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. Resumen

Bajo los criterios de la medicina natural de plantas, existen amplios estudios
entorno a la fitoquimica, que se enfoca en el descubrimiento de los principios
activos y su desarrollo a nivel de organismo, quienes buscan tratamientos efectivos

frente a enfermedades de gran prevalencia como es el cancer.

El objetivo de este estudio es analizar, caracterizar y determinar el
comportamiento de extractos etanodlicos naturales de las plantas Toronjil Cuyano y
Laurel frente a cultivos en placa de células Hela, la evolucion de cancer cérvico

uterino y células de epitelio de colon CoN.

Los extractos etanolicos seleccionados, Laurel (Laurus nobilis) y Toronijil
cuyano (Marrubius vulgare), se prepararon por inmersion de las hojas obtenidas en
etanol durante 72h. Posteriormente el solvente fue evaporado obteniéndose el
extracto seco a partir del cual se prepard una solucion madre en etanol (50 mg/ml),

de la cual se obtuvo la solucién de trabajo con la cual se realizaron los tratamientos.

Para los procedimientos de laboratorio fueron seleccionadas células de
cancer cérvico uterino HELA y células de epitelio de colon CoN. Las células antes
de ser utilizadas fueron lavadas y tripsinizadas antes de llegar al 90-100% de
confluencia y resuspendidas en medio de cultivo. Luego, fueron sembradas a una
densidad celular de 3-5x10° cel/pocillo, e incubadas a 37°C. Finalmente fueron

tratadas con los dos extractos a concentraciones distintas durante 72 horas.

Ambas plantas aisladamente mostraron un potente efecto citotdxico en el
crecimiento de las células cancerigenas (Cérvico Uterino y Colon CoN), siendo el
extracto de toronijil el que mostré un efecto mayor respecto del laurel. Esta accién

tendié a aumentar al utilizar ambos extractos juntos.



a. Palabras Claves

CaCu: Cancer Cérvico Uterino. Enfermedad que se caracteriza por la

transformacion de las células ubicadas en el cuello del Utero.

Células HelLa: Tipo particular de cultivo celular usadas para la investigacion a partir
de una muestra de cancer cérvico uterino de Henrietta Larcks (HeLa) en 1951.

Células de colon CoN: Células absortivas y secretoras presentes en el epitelio del
intestino grueso, son especializadas en la secrecion de moco y en la absorcion de

sales y agua.

Laurel (Laurus Nobilis): Arbusto Familia Lauraceae, es una especie perenne

espontanea de la peninsula Ibérica.

Toronjil Cuyano (Marrubium Vulgare): Hierba siempre-verde originaria de areas de
la cuenca del mediterraneo que se emplea con fines medicinales desde tiempos

remotos.

Extractos Etandlicos: Producto solido o espeso obtenido por evaporacion de un
zumo o de una disolucion de sustancias vegetales o animales. Este puede realizarse

en un medio etandlico u acuoso.

Alcohol Etilico: Liquido incoloro, inflamable y soluble en agua, que se obtiene de la
fermentacion de productos naturales ricos en hidratos de carbono, es componente
fundamental de las bebidas alcohdlicas y tiene, ademas, mdltiples aplicaciones en

la industria.



. Introduccién

La utilizacion empirica de hierbas y plantas como agentes medicinales es
ampliamente conocida y transmitida a través de generaciones en diversas culturas
alrededor del mundo. [1] La evidencia mas temprana del uso de los seres humanos
de las plantas para la curacion se remonta al periodo de Neanderthal [2], sin
embargo, esta practica tradicional se ha ido perfeccionando a lo largo del tiempo,
cribado por el rigor cientifico y sometido a diversos ensayos clinicos,
farmacoldgicos, quimicos y toxicologicos, en busca de los principios activos que

expliguen legitimamente el uso terapéutico de una planta en particular.

Tanto en su singular estructura quimica, como la diversa actividad biolégica que
caracteriza a los principios activos que constituyen a las plantas y hierbas naturales,
abren nuevos e innumerables campos de investigacion y exploracion respecto a sus

usos quimico-farmacologico, farmaco-cinético y clinico. [3]

Si bien se conocen las propiedades curativas de ciertas plantas, no todas las
especies vegetales cuentan con estudios acerca de sus constituyentes bioactivos y

su aplicacion en el area terapedutica.

Las plantas son fundamentales en el desarrollo de la medicina moderna. Su accion
preventiva o curativa se debe a sustancias quimicas que provocan un efecto
fisiologico en el organismo. Estas sustancias se conocen como principios activos'y,
generalmente, son producto del metabolismo secundario de la planta. [4] El interés
actual en la medicina herbolaria y la busgueda de opciones terapéuticas
alternativas, sumado al desarrollo de las ciencias -donde tiene gran protagonismo
la fitoquimica- hizo posible reconocer y aislar los principios activos de variadas
especies, que a su vez se han reproducido sintéticamente en laboratorios para la

fabricacion de diversos medicamentos.

El estudio de las sustancias de origen natural que poseen una virtud medicinal se

conoce como farmacognosia, y el efecto que ocasionan esas sustancias en el



organismo se estudia en farmacologia. “La fitoquimica permite detectar y
posteriormente identificar los principios activos responsables de las propiedades
atribuidas a las plantas”. [5] Lo que se refiere estrictamente a la fitoterapia, la accién
farmacoldgica de una determinada planta medicinal depende en la mayoria de los
casos de varios principios activos y no solo de uno aislado, existiendo sinergismos

y acciones coadyuvantes entre ellos. [6]

Luego de un extenso periodo donde la industria farmacéutica se dedic6 meramente
a la fabricacién de farmacos sintéticos, se ha generado un cambio cualitativo donde
se ha dado mayor énfasis en la busqueda de nuevos medicamentos de origen
herbario. En paises desarrollados, la industria quimico-farmaceéutica tiene
preferencia por las sustancias naturales puras o sus derivados semi-sintéticos, en
relacion con los extractos vegetales de composicidon quimica compleja. [7] Se
calcula que 80% de la poblacion mundial confia en la medicina herbolaria para el
cuidado de sus necesidades de salud. [8]

“Con base en estos hechos, la OMS ha promovido el estudio de las plantas como
fuente de medicamentos, dentro del programa “Salud para todos en el afio 2000”
(Akerele, 1985). Durante la conferencia de Alma-Ata, celebrada en 1978, se acord6
impulsar la documentacion y evaluacion cientifica de las plantas utilizadas en la
medicina tradicional, abriendo las puertas al didlogo entre la medicina tradicional y
la moderna, sobre la base de que las practicas peligrosas se eliminarian y solo se

promoveria lo que fuese seguro y eficaz (Albornoz, 1993; Akerele, 1993)”. [9]

