerigenas. Como otras muchas células cancerigenas,
las células Hela tienen una versién activa de telomerasa durante la
division celular, que previene la reduccion incremental de telomeneres
que implica el envejecimiento y la eventual muerte celular. De esta
manera las células eluden el limite de Hayflick, que es la limitacion de
divisiones celulares que las células normales pueden realizar antes de

convertirse en senescentes.
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1.2.3 Lineas celulares de cancer de mama

» MCF-7 es una linea celular del

cancer epitelial usada
ampliamente, derivada  del :'
adenocarcinoma de mama. Las |
células MCF-7 mantienen

caracteristicas diferenciadas del

epitelio mamario, incluida la Eleglllljlraar }\AZCIEgen microscopica de linea.
habilidad de procesar el estradiol

via receptores de estrogeno citoplasmico. Aunque es féacil de
propagar, las células son, generalmente, de crecimiento lento. Las
células MCF7 son usadas para detectar componentes MAPK y PI3K,
y ERK y Akt de fosforilacion. Las células MCF-7 expresan
particularmente grandes niveles de p70S6K y pueden ser igual de
Utiles como marcadores para las partes altas de las quinasas como

el mMTOR y el PDK-1%,

1.3 Reactivos y Equipos

1.3.1 Solventes y reactivos:
a) Para extraccién de los compuestos:

>

Acetato de etilo grado técnico (HES).

b) Para cromatografia en columna:

>
>
>

n-Hexano grado HPLC (Merck).
Acetato de etilo grado HPLC (Merck).
Metanol grado HPLC (Merck).

c) Para cromatografia en capa fina:

>

>
>
>
>

Acetato de etilo grado cromatogréafico (MERCK).
Hexano grado cromatografico (Merck).

Heptano grado técnico (Comercial Vimaroni).
Metanol grado cromatografico (MERCK).

Acido sulfarico 95%- 97% (MERCK).
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d) Para cromatografia liguida de alta resolucion

> Acido formico 1% (Merck).
» Metanol 100% grado HPLC (Merck).
» Agua Mili-Q.

e) Para los ensayos microbiolégicos

> Dimetilsulféxido (Merck).
» Para cromatografia de gases (dilucion de muestra).
» Acetato de etilo grado HPLC (Merck).

1.3.2 Equipos

» Agitador Vortex modelo VM-300 de Gemmy Industrial Corporation.

» Aparato Stuart Scientific SMP3.

» Autoclave.

» Bomba de vacio PRO-SET modelo VP60.

» CG-EM marca Hewlett-Packard series Plus +, modelo HP-6890 acoplado
con un detector de masa HP 5973.

» Espectrometro Bruker Avance 400 para RMN.

» Espectrofotometro UV/VIS Lambda 11 de Perkin Elmer, Longitud de
onda 200-900 nm.

» Espectrofotometro Nicolet Impact para IR.

» Estufa de cultivo Binder, funcionando a 28°C.

» Evaporador rotatorio DLAB modelo RE100- Pro con un bafio
termorregulado DLAB 5L.

» HPLC analitico marca JASCO, modelo CO- 2067 plus. Equipado con
columna cromatogréfica RP-18e de Merck.

» HPLC semi-preparativo Marca Merck Hitachi, modelo L- 6250, equipado
con detector UV-VIS marca Knauer k-2500.

» Manta calefactora modelo HM-I, capacidad 2 litros.

» Transiluminador UV modelo TFX-20 MX 230V 50 Hz.

» Shaker INFORS MT modelo Ecotron, funcionando a 30°C a 150 rpm.

» Placas de micropocillos para cultivo celular de 96 pocillos.
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Placas petri para cultivo celular de 100 mm.

Tubos para centrifuga de 15 y 50 mL Biologix.

Botellas de vidrio con tapa Duran Schott®.

Micropipetas Biopette®, modelos p2, p10, p20, p200 y p1000.
Micropipeta multicanal de 200 pl Biopette®.

Puntas para micropipetas desechables de 10, 200 y 1000.
Camara de flujo laminar clase Il ESCO®.

Incubadora Kendro Laboratory Products®.

Refrigerador modelo Altus 700 Mademsa®.

Microscopio invertido lvens-, modelo XD-202.

Lector de Microplacas Biotek®.

Microscopio de fluorescencia invertido motorizado modelo IX 81
Olympus®.

Balanza analitica Mettler Toledo® ML204.

Vortex VELP® Scientifica.

1.3.3 Otros

>

Se utilizaron placas para cromatografia en capa fina de silica gel
(Sorbtech).

Se utiliz6 silica gel 60 (0,063-0,200 mm) para cromatografia en columna
(Merck).

Se utilizé un estandar de pinocembrina para la cromatografia capa fina
(purificado por HPLC).