La mayoria de los remedios herbolarios se obtienen por extraccion alcohdlica,
aceténica o acuosa, y en ocasiones sin manipulacion, de semillas, hojas, tallo,
corteza o raices de estas plantas. [10] Los extractos son preparados farmaceéuticos
gue por condiciones de higiene y preparacion en su fabricacion y envasado se

realizan en laboratorios especializados. [11]



En este estudio se pretende estudiar mediante la experimentacion con bases
cientificas, el efecto o propiedades anticancerigenas que pudieran tener 2 plantas

medicinales seleccionadas.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el cancer es una de
principales causas de muerte en todo el mundo, lo cual represent6 7,6 millones de
muertes (alrededor del 13%) a nivel de la poblacion mundial en el afio 2008. Se
estima que, es probable ademas que las muertes aumenten, alcanzando la cifra de
13,1 millones en 2030. [12] Uno de los tipos mas frecuentes de cancer que se
encuentra en las mujeres es el cancer de cuello de utero. La principal causa de éste
va ligada al virus del papiloma humano (HPV), El VPH puede infectar a las células
de la superficie de la piel, y aquellas que revisten los genitales, el ano, la boca y la
garganta. [13]

A través de investigaciones cientificas se ha comprobado que la bioactividad de los
distintos componentes presentes en plantas, hierbas y especias pueden reducir el
riesgo de cancer a través de diferentes actividades bioldgicas como la actividad
antioxidante, capaces de suprimir bio-activacion carcindgena. [14] Un informe
presentado por la Annual Reports of Medicinal Chemistry en 1995 indica que
alrededor del 60 % de los farmacos aprobados para el cancer y como agentes

antiinfecciosos son de origen natural. [15]

Segun lo expuesto, mediante un estudio de tipo experimental se escogié estudiar la
accion citotoxica de 2 extractos etandlicos de plantas medicinales, laurel y toronjil
cuyano, ya sea de manera individual y/o conjunta en células de cancer cérvico

uterino (HeLa).



V. Marco Teérico

El cancer corresponde al crecimiento desmedido de células anormales o malignas

dentro del organismo, también denominado carcinoma.

El material genético de una célula muta, lo que ocasiona que éstas crezcan de forma
descontrolada, se dividan de forma veloz y no realicen apoptosis o0 muerte natural

programada, que seria lo normal.

Existen diversos tipos de cancer, los cuales pueden originarse y causar dafo en

cualquier tejido u érgano.

El desarrollo de cancer puede estar relacionado con una multiplicidad de factores
de riesgo como por ejemplo el consumo nocivo de alcohol, la sobreexposicion a los
diversos tipos de radiaciones existentes incluyendo la emitida por el sol a través de
los rayos UV, el contacto con toxinas ambientales o quimicos dafinos como el
benceno y todos los pertenecientes a esa familia, mutaciones génicas, entre otros;
aun teniendo conocimiento de muchos de los agentes causales, existe una enorme

cantidad de canceres de los que se desconoce su etiologia.

La sintomatologia de esta enfermedad, dependera de la ubicacién del tumor o del
tipo de cancer que se esté manifestando; habiendo incluso ciertos tipos que son

asintomaticos, o los sintomas se presentan una vez avanzada la enfermedad.

Existen una variedad de pruebas y examenes para detectar el cancer, identificar su
tipo, localizacion y estadio; algunas de ellas son biopsia de tumor o médula 6sea,
radiografia, CSC (conteo sanguineo completo), resonancia magnética, tomografia

por emisidn de positrones 0 computarizada.

Una vez diagnosticada esta enfermedad se debe iniciar el tratamiento, y al igual que
los examenes existen varios tipos de tratamiento; estos se adecuaran al tipo y

estadio del cancer. Algunos de estos son: cirugia ya sea para extirpacion de



ganglios o tumor, quimioterapia, radioterapia, o la combinacion de estos dos ultimos

radio-quimioterapia. [16]

Cancer cérvico uterino

El cancer cérvico uterino (CaCu) es una alteracion celular que se origina en el
epitelio del cuello del Gtero y que se manifiesta inicialmente a través de lesiones
precursoras, habitualmente de lenta y progresiva evolucién en el tiempo, que se
suceden generalmente en etapas. En grado variable evolucionan a cancer in situ
cuando compromete soélo a la superficie epitelial y luego a cancer invasor cuando el
compromiso traspasa la membrana basal.

En Chile, el cancer cérvico uterino constituye un importante problema de salud
publica. El afio 2008 fallecieron 636 mujeres, ocupando el sexto lugar entre las
muertes por cancer en la mujer y el primer lugar en tasa de afios de vida
potencialmente perdidos con 129 por 100.000 mujeres. De acuerdo a las
estadisticas oficiales del Ministerio de Salud, la tasa total de mortalidad en el afio
2008 alcanzo6 a 7,5 por 100.000 mujeres y la tasa ajustada para el mismo afo fue
de 5,9 por 100.000 mujeres. [17] Al comparar la tasa observada de mortalidad entre
los afios 1987 y 2008 en mujeres entre 25 y 64 afios, grupo objetivo del Programa
Nacional de Cancer Cérvico Uterino, se observa un descenso de un 57,3%. La
mortalidad en mujeres menores de 25 afios es ocasional y el ascenso se produce a
partir de los 45 afios, aumentando progresivamente. El 48,4% de las muertes se
produce en mujeres entre 35y 64 afos. [18]

Anatomicamente el cuello del Utero se delimita por dos estructuras, el orificio
cervical externo, o exocérvix y el endocérvix.

El exocérvix consta de un epitelio plano estratificado.

El endocérvix consta de un epitelio cilindrico simple.



En ocasiones existen modificaciones de la unién escamocolumnar, que es donde
se une el exocérvix con el endocérvix, debido a la migracion de células, ya sea del
endocérvix al exocérvix (ectropion) o del exocérvix al endocérvix (entropion).
Dentro de las patologias cérvico uterinas se encuentran las hiperplasias, dentro de
la cual la mas frecuente es el polipo endocervical, que es una hiperplasia de la
mucosa, generalmente pediculado que se encuentra con mayor frecuencia en el
endocérvix.

También se encuentra el cancer cérvico uterino (CaCu), el cual consiste en una
alteracion de las células epiteliales del cérvix, que tiene una evolucion lenta y
progresiva.

Dentro de los mas frecuentes se encuentran el carcinoma de células escamosas y
el adenocarcinoma

* Carcinoma de células escamosas

Se clasifican en:

« Moderadamente diferenciado: es la mas frecuente, también conocido como
carcinoma solido de células grandes sin diferenciacion cérnea, son células
con abundante citoplasma, moderado pleomorfismo celular y escasa
gueratinizacion.

e Bien diferenciado: también corresponde a células grandes, pero presenta
diferenciacion cornea, poseen menor pleomorfismo, poseen una disposicidon
celular en tela de cebolla.

e Poco diferenciado: corresponde a células pequefas, sin diferenciacion

cdrnea, poseen escaso citoplasma, tienen un comportamiento mas agresivo.
* Adenocarcinoma y carcinoma adenoescamoso
Posee una estrecha relacién con el virus papiloma, especificamente con el tipo 18.