Se utilizé Helio como gas carrier en el analisis por CG-ES.

1.4 Métodos

1.4.1 Estudios quimicos:

» Obtencion de los datos de Escalloniaillinita
El material vegetal seco y molido de las hojas y tallos de Escallonia

illinita (0,74 kg) se someti6 a extracciones continuas Soxhlet con
diferentes solventes, hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetato

de etilo San Felipe y etanol.
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de Escallonia illinita. Laboratorio Universidad
Técnica Federico Santa Maria, sede
Valparaiso.

Cada extraccién se realiz6 hasta total agotamiento del material vegetal, y
posterior reduccién de volumen a través de un evaporador rotatorio al vacio de
la trompa de agua y a una temperatura no superior a 60°C. Con el fin de aislar
la molécula pinocembrina, el extracto de Escallonia illinita fue sometido a un

fraccionamiento mediante columna cromatografica (CC).

» Dilucién de los datos de los extractos de Escalliniaillinita
Cada extracto se diluy6é a una concentracion de 50 mg/mL de DMSO,

siendo esta la solucion madre, la cual se congeldé para su adecuada
mantencion.

Se utilizé la solucibn madre para preparar la solucion de trabajo cada
vez que se requeria, diluyendo 100 veces la solucion madre, con la
finalidad de obtener una concentracion de 0,5 mg/mL, concentracion en la
cual ya no existe citotoxicidad celular. Para esto se descongel6 la soluciéon

madre y se extrajo 3uL para diluirse en 297 uL de agua estéril Milig.

» Preparacion de las placas con las lineas celulares de HelA, MCF-7 y
CON
Se utilizaron placas de 96 pocillos, cada uno con 3000 células. Se

destind tres columnas por cada concentracién de la solucion de trabajo

proveniente de un extracto y las filas de la siguiente manera:
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A: Células control.
B: Células control solvente (DMSO al 1%, 10 uL en 100 mL del medio)
C: 10 uL= 50 ug/mL extracto en el medio.
D: 5 uL= 25 ug/mL extracto en el medio.
E: 2,5 ulL=12,5ug/mL extracto en el medio.
F: 1,25 ulL= 6,25 ug/mL extracto en el medio.
G: 0,25 uL= 2,5 ug/mL extracto en el medio.
H: Células control.

Asi a cada pocillo de la placa se le adiciond la solucion de trabajo indicada.
Luego se dejod en cultivo la placa por 72 horas. Finalizado el cultivo se procedio
con la fijacién con acido tricloroacético al 50% (25 ulL/pocillo) a 4°C por una
hora. Posterior a esto se realizd el lavado de las células con agua destilada,
tres veces por inmersion.

Se tifieron las células con sulforodamina B 0,1%, (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) disuelto en acido aceético 1% (50 uL/pocillo) durante 30 minutos y
posteriormente lavadas tres veces con acido acético 1% (100-150 uL/pocillo),
con la finalidad de eliminar el colorante no unido. El colorante no unido a

proteina se solubiliz6 con 100 uL de 10mM Tris base no tamponado.

» Lecturade las placas celulares
La lectura de las placas se realiz6 mediante un lector de placas a 540

nm. Los datos son expresados como absorbancia, luego transformados a
viabilidad celular porcentual y por dltimo analizados como media +/-

desviacion estandar.

2. Pruebas de actividad antioxidante

2.1 Material biolégico:
Se utilizaron los mismos extractos de la planta Escallonia illinita extraidos
para el analisis de citotoxicidad. Este vegetal fue recolectado en enero del

2017, en la ciudad de San Francisco, comuna de San Esteban, Los Andes
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(coordenadas geograficas: -32.701792, -70.544044). La especie fue
identificada por el Ingeniero Forestal Patricio Novoa que es el experto en

botanica del Jardin Botanico Nacional de Vifia del Mar.

2.2 Reactivos y Equipos
2.2.1 Solventes y reactivos:
Del Laboratorio de Investigacion - Estrés Oxidativo, Universidad de
Valparaiso (Brasil 1560, Valparaiso) se utiliz6 mezcla de FRAP, DPPH, ABAP,
ABTS, Etanol, Folin, Carbonato de sodio 7,5%, ALCL3 2%, agua bidestilada.

2.2.2 Equipos:
Balanza Analitica. Marca RADWAG, modelo AS220-C/2.

pHmetro. Marca JENCO, modelo 60.

Centrifuga Clinica. Marca HETTICH, modelo UNIVERSAL/K2S.

Placa Calefactora. Marca LabTech, modelo LMS — 1003.

Vértex. Modelo 37600 Mixer.

Sonicador. Marca Elma, modelo TRANSSONIC 310.

Bafio Termorregulado. Marca K, modelo YCW — 04M (11L).

Micropipeta. Marca GILSON (Volumenes 1-10uL, 20-200uL, 100-1000uL
y 1-5 mL).

Notebook. Marca Lenovo ideapad 100-14 IBY.

Software Microsoft Office Excel 365. Version 15.0.4797.1003, 2013.

» Instrumentos de medicion: Espectrofotometro UV visible. Marca
Rayleigh. UV-2601.

YV V. V V V V V V

Y VY
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2.3 Método

2.3.1 Prueba TRAP, método Romay et al, 1996
Para realizar esta prueba se utilizO6 ABAP 10 mM, ABTS 150 um y muestra

de los extractos (ACOE, ACOE SF, HEX, DCM, ET). Se prepard una muestra

blanco y siete muestras con cada extracto de la siguiente forma:

1 mLABTS 1 mL mezcla

(ABTS+ ABAP

en razon 1:1)
+

10 mL muestra

Preparadas las muestras, se procesaron en Espectrofotdmetro UV visible.

2.3.2 Prueba FRAP, método Dudonné et al, 2009
Para la realizacion de la prueba FRAP se utilizdé mezcla de este, cuyo

contenido era buffer acetato 300 mM pH 3.6, TPTZ 10 mM en acido
hidroclorhidrico 40 mM y Cloruro Férrico 20 mM, en razén 10:1:1; ademas se
utilizé agua bidestilada y las muestras de los extractos (ACOE, ACOE SF, HEX,
DCM, ET). Se prepararon siete muestras de cada extracto de la siguiente
forma:

3000 mL mezcla FRAP
+

300 mL agua
+

100 mL muestra

T° ambiente durante 30
minutos

CIIITIIIITIIIII |

Estas muestras se dejaron incubar a temperatura ambiente, durante 30
minutos. Luego se procesaron los resultados a 593A en Espectrofotdémetro UV

visible.
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2.3.3 Prueba DPPH, método Brand- William et al, 1995
Para la realizacion de esta prueba se utiliz6 50 um de DPPH, 100 mL de

etanol y las muestras de los extractos (ACOE, ACOE SF, HEX, DCM, ET). Se
preparé una muestra blanco y siete muestras de cada extracto de la siguiente

forma:

2,9 mL DPPH 2,9 mL DPPH
+ +
100 mL Etanol 100 mL muestra
\ """""""

Preparadas las muestras se dejaron incubar 15 minutos a temperatura
ambiente, luego se procesaron los resultados a 517A en Espectrofotometro UV

visible.

2.3.4 Fitoconstituyentes:

» Prueba Fenoles totales, método Waterman y Mole, 1994

Para esta prueba se utilizé6 Carbonato de sodio 7,5%, Folin en razén 1:10 y
muestra de los extractos (ACOE, ACOE SF, HEX, DCM, ET). Se prepararon

siete muestras de cada extracto de la siguiente forma:

500 mL muestra
+

25 mL reactivo Folin

Agregar 2 mL Carbonato

CIIIII]ITIIIIII |
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Preparadas las muestras se dejaron incubar en oscuridad, a temperatura
ambiente por 2 horas. Luego se procesaron los resultados a 700 A en

Espectrofotometro UV visible.

» Prueba Flavonoides totales, método Arvovet- Grand et al, 1994
En esta prueba se utilizd AICI3 al 2%, etanol y muestra de los
extractos (ACOE, ACOE SF, HEX, DCM, ET). Se prepar6 la muestra

blanco y siete muestras de cada extracto de la siguiente forma:

4
J

1 mLALCLz
+

1 mL muestra
Etanol

Incubar 15 minutos a T° ambiente

LI B B N B B B B B

LA L L LA B N B B |

C
C

Preparadas las muestras se procesaron en Espectrofotometro UV visible a
415A.

2.3.5 Prueba Antraquinonas totales, método Mellado et al, 2012
Se utilizé para esta prueba AICI3 al 2%, etanol y muestra de los extractos

(ACOE, ACOE SF, HEX, DCM, ET). Se prepar6 la muestra blanco y siete
muestras de cada extracto de la siguiente forma:

]
J

1 mLALCLz
+

1 mL muestra
Etanol

Incubar 15 minutos a T° ambiente

LI B B B B N B B B B A

LN I N B N N B A N B B |

C
C

Preparadas las muestras se procesaron en Espectrofotdmetro UV visible a
486A.

55



A Universidad Q/

N deValparaiso e
CHILE obstetricia

puericultura

Xl. Resultados

1. Efectos antioxidantes de los extractos Acetato de etilo, Acetato
de etilo San Felipe, Hexano, Diclorometano y Etanol de
Escalloniaillinita
Una vez obtenidos los extractos se procedié a realizar los ensayos

antioxidantes, de los cuales se midieron los siguientes pardmetros: variables
independientes ACOE, ACOE SF, HEX, DCM Y ET,; y variables dependientes
TRAP, FRAP, DPPH, Polifenoles, Flavonoides y Antraquinonas.