El carcinoma escamoso es poco frecuente en el cuello uterino.

El carcinoma cérvico uterino se puede presentar en distintas formas macroscopicas:



« Solevantado (exofitico): poco frecuente, aparicion de una masa poliposa
hacia el exocérvix.

e Ulcerado: es mas frecuente, lesion rojiza, poco delimitada.

« Infiltrante (endofitico): el exocérvix se observa normal anatomicamente, pero
el cuello estd aumentado en consistencia, puede comprometer toda la

circunferencia cervical, labio anterior y posterior.

Diseminacion
Se pueden presentar en 2 formas:
o Local: mas frecuente, producida hacia vagina y atero, hacia vejiga, uréteres
y recto.
o Metastasis linfatica: hacia ganglios pelvianos, iliacos internos y externos,

principalmente, poco frecuente en los sacros, iliacos comunes y paraadrticos

Factores de riesgo

1. Relaciones sexuales de inicio precoz

2. Multiples parejas sexuales

3. Parejas sexuales de alto riesgo (promiscuos, condilomas peneanos, relaciones

sexuales con otra mujer con carcinoma cérvico uterino).

Células HelLa

Linaje celular que se caracteriza por tener una larga vida y ser prolifero, poseen la

capacidad de crecer facil y rApidamente en placas de cultivo.
Estas células son denominadas “inmortales” debido a que tienen la capacidad de
dividirse un ilimitado numero de veces en un cultivo en el que existan las

condiciones fundamentales para la supervivencia de las células.
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Debido a la proliferacion anormalmente veloz de las células HelLa es que se han

utilizado para la investigacion de cancer.

Figura 1. Microfotografia de células HelLa

Figura 1

Laurel (Laurus nobilis)

Producto de la gran incidencia que ha surgido en estos ultimos afios con respecto
a casos asociados al cancer cérvico uterino, existe un inminente interés en el
desarrollar estudios en busqueda de diferentes métodos para entender sus
causales y combatir dicha patologia. Por tanto buscamos una contribucién en base
a la compilacién de datos y analisis tanto cuantitativos como cualitativos a partir de
la medicina basada en las propiedades de plantas que demuestren potencial en
funcion a su composicién quimica, en donde nos focalizamos principalmente en el
estudio del Laurel (Laurus nobilis) y el Toronjil cuyano (Marrubium vulgare).

El laurel (Laurus nobilis) perteneciente a la familia Lauraceae, es una especie
perenne espontanea de la peninsula Ibérica y cultivada en muchos jardines,
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utilizada como ornamentacion. Esta especie es de tamafio arbustivo o arbéreo,
dioico, es decir que posee las estructuras reproductivas de ambos sexos, pero
separadas en diferentes individuos, y esto se puede diferenciar ya que los laureles
masculinos no dan fruto. Esta especie raramente sobrepasa los 10 m de altura,
posee tallo lampifio de corteza lisa, madera de color amarillo palido y ramas
erguidas. Las hojas son persistentes, coridceas, pecioladas, aroméaticas, con bordes
ligeramente ondulados y de colores verde oscuro, brillantes, de 6 y 12 cm de largo
por 2.5 a 4 cm de ancho. Las flores son de color blanco amarillento, agrupandose
en inflorescencias axilares. Los frutos son unas bayas carnosas ovoidales de color
verde, que pasan a pardo negruzcos cuando estan maduros, con superficie rugosa
una vez desecados y contienen en su interior una semilla libre. [19] Esta especie es

cultivada y utilizada tanto para fines medicinales como culinarios. [20]

Las hojas de laurel son ricas en aceite esencial- el cual no solo se limita a las hojas,
sino que se encuentra en todas las partes aéreas de la planta, incluidos los frutos-
cuya composicion varia dependiendo su origen geografico, pero siempre como
constituyente principal 1,8 — cineol (entre el 30 a 60%), ademas lo constituyen
aproximadamente 120 compuestos, entre ellos 47 reportados por primera vez en
laurel. Podemos destacar entre los compuestos volatiles, tanto los frutos como las
hojas contienen aceites volatiles ricos en cineol, geraniol, linalol, taninos y otras

sustancias. [21]
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Figura 2 Figura 3

P
FE L curtwenees

Figura 2. Laurel en Otto Wilhelm Thomé

Figura 3.Flora von Deutschland, Osterreich und der Schweiz. 1885

Componentes activos y accion farmacolégica:

El aceite esencial de laurel posee: cineol, pineno, linalol, alfa-terpineol acetato,
sabineno, limoneno, terpineno, metil eugenil y canfeno. Los frutos poseen mas
aceite esencial que las hojas. 3% de aceite esencial en frutos y 1% en hojas.
Alcoholes: eugenol, se encuentra en las hojas.

Acidos orgéanicos: acético, formico, pelargonico, propiénico (hojas), cinamico,
laurico (frutos).

Las hojas también contienen pequefias dosis de lactonas sesquiterpénicas
(costundlida y laurenobiolida) y taninos.

Minerales: manganeso, calcio, potasio, fosforo, magnesio, hierro, sodio, zinc. [22]
Las hojas de esta especie contienen aproximadamente entre 1 a 3% de aceite
esencial, destacando entre sus componentes el cineol (30 — 70%) linalol, eugenol,

lactonas sesquiterpénicas (costunilida, desacetil laurenobiolida y alcaloides
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isoquinoliticos de estructuras relacionadas a las del boldo (aporfinoides y su
precursor, reticulina). [23]

Para que este aceite esencial sea de alta calidad y de una mayor riqueza en sus
componentes, se prefieren aquellas hojas que presenten un alto grado de
exposicion a la insolacién, como ocurre en aquellas hojas que estan mas orientadas
hacia el sur que hacia el norte. Otros usos de las hojas frescas o secas del laurel
son para condimento culinario, que aromatiza escabeches y otros platos. También
utilizadas en infusiones que tradicionalmente por via oral, han sido tratamiento
sintomatico de trastornos digestivos como carminativos, antiespasmaodico gastrico
e intestinal y astringente en caso de diarrea. La utilizacion en dolores reumaticos,
en alteraciones respiratorias tales como calmante de la tos cuando es aplicado
como cataplasma, ya que el cineol, presente en las hojas de laurel, juega un papel
principal por sus virtudes antibacterianas, antitusivas y anti bronquiticas. A través
de investigaciones mediante ensayos experimentales realizados tanto in vitro como
in vivo se han demostrado las propiedades antioxidantes, citotoxicas,
inmunomoduladoras, antibacterianas, analgésicas, anti inflamatorias vy
antiagregantes plaquetarios del Laurus nobilis. [24]

En base a los siguientes estudios suponemos que el Laurel posee potencial para
tratamientos contra el cancer cérvico uterino producto de tres alcoholes primordiales
gue destacan en la composicion de su aceite esencial, correspondientes a Linalol,
Geraniol y Cineol, donde acorde a recientes estudios, basados en los tratamientos
herbarios chinos tradicionales a partir del uso de Plantaginaceaes (familia de plantas
dicotiledoneas, a las cuales también pertenece el Laurel) han presentado un
potencial frente al tratamiento de la infeccién viral y la terapia contra el cancer, esto
se debe a que el linalol y el acido p-cumarico son dos compuestos biolégicamente
activos los cuales pueden aislarse de las plantaginaceae. Producto de ello, el linalol
particularmente, ha presentado una bioactividad en sus efectos citotoxicos en las
células cancerosas como los efectos generados a través de la apoptosis y la

actividad inmunorreguladora, buenos efectos inhibidores contra células del cancer
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de mama, colorrectal y de higado, donde también en andlisis realizados del ciclo
celular confirmo que tanto el linalol y el acido p-cumarico pueden conducir la
apoptosis producto de un aumento de concentracion de células en la fase G1.
Adicionalmente se demostr6 que el linalol presenta capacidades de regulacion
bidireccional que induce la respuesta inmune celular Thl en células T-47D. [25]

El Geraniol y otros compuestos de la familia de los monoterpenos encontrados
comunmente en aceites esenciales tanto de frutas como hierbas han sido sugeridos
para la representacion de una nueva clase de agentes en la quimio-prevencion del
cancer. En donde estudios basados en la carcinogenesis del colon avalan que el
geraniol en concentraciones de 400 pyM (micro molar) causa una inhibicién cercana
al 70% del crecimiento celular, con la acumulacion de células en la fase de transicion
S del ciclo celular como a su vez, la inhibicion concomitante de la sintesis del ADN.
A diferencia del linalol, con el geraniol no se observaron signos de citotoxicidad o
apoptosis. A su vez el geraniol genero la disminucion del 50% de actividades
enzimaticas clave en la biosintesis de poliaminas, las cuales presentan un

incremento en las fases de crecimiento del cancer. [26]

El aceite esencial y algunas de sus lactonas sesquiterpénicas han demostrado
ejercer citotoxicidad sobre diferentes lineas celulares humanas. Un ejemplo es una
investigacion que han demostrado que un extracto de cloroformo de semillas Laurus
nobilis revela sensibilidad colateral en glicoproteinas que expresan las células
tumorales resistentes a multiples farmacos, por lo tanto podria ser utilizado para
eliminar células tumorales multirresistentes expresando glicoproteina P. [27] Otro
estudio demuestra que el extracto esencial de Laurus nobilis presento seis lactonas
sesquiterpénicas, las cuales resultaron altamente citotoxicas contra la linea celular
del cancer de ovario A2780. [28]
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Figura 4. Tabla actividad antitumoral y hepatotoxicidad

Figura 4

Table 2: Antitumor activity and hepatotoxicity (Glsg, #g/mL) of different extracts of Laurus nobilis. The results are presented as mean + SD,

MCF7 NCI-H460 HCTI5 HeLa  HepG2 PLP2-hepatotoxicity
Origin (O)
Cultivated 187+12°  83+13 56+ 1 119£21 185+7 195 + 85
Wwild 88 +5° 73+ 19 44+7 69+9  166+59 114 + 29

P value (n = 18) <0.001 0.077 <0.001 <0.001 0.171 <0.001

Extract (E)

(=3

Methanolic 140 + 50 74 + 21 47 £ 10 10041 20717 99 + 14

Aqueous 135+53 8110 53+2 88+ 11 144 + 37 210+ 70

P value (n = 18) 0.773 0.254 0.011 0.242 <0.001 <0.001
OxE

P value (n = 36) 0.261 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Ellipticine 091+0.04 142001 191005 1.14+£0.05 3205 2.06 +0.03

' Means within a column with different letters differ significantly (P < 0.001).

Otro estudio demostré que Laurus nobilis inhibe fuertemente la proliferacion
de las células HeLa como se ve en la Tabla 2 donde se observa que Origanum
vulgare y Laurus nobilis tenian valores de IE, que fueron mayores que uno. Cuando
se considera la efectividad de estos extractos sobre células HelLa, se observé que
Laurus nobilis tenia la mas alta toxicidad mientras que Origanum vulgare tenia una

toxicidad mucho menor. [29]
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Toronjil cuyano (Marrubium vulgare)

Por otro lado el Toronjil Cuyano o Marrubio Blanco (Marrubium vulgare) es una
hierba siempre verde, de 30 - 60 cm de alto, blanco-lanosa, pelos simples y
ramificados, de sabor muy amargo, tallos erguidos, cuadrangulares, hojas opuestas,
aovadas o casi orbiculares, de superficie arrugada, con margenes con dientes
redondeados, de 5 - 6 cm de longitud por 1 - 2,5 cm de ancho. Flores blancas y
pequefas, dispuestas en grupo a lo largo del tallo. Fruto seco contiene 4 semillas
ovoides, lisas, menores de 1 mm de longitud. Es una planta originaria del area de la
cuenca del Mediterraneo, que se utiliza con fines medicinales desde tiempos
remotos. Actualmente crece en practicamente todos los paises de climas calido y
templado del mundo, donde se le encuentra silvestre sobre suelos ricos en nitritos,
prados secos, campos, terrenos baldios y sitios abandonados. En Chile es una
maleza que vegeta desde Coquimbo hasta Cautin. [30] [31] [32]

Las flores del toronjil cuyano contienen un principio activo, la marrubina, taninos, y
saponinas y se han identificado tres isoflavonas, entre ellas la ladaneina y la
scutellarina, la primera con propiedades anti-leucémicas. [33]

Antiguamente se utilizaba para curar la malaria y la tuberculosis, principalmente por
sus propiedades beneficiosas en el sistema respiratorio.

Actualmente se le ha dado un uso farmacolégico y es cultivado especialmente para
eso.