1.1 Capacidad antioxidante
Los métodos de determinacién de la actividad antioxidante total se basan

en comprobar como un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato
oxidable, dafio que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante.
Esta inhibicion es proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o de la

muestra. Esto se midié a través de las siguientes pruebas:

1.2 Prueba Potencial Antioxidante Reactivo Total
Esta prueba utiliza radicales libres peroxilo que se generan a través de la

descomposicion térmica de un compuesto hidrosoluble llamado ABAP (2,2'-
azobis (2-amidinopropano)), una vez adicionado a la muestra a estudio, en este
caso los extractos de Escallonia illinita, la oxigenacion de las moléculas es
monitorizada mediante la determinacién del oxigeno consumido. Luego se
inhibe la oxidacion mediante la accion de los compuestos antioxidantes en la
muestra y se compara por el generado con trolox en iguales condiciones.

El grafico 3 muestra el ensayo TRAP, que tuvo una desviacion estandar:
0,000 sobre la existencia de diferencia en el potencial antioxidante reactivo total
de los extractos, en el cual los extractos D y D son iguales entre si, pero
diferentes a los demas extractos, A, B y C. Lo que demuestra que todos los
extractos tienen un potencial antioxidante reactivo total diferente, destacando

con mayor potencial el hexano.
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Gréfico 3 Capacidad antioxidante en equivalentes al Trolox promedio de los extractos (ACOE, ACOE SF,

HEXANO, DCM, ETANOL) obtenidos desde Escallonia illinita.

1.3 Prueba Capacidad antioxidante para Reducir el ion Férrico

Ensayo que determina la capacidad de las
muestras de Escallonia illinita para reducir un
complejo férrico con la molécula tripiridil s-
triazina (TPTZ) a su forma ferrosa (pH bajo).
Luego se genera una coloracion azul que es de
intensa proporcionalidad a la capacidad
reductora de la muestra, se cuantifica por

colorimetria (593nm) en base a un patron de
sulfato ferroso. La capacidad de reducir el
hierro se considera un indice del poder

antioxidante de la muestra.

Figura 14 Pruebas de Capacidad
antioxidante para educir ion Férrico en
Laboratorio de Investigacion-Estrés
Oxidativo de Universidad de Valparaiso

El grafico 4 muestra el ensayo FRAP, que tuvo una desviacién estandar:

0,267 sobre la existencia de diferencia en el potencial antioxidante reductor de

hierro (comparado con Acido Galico), lo que demuestra que hay poca

variabilidad del potencial antioxidante reductor de hierro en los extractos (A),

donde todos los extractos presentan valores similares entre si, pero inferiores

en comparacion al Acido Galico (B).
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Gréfico 4 Capacidad antioxidante equivalentes al trolox promedio de los extractos (ACOE, ACOE SF,
HEXANO, DCM, ETANOL) obtenidos desde Escallonia illinita, en comparacion al acido galico.

1.4 Prueba Actividad antioxidante método del radical libre 2,2-difenil-
1-picrilhidracilo
La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un

radical libre estable debido a la deslocalizaciéon de un electrén desapareado
sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el
caso de la mayoria de los radicales libres. Cuando la solucién de DPPH
reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de
hidrogeno, el color violeta se desvanece. Esta prueba se basa en la reduccion
del radical DPPH por los antioxidantes del extracto de Escallonia illinita.

El radical DPPH es estable y tiene una coloracion purpura que se pierde
progresivamente cuando se afiade el extracto de Escallonia illinita, sustancia
en la que se midid la capacidad antioxidante. La decoloracion del radical se
determina a 515 nm y la cuantificacion se realiza empleando soluciones patron
de Trolox. Los resultados se expresan como el valor de ICso.

El grafico 5 muestra el ensayo DPPH, el cual presentd una desviacion
estandar de: 0,0077, sobre la existencia de diferencia en la actividad
antioxidante a través del método del radical libre DPPH, en el cual el extracto
gue mostrdé mejor actividad antioxidante fue etanol (B), en comparacion al acido
galico (C). Mientras que los extractos restantes (A) se comportaron de manera

similar, con menor actividad antioxidante en comparacion al etanol.
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Gréfico 5 Actividad antioxidante método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo promedio de los
extractos (ACOE, ACOE SF, HEXANO, DCM, ETANOL) obtenidos desde Escallonia illinita, en
comparacion al acido galico.