Posee un uso externo e interno en el organismo, que varia segun su preparacion.
La infusion de esta planta, es digestiva, estimulante del apetito, tiene efectos
colerético y colagogo; tradicionalmente, ademas, se le emplea como febrifugo,
antidiarreico, en enfermedades respiratorias y dolores menstruales. Con respecto al
uso externo de esta planta, es comun su empleo en afecciones del cuero cabelludo,
para tratar lesiones cutaneas, heridas y quemaduras. Por lo general, uso rustico; sin
embargo en farmacias se expende una combinacién de marrubio, manzanilla y
menta, todas plantas con antecedentes de incidir sobre el metabolismo de las

grasas, recomendado para tratar la obesidad. [34]
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Dentro de los principios activos que posee el toronjil cuyano se encuentran:
-Marrubina: accion colagoga. [35]

-Taninos: capacidad astringente, antioxidante y antibacteriana. [36]

-Saponinas (sapondsidos): agente emulsionante con funcién similar al jabén, reduce
el colesterol. [37]

-Colina: precursora de acetilcolina, participa en la integridad estructural y funciones
de sefalizaciébn para las membranas celulares. Tiene accion antiinflamatoria,
consumo alto de colina se asocia a niveles bajos de marcadores inflamatorios. [38]
-Hierro: participa en el proceso de oxigenacion tisular junto a la hemoglobina. Ayuda
en el metabolismo de diversas células. [39]

-Potasio: contiene propiedades para neutralizar acidos, participa en el crecimiento
y mantenimiento de la masa 0sea. Es un electrolito que posibilita la transmision del
impulso nervioso. Permite la relajacion del muasculo cardiaco luego de la
estimulacion causada por el Calcio. Contrarresta la accion del Sodio en el alza de
las cifras tensionales, es decir, regula la presion arterial. Colabora en la secrecion
de insulina, sintesis de diversas proteinas, produccion de glucégeno, entre otros
procesos metabdlicos. [40] [41]

-Flavonoides: metabolitos secundarios presentes en las plantas, se caracterizan por
ser polifendlicos y solubles en agua. Son los responsables de la resistencia de las
plantas a la fotooxidacion de la luz UV del sol, otorgan a la planta un color y olor
caracteristicos para atraer a animales polinizadores. Generan proteccion en la
planta en defensa hacia los herbivoros a través de sabores amargos y texturas
desagradables. Son encargados de la proteccién contra los hongos, a través de la
pisatina un isoflavonoide que induce la expresion del gen PDAL.

Flavonoides poseen propiedades cardioténicas (potencia el musculo cardiaco y
mejora la circulacién), mejoran la resistencia de los capilares, impiden formacién de
trombos previniendo asi diversas enfermedades cardiovasculares, disminuye la

concentracion de triglicéridos y colesterol en sangre, rol protector del higado,
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proteccion de la mucosa gastrica a través de propiedades antiulcerosas, actian
también como antioxidantes.

La hesperidina un tipo de flavonoide tiene propiedades antiinflamatorias y
analgésicas, los Taninos poseen propiedades vasoconstrictoras, astringentes y
antiinflamatorias.

Los isoflavonoides, furanocumarinas y estilbenos, tipos de flavonoides, posee
propiedades antibacterianas, antifangicas y antivirales. [42]

*Apigenina: antiinflamatoria, antioxidante y antiangogénica. [43]

*Luteolina: antioxidante y antiinflamatorio. [44]

*Ladaneina: propiedades antileucémicas. [45]

Figura 5. Marrubium vulgare
Figura 5
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En base a la literatura presente, establecemos que el Toronjil Cuyano (Marrubium
vulgare) y el Laurel (Laurus nobilis), poseen sustancias quimicas albergadas
principalmente en sus aceites esenciales (particularmente la familia de los
alcoholes), con estructuras compatibles que permiten interactuar en el desarrollo y
crecimiento celular donde se ha observado que la presencia de dichas sustancias
en concentraciones considerables conducen principalmente a la apoptosis en las
primeras etapas del crecimiento celular, por tanto, creemos en su efectividad al
combatir la proliferacién de células HeLa y CoN, inhibiendo la potencialidad de
carcinogénica. A partir de ello, pretendemos determinar los efectos frente a una
exposicion directa, tanto en dosis individuales como conjuntas, la posible actividad
citotoxica de los componentes del Laurel y el Toronjil cuyano obtenidos por medio
de extraccion en uso de etanol como solvente, ante el crecimiento de células
cancerigenas de HeLa y CoN mediante la realizacibn de ensayos in vitro

permitiendo determinar si existe alguna correlacion en su eficacia anticancerigena.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

V. MATERIALES Y METODO

Vasijas que se usaron para comenzar la maceracion de las hojas
( Etanol 1 litro por cada tipo de hoja) 2 litros

2 frascos de vidrio de un litro con tapa para maceracion de hojas de
plantas seleccionadas

Discos de papel de filtro.

Frascos de 10 ml app para contener extractos etandlicos.

Micropipetas de diferente volumen para trasvasijar los extractos
etanolicos a los pocillos con cultivos celulares

Cabina de flujo laminar para realizar los procedimientos de aplicacion de
extractos en los pocillos con cultivo celular.

El extractor Soxhlet para la extraccion de los extractos etanolicos

10 placas para cultivo celular multipocillos

Acido tricloroacético

Acido acético

Sulforodamina B

Incubador de CO, atmosfera

Refrigerador

Tris base 10 mM

Células de cancer cérvico uterino HeLa

Células de epitelio de colon CoN.

Software estadistico SPSS para analisis estadistico.
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a. Andlisis Estadistico

Para otorgar validez a nuestros resultados fue necesario un andlisis estadistico, sin
embargo, nuestra base de datos no poseia una distribucién normal, o0 mas bien, no

cumplia con los criterios estadisticos que lo caracterizaran como “normal’”.

En estadistica, al hablar de normal nos referimos a una distribucion de probabilidad
determinada. Esta distribucion se caracteriza por su simetria alrededor de una
media, que coincide con la mediana, ademas que otras caracteristicas propias en

las cuales no podemos abordar dentro de este estudio.

El hecho de encontrarse en presencia de una distribucidon normal nos ofrece un
abanico de herramientas estadisticas de facil comprension y manejo. Caso contrario
ocurre con los datos que exponemos; Caracteres morfologicos (como la talla o el
peso), o psicoldgicos (como el cociente intelectual) son ejemplos de variables de las
gue frecuentemente se asume que siguen una distribucion normal. No obstante, y
aunque algunos autores han sefialado que el comportamiento de muchos
parametros en el campo de la salud puede ser descrito mediante una distribucion
normal, puede resultar incluso poco frecuente encontrar variables que se ajusten a

este tipo de comportamiento.

La cantidad de mediciones realizadas (tratamientos) es otro factor que nos
condiciona puesto que para la bioestadistica es muy dificil aplicar pruebas con
muestras tan pequefias. Por todo ello se tuvo que ajustar a nuestro estudio la

realizacion de pruebas “No Paramétricas”:
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b. Pruebas no paramétricas de Friedman

Esta es una prueba para mas de 2 muestras relacionadas, para variables

cuantitativas que no tienen una distribucion normal o que sean ordinales.

Es paralela a la prueba paramétrica de andlisis de varianza (ANOVA) para muestras

relacionadas.

Planteamiento de las hipotesis estadisticas:

En un contraste de hipodtesis se establece una hipdétesis nula que, habitualmente,
dice lo contrario de lo que queremos demostrar. Asi, si el valor de significacion
estadistica es menor de valor definido (habitualmente 0,05), rechazamos la
hipotesis nula (HO) y nos quedamos con la alternativa (H1), que dird precisamente

lo que queremos demostrar.

HO: La medicion de células vivas es igual por concentraciones de los extractos en

la aplicacion de los tratamientos.