1.5 Fitoconstituyentes
Polifenoles, flavonoides y antraquinonas son constituyentes de las plantas

muy valiosos en la captura de radicales libres, debido a la gran cantidad de

grupos hidroxilos presentes en su estructura.

1.6 Prueba Polifenoles
La prueba de polifenoles emplea el reactivo de Folin-Ciocalteu. Los

compuestos fendlicos reaccionan con este reactivo, bajo condiciones alcalinas
(ajustadas por la solucién de carbonato de sodio a pH > 10).%¢ La disociacion
del proton fendlico permite la formacion del i6n fenolato, el cual es capaz de
reducir el reactivo Folin-Ciocalteu, reaccion que ocurre a través del mecanismo
de transferencia de electrones. Los compuestos resultantes de color azul tienen
un maximo de absorbancia en la region de los 760 nm, la cual es proporcional
a la cantidad total de compuestos fendlicos presentes en la muestra.

El Acido Galico es un éacido fendlico natural soluble en agua, se utiliza
como estandar para curvas de calibracion para cuantificar los polifenoles
totales, es decir, es un equivalente.

El grafico 6 muestra el ensayo de Polifenoles que tuvo una desviaciéon
estandar de: 0,00001, en el cual destaca mayor concentracion de polifenoles
en el extracto de ACOE SF.
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Gréfico 6 Polifenoles totales promedio de los extractos (ACOE, ACOE SF, HEXANO, DCM, ETANOL)
obtenidos desde Escallonia illinita, en equivalencia al acido galico.

1.7 Prueba Flavonoides
La prueba de flavonoides se basd en espectroscopia ultravioleta-visible

(UV-Vis) esta basada en la absorcion de la radiacion UV-Vis por una molécula,
causando la promocién de algunos electrones de un estado de energia basal a
uno excitado. La absorcion del espectro UV-Vis de los constituyentes de
Escallonia illinita es medido contra un blanco con etanol, usando un
espectrofotometro.

El grafico 7 muestra el ensayo para medir Flavonoides que tuvo una
desviacion estandar de: 0,0000, en el cual destaca la mayor concentracion de
estos en los extractos ACOE, ACOE SF y DCM (A), en comparacion al HEX y
ET (B).
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Gréfico 7 Flavonoides promedio de los extractos (ACOE, ACOE SF, HEXANO, DCM, ETANOL)
obtenidos desde Escallonia illinita, en equivalencia a la Quercetina.
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1.8 Prueba Antraquinonas
La prueba de antraquinonas se basd en espectroscopia ultravioleta-visible

(UV-Vis) esta basada en la absorcion de la radiacion UV-Vis por una molécula,
causando la promocion de algunos electrones de un estado de energia basal a
uno excitado. La absorciéon del espectro UV-Vis de los constituyentes de
Escallonia illinita es medido contra un blanco con etanol, usando un
espectrofotometro.

El grafico 8 muestra el ensayo de antraquinonas que tuvo una
desviacion estandar de: 0,000067; el que presenta mayor concentracion de
estas en los extractos ACOE, ACOE SF y HEX (A), en comparacion a DCM y

ET (B).
10

ACOE ACOESE  HEXAMO DI ETAMOL
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Gréfico 8 Antraquinonas promedio de los extractos (ACOE, ACOE SF, HEXANO, DCM, ETANOL)
obtenidos desde Escallonia illinita, en equivalencia al Extracto etandlico (EE).
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2. Efectos sobre la viabilidad celular de los extractos secuenciales
(n-hexano, diclorometano, acetato de etilo y etanol) de
Escallonia illinita sobre lineas celulares.

2.1 Viabilidad de células CON v/s control en lineas celulares
Se analiz6 la viabilidad celular tras los tratamientos con los extractos

secuenciales. En el grafico 9 se ven los efectos de los extractos sobre la
viabilidad celular de CON, las cuales tuvieron una desviacion estandar de:
0,242 sobre la existencia de diferencia en la viabilidad celular.

Se observa que en todos los extractos se genera una escasa sensibilidad;
excepto en los ensayos HEX, DCM, ACOE y ET a concentracion 50 ug/mL.

Al disminuir la concentracion de los extractos se observa una disminucién
dependiente de la dosis, manteniéndose una disminucién significativa de la
viabilidad celular a concentracion 5 ug/mL en los extractos DCM y ACOE. A
concentraciones menores no se observan efectos significativos de ninguno de

los extractos estudiados en la linea celular CON. Presentando con un valor de

F ratio de 1,426.
e

compuestos

% % Viabilidad células CON
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Gréafico 9 Efectos de los extractos secuenciales obtenidos desde Escallonia illinita, sobre la viabilidad

celular en las lineas celulares CON. En las células tratadas con cinco diferentes volimenes (50, 25, 12.5,

6.25, 3.125 pg/mL) de los extractos se cuantificé la viabilidad celular en relaciéon con el control (DMSO

40.0
20.0
0.1% final).
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2.2 Viabilidad de células MCF-7 v/s control en lineas celulares
Se analiz6 la viabilidad celular tras los tratamientos con los extractos

secuenciales. En el gréfico 10 se ven los efectos de los extractos sobre la
viabilidad celular de MCF-7, las cuales tuvieron una desviacion estandar de:
0,636 sobre la existencia de diferencia en la viabilidad celular.

Se observa que en todos los extractos se genera una alta sensibilidad a
mayor concentracion; donde destaca el ensayo DCM a concentracion 50 ug/mL,
gue provocé mayor citotoxicidad (80%). En el caso de la prueba con ET a
concentracion 10 ug/mL se evidencia un menor efecto citotoxico (aprox. 35%).
Al disminuir la concentracién de los extractos se observa una disminucion
dependiente de la dosis, manteniéndose una disminucion significativa de la
viabilidad celular a concentracién 2,5 ug/mL en los extractos DCM y ACOE.
Presentando un valor de F ratio de 0,5371. A concentraciones menores no se
observan efectos significativos de ninguno de los extractos estudiados en la

linea celular MCF-7.

% % Viabilidad Células MCF-7
120.0
100.0 _ - = -
80.0 .l_
60.0 '|'
40.0 [ I
20.0 il I
0.0
oc8ER2Q208s228208z3n282o8232l2
SEXgXR =0s¢g2s 68 uwgdu LY E DB
- T U 80858 o <388 '-“
T a < <2< compuestos

Gréfico 10 Efectos de los extractos secuenciales obtenidos desde Escallonia illinita sobre la viabilidad
celular en las lineas celulares MCF-7. En las células tratadas con cinco diferentes volumenes (50, 25,
12.5, 6.25, 3.125 pg/mL) de los extractos se cuantifico la viabilidad celular en relaciéon con el control
(DMSO 0.1% final).

2.3 Viabilidad de células HelLa v/s control en lineas celulares
Se analiz6 la viabilidad celular tras los tratamientos con los extractos

secuenciales. En el grafico 11 se ven los efectos de los extractos sobre la
viabilidad de la linea celular HelLa, las cuales tuvieron una desviacion estandar

de: 0,165 sobre la existencia de diferencia en la viabilidad celular.
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Se observa que en todos los extractos se genera una alta sensibilidad a
mayor concentracion; donde destacan los ensayos HEX y DCM a
concentracion 50 pg/mL, que provocaron mayor citotoxicidad (aprox. 60% en
ambos casos). En el caso de las pruebas ACOE y ET a concentraciones 2,5
ug/mL se evidencia un menor efecto citotoxico.

Al disminuir la concentraciéon de los extractos se observa una disminucion
dependiente de la dosis, manteniéndose una disminucion significativa de la
viabilidad celular a concentracion 5 ug/mL en los extractos DCM y ACOE.
Presentando un valor de F ratio de 0,1647. A concentraciones menores no se
observan efectos significativos de ninguno de los extractos estudiados en la

linea celular HelLa.
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Grafico 11 Efectos de los extractos secuenciales obtenidos desde Escallonia illinita sobre la viabilidad
celular en las lineas celulares HelLa. En las células tratadas con cinco diferentehs volimenes (50, 25,
12.5, 6.25, 3.125 pg/mL) de los extractos se cuantifico la viabilidad celular en relacion con el control
(DMSO 0.1% final).
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XIl. Discusion
De acuerdo con los resultados logrados en el estudio de la especie

Escallonia illinita se pudo establecer que los extractos de esta especie
presentan actividad citotoxica sobre lineas celulares cancerigenas, siendo
visibles los efectos tanto sobre las células de cancer de mama (MCF-7), como
las células de cancer cérvico uterino (HelLa).

Se monitorizd, a través del lector de placas, la viabilidad celular tras los
tratamientos con los diferentes extractos secuenciales de la especie Escallonia
illinita, en cuanto a la actividad citotoxica de esta especie sobre las lineas
celulares de cancer de mama y cancer cérvico uterino, destacando una alta
citotoxicidad a concentraciones 50 pg/mL en todos los extractos secuenciales,
Hexano, Diclorometano, Acetato de etilo y Etanol, siendo mayor la sensibilidad
en los extractos DCM a concentracion 50 ug/mL, en ambas lineas celulares, en
relacion al control (DMSO 0.1% final); pero en relacion a los resultados ICso, los
extractos que presentaron mayor actividad en las linea celulares HeLa y MCF-7
fue acetato de etilo, con un valor de 11,8 y 23,4 ug/mL respectivamente.