H1: La medicion de células vivas no es igual por concentraciones de los extractos

en la aplicacion de los tratamientos.

Si la significacion estadistica que tienen los datos es alta, no se podra rechazar que
la Hipotesis Nula (HO) es falsa, lo que nos llevaria a adoptar nuestra hipotesis
alternativa, donde afirmamos que las mediciones no son iguales, y por lo tanto, si
podremos afirmar nuestra sospecha y declarar que los nuestros resultados son

estadisticamente significativos.
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Para este fin se compararon los datos muestrales obtenidos en los tratamientos
respecto del grupo control (C-), es decir, se contrasta la viabilidad celular sin tratar,
versus las muestras ya tratadas, tanto con Laurel, Toronjil y Laurel +Toronjil.

Nivel de significancia (¢): 0,05 -> Significa que se trabaj6 con un 95% de

confiabilidad.

Zona de rechazo: Con p < 0,05 se deber rechazar Hp

Con p > 0,05 no se debe rechazar Hg

Los datos fueron trabajados a partir del software estadistico SPSS. La disposicion

de las tablas fue cambiada solo por defecto, para facilitar su analisis.
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LAUREL

Tabla |

Estadisticos descriptivos

megli;?oenes Media Defl,vpiiaciién Minimo Maximo
C- 711783,57 259,29 1434 2246
CS 71 1366,29 830,42 171 2107
L 500 7| 479,71 160,42 347 814
L 375 7| 490,29 175,86 359 860
L 250 7| 463,57 98,77 349 610
L 125 711808,14 3473,56 349 9680
L 62.5 7| 861,14 290,96 545 1336
L 25 711136,71 374,45 670 1516

Resultados:

Tabla Il

Estadisticos de contraste

N 7
Chi-cuadrado 43,810
gl 7
Sig. asintot. 0,000

a. Prueba de Friedman

Conclusion: El valor-p es menor a 0,05 (p=0,000), por lo tanto se rechazé la
hipétesis nula (Ho) y se asumio la hipétesis alternativa (H1). La medicion de células
vivas no es igual por concentraciones de los extractos/tratamientos en la aplicaciéon
de laurel.
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TORONJIL CUYANO

Tabla Il

Estadisticos descriptivos

megli;?oenes Media Defl,vpiiaciién Minimo Maximo
C- 7| 1986,71 311,62 1617 2294
cs 7| 1973,14 332,66 1402 2341
T 500 7| 384,43 219,65 70 793
T375 7| 447,43 176,40 280 808
T 250 7| 548,86 160,04 296 758
T 125 7| 941,71 471,68 540 1892
T625 7| 1446,43 419,17 977 2145
T25 7| 1682,86 597,12 537 2332
Resultados:
Tabla IV
Estadisticos de contraste?
N 7
Chi-cuadrado 43,810
gl 7
Sig. asintot. 0,000
a. Prueba de Friedman
Conclusion:

El valor-p es menor a 0,05 (p=0,000), por lo tanto se rechazé la hipétesis nula (Ho)
y se asumio la hipétesis alternativa (H;). La medicidén de células vivas no es igual
por concentraciones de los extractos/tratamientos en la aplicacién de toronijil
cuyano.
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LAUREL + TORONIJIL

Tabla vV
Estadisticos descriptivos
N° de ] Desviacion ] )
mediciones Media tipica Minimo Maximo
C- 793,75 218,59 531 994
cS 736,75 139,27 545 877
T 500 168,25 91,30 107 304
T 375 156,25 90,35 92 289
T 250 238,25 143,33 104 412
T 125 204,00 107,12 137 364
T625 271,25 154,69 133 477
T25 482,50 217,40 248 744
Resultados:
Tabla VI
Estadisticos de contraste?
N 4
Chi-cuadrado 24,928
gl 7
Sig. asintot. 0,001

a. Prueba de Friedman
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Conclusioén:

El valor-p es menor a 0,05 (p=0,001), por lo tanto se rechazé la hipétesis nula (Ho)
y se asumio la hipoétesis alternativa (H;). La medicion de células vivas no es igual
por concentraciones de los extractos/tratamientos en la aplicacion de laurel mas
toronijil.

c. Conclusiéon estadistica final:

Se pudo comprobar mediante las 3 pruebas de hipoétesis aplicadas, las cuales
llegaron al mismo resultado, tanto en el tratamiento con Laurel, Toronjil Cuyano y
Laurel +Toronjil, que los datos obtenidos tienen suficiente peso estadistico para
refutar la hipétesis Nula y comprobar nuestra Hipétesis “Objetivo”.

d. Justificacion

En vista de la baja cantidad de mediciones realizadas, resulta imposible aplicar
pruebas estadisticas mas especificas, puesto que estas requieren de mas datos, es
decir, mas mediciones, lo que corresponderia en este caso a los tratamientos. Por
factores de tiempo, dinero y materiales, no fue factible la realizacion de mayor
cantidad de tratamientos por cada extracto y principalmente de los extractos en su
acciéon conjunta.

Las pruebas de significacion estadistica sirven para comparar variables entre
distintas muestras. Si la muestra tiene una distribucibn normal, se aplican los
llamados tests paramétricos, en cambio, si la distribucion no puede asumirse como
normal, se aplican las pruebas no paramétricas, como fue este caso. También se
debe tener en cuenta que los tests paramétricos son mas potentes y dan mas
informacién que los no paramétricos, por lo que, si pueden usarse, se prefieren.

En general, con pocos datos, es preferible, si no es dificil ni conlleva un alto coste
de tiempo y dinero, realizar mas determinaciones o mediciones para poder aplicar
pruebas paramétricas al lograr una distribucion normal. El teorema del limite nos
dice que si el tamafio de la muestra es suficiente, la distribucién siempre tiende a
ser normal, pero este no fue nuestro caso, por lo que se tuvo que aplicar una prueba
de acuerdo a los datos que se poseian.

También hay que tener presente que la mayoria de las veces no hay suficiente
tiempo y dinero para realizar un niamero elevado de pruebas para calcular la
variancia de la poblacion, por lo que se recurre a la variancia de la muestra.
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Es importante tener en cuenta que en las pruebas de significacion estadistica
siempre se plantea la hipotesis nula "Ho" (no hay diferencias significativas entre los
estadisticos de las muestras comparadas), y la hipoétesis alternativa "H;" (hay
diferencias significativas). Se obtiene mucha mayor informacién cuando se puede
rechazar la hipétesis nula, lo que quiere decir que los estadisticos de las muestras
gue se comparan son diferentes entre si con una probabilidad mayor del 95%. Si no
se puede rechazar la hipétesis nula (p > 0,05) se pierde mucha informacion porque
no se puede decir que sean iguales, ni que sean diferentes porque la probabilidad
es menor del 95%.