En comparacion con la actividad que mostraron las células de colon (CON),
las que presentaron escasa sensibilidad en los extractos secuenciales en
general, pero de igual forma destaca un mayor efecto sobre la viabilidad celular
a concentracién 50 pg/mL en todos los extractos secuenciales en relacion con
el control (DMSO 0.1% final), a su vez presentd el mejor valor de ICso en el
extracto ET >100 pg/mL. Lo que demuestra que la efectividad de los extractos
de Escallonia illinita presentaron efectividad selectiva, ya que sobre células
tumorales de cancer de mama y cérvico uterino redujeron su viabilidad de
forma significativa, pero no asi en las células sanas de colon, donde la
sensibilidad fue escasa.

En relacién con actividad citotoxica de Escallonia illinita, se puede comparar
con estudios previos realizados en Chile, uno con la planta Mitique, estudio
donde se concluye que Mitique, pese a disminuir la viabilidad celular en lineas
celulares de cancer de mama y cérvico uterino como se esperaba, este no es

selectivo, ya que presenta citotoxicidad en células no tumorales, no asi la
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actividad presentada por Escallonia illinita, que si fue selectiva; y otro con los
derivados de Safrol, estudio que demostré los efectos citotoxicos y selectivos
sobre las lineas celulares de cancer de mama MCF-7, MDA MB-231, sin
efectos en la linea celular no tumoral.3®

En cuanto a los resultados obtenidos en el estudio de capacidad
antioxidante de la especie Escallonia illinita. Se monitorizé esta actividad a
través de diferentes pruebas, en base a las cuales se pudo establecer que
Escallonia illinita presenta actividad antioxidante.

Se comparé la capacidad antioxidante de Escallonia illinita, por el generado
por Trolox en iguales condiciones, esto a través de la prueba TRAP, donde
destacé con mayor capacidad antioxidante el extracto HEX. DCM y ET
presentaron buena capacidad antioxidantes, pero menor en comparacién con
HEX. Acetato de etilo junto con ACE SF, presentaron escasa capacidad en
comparacion con HEX. Con una desviacion estandar: 0,000. Por lo tanto,
Escallonia illinita genera un aumento del Potencial Reactivo Total. Este
potencial se puede comparar con el producido por el Maqui, el cual se estudio
en Chile en cuanto al efecto protector del consumo de Maqui en eritrocitos
irradiados en individuos sanos y como cambian los parametros normales en
funcion de la dosis expuesta, se evalué la prueba TRAP, donde se obtuvo que
el consumo de Maqui genera un aumento en el potencial Reactivo Total en
muestras de eritrocitos irradiados.

En cuanto a la prueba FRAP, que mostré la capacidad reductora de
Escallonia illinita, en general present6 poca variabilidad en el potencial
antioxidante, los extractos se comportaron de manera similar entre si (ACOE,
ACOE-SF, HEX, DCM y ET), pero con efectos inferiores al Acido Galico, con
una desviacion estandar: 0.267, en general esta capacidad antioxidante se
puede comparar con la capacidad antioxidante de frutas y verduras cultivadas.
En un estudio realizado en Chile, se analiz6 la capacidad antioxidante de estas
a través del método FRAP, siendo el Maqui la fruta que presentdé mayor
capacidad antioxidante dentro del grupo de alimentos estudiados con 12,323

mmolesFe/100g, con una desviacién estandar 0,168%.
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Ademas, se realizé la prueba DPPH, el cual mide la capacidad de los
extractos de Escallonia illinita para reducir la concentracion inicial de DPPH al
50%, destacando con mejor actividad antioxidante ET, en comparacién al Acido
Galico. El resto de los extractos se comportaron de manera similar con menor
actividad antioxidante que el extracto Etanolico. Desviacion estandar 0,0077.

Se midieron de igual forma los fitoconstituyentes (constituyentes de plantas
valiosos en la captura de radicales libres) presentes en los extractos
secuenciales de Escallonia illinita; presentando una alta concentracién de
polifenoles en el extracto ACE SF, actividad inusual, debido a que lo esperable
es que se presente mayor concentracion de polifenoles en ET, con una
desviacion estandar 0,00001.

La concentracion de polifenoles es comparable con la concentracién que
presenta el Maqui. En un estudio que se realizé en Chile para la elaboracion y
evaluacion del jugo de maqui, en el cual se midi6 la concentracion de
polifenoles totales del jugo del Maqui, el cual arroj6 una concentracién de
829,22 mg 100 mL-1, con una desviacion estandar de 25,86 en el jugo de Maqui
con azlcar y de 993,21 mg 100 mL.1, con una desviacion estandar de 54,87 en
el jugo de Maqui sin aztcar®,

Los flavonoides se presentaron en mayor concentracion en los extractos
ACE, ACE SF y DCM (extractos semipolares), en comparaciéon con HEX y ET,
siendo esta actividad inusual, debido a que en esta prueba lo esperable es que
se presente mayor concentracion en ET, con una desviacién estandar: 0,0000.

En cuanto a las antraquinonas se presentaron en mayor concentracion en
los extractos ACE, ACE SF y HEX, en comparacion a DCM y ET, destacando
mayor concentracion de antraquinonas en los extractos apolares que en los
polares, con una desviacién estandar: 0,000067.

Es en base a nuestra hipétesis diagnostica “Los extractos secuenciales de
Escallonia illinita presentan potencial actividad citotoxica y antioxidante”, que
podemos afirmar que los extractos de esta planta si presenta potencial
actividad citotdxica sobre las lineas celulares de cancer de mama (MCF-7) y
cancer ceérvico uterino (HelLa), siendo una efectividad selectiva, ya que esta
actividad citotoxica fue mayor sobre la viabilidad de las lineas celulares de

cancer de mama y cérvico uterino, no asi en el grupo control de células de
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colon (CON), donde presentaron escasa actividad. Pero pensar en un posible
tratamiento sobre estas lineas celulares implicaria realizar investigaciones con
mayores fracciones y con compuestos puros de Escallonia illinita.

En cuanto al efecto antioxidante, presentd resultados significativos e
inesperados; presentando alto potencial antioxidante reactivo total, alta
capacidad reductora del ion férrico y buenas concentraciones de
fitoconstituyentes; si bien en comparacion al Maqui, la capacidad antioxidante
€s menor, aun asi, es destacable, por lo que se podria pensar en el tratamiento
con extractos de Escallonia illinita para favorecer el potencial antioxidante

exdgeno.

68



A Universidad @/

N deValparaiso e
CHILE obstetricia

puericultura

XIll. Conclusiones

Mediante este estudio se concluye que los extractos de Escallonia illinita
poseen efectos antioxidantes y antitumorales en las lineas celulares de cancer
de mama y cancer cérvico uterino.

La efectividad antitumoral se vio reflejada en los resultados de las pruebas
de citotoxicidad realizadas en las lineas celulares CON, MCF-7 y HelLa. En
estos estudios se estimd que existe un potencial citotéxico en todos los
extractos, siendo el mas influyente el extracto de ACOE ya que presentaba un
menor valor ICso. Destaca ademas la posible selectividad de las células
cancerigenas, ya que en las lineas CON el valor de ICso es considerablemente
mas elevado, demostrando el poco efecto sobre las células no tumorales.

En esta area, de citotoxicidad, los resultados son beneficiosos, pero no
concluyentes, en este sentido es necesario la realizacion de otros estudios para
la determinacion del correcto uso de estas propiedades en tratamientos de
cancer de mama o cérvico uterino.

Las pruebas antioxidantes dejaron en evidencia una actividad antioxidante
favorable, especialmente ante la utilizacidn del extracto n-hexano. Esto se
traduce en un claro potencial reactivo total, alta capacidad reductora de ion
férrico y buenas concentraciones de fitoconstituyentes. Estos resultados, a
pesar de no ser mayores a los niveles de especies como Maqui, demuestran
una destacable actividad antioxidante que reafirma la posibilidad de usar esta

planta medicinal en el tratamiento de las patologias antes mencionadas.
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XV. Anexos
Anexo 1:

Valores ICso de los extractos secuenciales de Escalloniaillinita.

Lineas de Lineas Cérvico Lineas
Extractos de Escallonia illinita Colon uterinas mamarias
ICs0 ug/mL ICs0 pug/mL ICso ug/mL
Nombre
Abreviatura CON HelLa MCF-7
n- hexano ICso 43.7 24.8 48.7
HEX
DST 12.3 15.6 10.5
Diclorometano ICs0 18.3 19.0 24.1
DCM
DST 75 4.9 12.3
Acetato de Etilo ICso 60.2 11.8 234
ACOE
DST 18.3 1.2 0.7
Etanol ICso >100 22.9 32.1
ET
DST - 1.4 3.2

Tabla 1. ICso de los extractos secuenciales de Escallonia illinita.
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Anexo 2:

Efectos de Citotoxicidad

%_de_Viabilidad | %_de_Viabilidad | %_de_Viabilidad
HelLa CON MCF-7
N Validos 28 28 28
N perdidos 0 0 0
Media 0,518 2,273 2,359
Desviacion estandar 0,165 0,242 0,636
ANOVA F 0,1647 1,426 0,5371
P 0,9192 0,2597 0,6614

Tabla 2. Datos estadisticos de citotoxicidad de los extractos sobre las lineas celulares
HelLa, CONy MCF-7

76