En el andlisis realizado se logro refutar la hipétesis nula, donde se comparan las
muestras obtenidas en los tratamientos respecto del grupo control (C-), lo que indica
gue las muestras tratadas no son iguales a las no tratadas y que los valores
obtenidos tienen suficiente significancia estadistica para afirmarlo, con una
probabilidad mayor al 95%.

VI. Estudio y Disefo de Investigacion

El tipo de estudio de investigacion sera analitico y experimental, debido a que se
estudiaran los efectos que los extractos etandélicos provocan sobre la poblacion de
estudio, especificamente sobre Células HeLa y Células de epitelio de colon CoN.

Durante la investigacion se observara silos extractos seleccionados producen algun
efecto en la viabilidad de éstas células, ya sea de forma conjunta o individual.

Este experimento se llevara a cabo a través de mdultiples ensayos, donde los
resultados seran analizados y comparados entre si, para lograr responder a la
hipotesis de investigacion planteada.

Las células se someten a distintos procedimientos como preparacion, tratamiento y
fijacion para su posterior analisis.

29



a. Procedimiento

Iniciamos los procedimientos de laboratorio seleccionando células de cancer cérvico
uterino HELA y células de epitelio de colon CoN. Las células antes de ser utilizadas
fueron lavadas y tripsinizadas antes de llegar al 90-100% de confluencia y
resuspendidas en medio de cultivo. A través de una suspension celular homogénea
de 1:1 (suspension celular: 0.4% [wt/vol] azul de tripan) fue utilizada para determinar
la concentracion (n° células/ml). Como la suspension celular no presento un
porcentaje elevado de células tefiidas con azul de tripan (+5-10%) las células se
utilizaron para la realizacion del experimento.

Las células fueron sembradas a una densidad celular de 3-5x10° cel/pocillo,
dependiendo de la linea celular. Luego las células fueron incubadas a 37°C en un
incubador con atmosfera de 5% CO,/95% O, y tratadas con los extractos a las
concentraciones indicadas durante 72 horas.

Por otra parte los extractos etanodlicos de Laurel (Laurus nobilis) y Toronjil cuyano
(Marrubius vulgare) se prepararon por inmersion de las hojas obtenidas de laurel y
toronjil cuyano en etanol durante 72h. Posteriormente el solvente fue evaporado
obteniéndose el extracto seco a partir del cual se preparé una solucion madre en
etanol (50 mg/ml) a partir de la cual se obtuvo la solucion de trabajo por dilucion
1:10 (1 vol. solucion de trabajo: 10 vol. agua), cada vez que se realizaron los
tratamientos.

Para obtener las concentraciones experimentales, se procedié a aplicar en los
pocillos de las placas de 96 diferentes volimenes de la solucion de trabajo (10-7.5-
5-2.5-1.25-0.5) que corresponde a las concentraciones de 500-375-250-125-62.5-
25 ug/ml, respectivamente. En el caso de los tratamientos combinados se preparo
una mezcla 1:1 de las soluciones de trabajo utilizandose posteriormente los
volimenes anteriormente indicados. Las células fueron tratadas a 37°C para
continuar con el siguiente procedimiento.

Tras los tratamientos se llevo a cabo la fijacion de células con acido tricloroacético
al 50% (25pul/pocillo) a 4°C durante 1 hora. Las células fueron lavadas con agua
destilada, 3 veces por inmersién. Posteriormente las células fueron tefiidas con
sulforodamina B al 0.1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) disuelta en 1% &cido acético
(50 pl/pocillo), durante 30 minutos aproximadamente, y lavadas nuevamente, 3
veces con acido acético al 1% (100-150 pl/pocillo) para eliminar el colorante en
exceso no unido. Dicho colorante unido a proteina se solubiliza con 100 pl de 10
mM Tris base no tamponada (100 pl/pocillo).
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Finalmente, una vez realizado el marcaje, se analizé la densidad celular en un lector
de placas a una longitud de onda de 540 nm, en donde los datos son expresados
como media * desviacién estdndar de seis pocillos, para un N de mas de tres
experimentos independientes. Dichos datos a obtener deben ser en tiempo cero
(TO), con control negativo (C-), con control de solvente (DMSO o etanol) y poseer
diferentes concentraciones de compuestos. El porcentaje de viabilidad se calcula
en relacién al control de solvente.

b. Poblacion de Estudio

La determinacion de universo Poblacién celular de Células HeLa y Células de
epitelio de colon CoN.

c. Variables

Objetivo 1

Determinar actividad citotdxica de los extractos etanolicos naturales de Laurel y
Toronjil Cuyano sobre la linea celular de cancer cérvico uterino Hela.

Tabla VIl
Nombre Definicion Dimension Indicador Subindicador
Concentracion
o Alta.
_ _ _ inhibitoria  del )
Accion citotoxica de extracto Media. ug/mi
o _ 50% (IC50). _
Efectividad | etandlico de laurel sobre la linea Baja.
del Laurel | celular de cancer cérvico uterino _
Concentracion
Hela. 500-375-250
de extracto ug/ml
) 125-62.5-25
aplicado.
y Alta.
» o Concentracion ]
o Accion citotoxica de extracto| Media. ug/ml
Efectividad . . inhibitoria  del _
- etandlico de toronjil cuyano Baja.
Toronjil . ) 50% (IC50).
sobre la linea celular de cancer
cuyano Arvi i Concentracion
cérvico uterino Hela. 500-375-250
de extracto ug/mi
125-62.5-25

aplicado.
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Objetivo 2

Comparar los efectos de extractos etandlicos naturales de Laurel y Toronjil sobre
la viabilidad celular de la linea de cancer cérvico uterino HelLa.

Tabla VIl
Nombre Definicion Dimensién | Indicador | Sub indicador
Extract
. Extract
Capacidad de lograr la | concentra olaurel 1© .
o supresion del | cign toronjil
Eficacia del o ] Baia cuyano
crecimiento de la linea inhibitoria ja.
extracto de Media
celular de cancer del 50% ' 2 2
laurel 0 Alta
cérvico uterino Hela IC50 '
versus . ( )-
con extracto etanodlicos 0 0
extracto de
natural de laurel versus
toronijil Concentra
del toronjil cuyano, a| ..
cuyano cion de
través de pardmetros ug/mi
extractos
de crecimiento. .
aplicados.
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Objetivo 3

Determinar eficacia del extracto del Laurel en combinacion con extracto de

Toronjil Cuyano sobre la viabilidad celular de la linea de cancer cérvico uterino

Hela.
Tabla IX
Nombre Definicion Dimension | Indicador | Sub indicadores
Concentra Extra | Extracto
Capacidad de lograr la| | _ +
Eficacia del - o cion Baja. cto | laurel
supresion del crecimiento de | _ laure | toronijil
extracto de ) ] inhibitoria | Media. | CLUVANG
la linea celular de cancer y
laurel versus | _ del  50% | Alta. 2 2
cérvico uterino HelLa con
la del laurel N (IC50). 1 1
extracto etanolicos natural de
en 0 0
L laurel versus la del laurel en
combinacién L .. | Concentra
| combinacion  con  toronjil
con toronjil i cion de
cuyano, a través de ug/ml
cuyano ] . extractos
parametros de crecimiento. .
aplicados.
Extra | Extracto
Concentra cto laurel +
Eficacia del | Capacidad de lograr la | cion . j[.oron toronjil
» o o Baja. jil cuyano
extracto de | supresion del crecimiento de | inhibitoria
)} ) ) Media. cuya
toronijil la linea celular de cancer|del 50% Alt no
a.
cuyano cérvico uterino HelLa con | (IC50). 2 2
versus la del | extracto etandlicos natural de
laurel en | toronjil cuyano versus la del 0 0
combinacién | laurel en combinacion con
con toronjil | toronjil cuyano, a través de | Concentra
cuyano parametros de crecimiento. cion de | ug/ml
extractos
aplicados.
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d. Limitaciones

= Tiempo de cultivo

= Tiempo de procedimientos

= Tiempo de reunioén del equipo de investigacion

= Dificultad en la obtencion de lineas celulares

= Costo del material de investigacion

» Busqueda de bibliografia referencial

= Recoleccion de plantas medicinales de tratamiento
»= Tiempo de obtencion de extractos de plantas

VIl. Resultados

Las siguientes tablas y graficos plasman a modo general los resultados obtenidos a
partir de los tratamientos aplicados a las células de cancer cérvico uterino, con los
extractos etanodlicos de Toronjil cuyano (Marrubium vulgare), Laurel (Laurus
Nobilis), y la combinacion de Laurel y Toronijil.

En las tablas se aprecia los resultados de distintas intervenciones, clasificadas por
fecha, con un promedio estimado, una Desviacion Estandar (DS) y finalmente el
porcentaje de viabilidad de la poblacion celular, presentada en los tratamientos
segun sus distintas concentraciones, comenzando con la dosis mayor (500 pg/ml).
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Tabla Laurel

Tabla X
05.0 09.05 12.05 12.05 16.06 20.08 09.09 Promedio DS
5
C- 172 1732 1726 1.434 1979 1643 2246 1784 2593
5
¢S 176 206 1505 171 = 2.107 2.071 1735 1366 8304
9
L500 375 814 427 347 519 382 494 480 160,4
L375 391 860 359 381 527 401 513 490 175,9
L250 351 610 349 426 532 444 533 464 98,8
L125 354 9.680 349 469 609 489 707 1.808  3.473
6
L 568 1.336 545 682 889  1.111 897 861 291,0
62.5
L25s 779 1327 670 787 1511 1.367 1516 1137 3744
Grdfico |
Laurel
2.500
2.000 T |
©
S 1500 - T
©
g
o
2 1.000 - T
<
o i i -
C- cs L500 L375 L250 L125 L625  L25

Tratamientos pg/ml
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Tabla Toronjil Cuyano

Tabla XI

05.05 09.05 12.05 12.05 16.06 20.08 09.09 Promedio DS
C- 2.168 2.238 1.714 1617 2.294 1.641 2235 1.986,7 312
cs 2.256 2341 1.688 1.402 2.175 1961 1.989 1.973,1 333
T500 316 793 387 286 361 70 478 384,4 220
T375 322 808 359 280 510 414 439 447,4 176
T250 632 627 296 468 644 417 758 548,9 160
T125 1.010 1.892 540 578  1.033 588 951 941,7 472
T 977 2145 1132 1.202 1.781 1.250 1.638 1.446,4 419
62.5
T25 1.698 2.332 1403 537 2234 1.772 1804 1.6829 597
Grdfico Il

Toronjil Cuyano

3.000

2.500
.2 2.000 -
c
©
2 1.500 -
2
2 1.000 -

nun I

0 .

C- cs T500 T375 T250 T125 T625 T2

Tratamientos pug/ml
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Laurel + Toronijil

Tabla Xil

C-

cs

T500

T375

T 250
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T62.5

T
25

24 563
83

77

Grdfico Il

Absorvancia
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75 20
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22.08 22.08 22.08 22.09
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5 33

106.9 1.363 304.1 12.57

17 67 5

9.183 136.4 2.893 107.5

17 83
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5 16

13.71 16.02 364 15.47

7 5 5

13.31 3.007 477.4 1.743
7 17

7.4 373 259 25.496,3
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dio
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106.25
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11.395
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1
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68.026
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'iiL_L
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VIIl. Discusiény Conclusiones

Las plantas seleccionadas no poseian estudios cientificos especificos relacionados
a su citotoxicidad con las células tumorales trabajadas en este estudio.

Ambas plantas aisladamente mostraron cierto efecto citotoxico en el crecimiento de
las células cancerigenas (Cérvico uterino y Colon CoN), siendo el Toronjil Cuyano
quien mostré un efecto mayor respecto del laurel, presentando porcentajes de
viabilidad menores que los registrados por el Gltimo. Esta accion tendié a aumentar
al utilizar ambos extractos juntos, por lo que se evidencia que existe un sinergismo
en sus bioactivos, el cual aumenta su potencial citotéxico frente a las células
tratadas.

En relacion a la actividad de los extractos utilizados de forma individual, también se
pueden ver diferencias, donde la actividad citotoxica del Laurel parece ser mas
efectiva incluso en concentraciones/dosis mas bajas, las cuales mantienen la
viabilidad celular en disminucién durante las 3 primeras dosis (500, 375 y 250
ug/mL), mientras que en el Toronjil evidenciamos que el menor porcentaje de
viabilidad, o en su defecto, la mayor mortalidad celular, se consigue soélo con el
tratamiento mas concentrado (500 ug/mL), y luego la viabilidad vuelve a aumentar
conforme la dosis va bajando.

La relevancia estadistica de los datos fue comprobada y apoya la hipotesis buscada,
sin embargo, no nos entrega una confiabilidad del 100%, pues la cantidad de
mediciones logradas no son suficientes para la aplicacion de pruebas estadisticas
mas detalladas. A pesar de ello, esto es posible evitarlo en un nuevo estudio, con la
aplicacién de mayor cantidad de mediciones/tratamientos.

Los ensayos experimentales desarrollados en el laboratorio durante este estudio
so6lo nos confirman la notoria citotoxicidad de estos extractos al utilizarlos de forma
conjunta, sin embargo no se tiene clara la accion y composicion de los bioactivos
gue participan en esta. Frente a esto, seria recomendable la realizacion de estudios
fitoquimicos de mayor profundidad, mediante técnicas modernas que permitan la
separacion de compuestos mas puros, su identificacion, y la evaluacion de su
actividad, con el fin de identificar los activos propios de cada planta que participan
en la mortalidad de las células cancerigenas, puesto que podria representar
evidencias experimentales en la busqueda de nuevos compuestos antitumorales y
en la terapia contra el cancer.
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