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2. RESUMEN:

Cimicifuga racemosa (CR) es un extracto vegetal utilizado como terapia de reemplazo
hormonal durante el climaterio. Presenta una dualidad entre alta capacidad antioxidante y en
determinadas condiciones una potente actividad oxidante. En esta tesis se plante6 como
objetivo evaluar la participacion de especies reactivas de oxigeno en el mecanismo de
accion citotéxica de CR en cultivos de células MCF-7 que corresponden a una linea celular
de cancer de mama. Para lograr este objetivo se determiné la capacidad antioxidante del
extracto mediante la técnica ORAC, se evalué en cultivo celular la producciéon de oxigeno
singulete por estabilizacion con agua deuterada, se detectd por luminiscencia la produccion
de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno y la lipoperoxidacion de las células expuestas
mediante la técnica de TBARS. Ademas se evalud la actividad enzimatica de catalasa y
superdxido dismutasa. Se comprobd la actividad antioxidante reportada para CR. La
produccion de oxigeno singulete no fue detectada en los cultivos expuestos a CR, en cambio
se detectd especies reactivas de oxigeno o nitrégeno. Por otra parte, la actividad catalasa
se encontr6 aumentada luego del tratamiento con CR. No hubo deteccién de
lipoperoxidacién celular. En conclusién, los antecedentes indican que la actividad citotoxica
del extracto CR esta mediado por la produccion de especies reactivas con exclusion de

oxigeno singulete.



ABSTRACT

Cimicifuga racemosa (CR) is a plant extract used as hormonal replacement therapy
during climatery. It shows a duality between a high antioxidant capacity and, in certain cases,
a potent oxidant activity. This thesis proposed as aim to evaluate the participation of reactive
oxigen species on the cytotoxic mechanism of action for CR on MCF-7 cell culture, a breast
cancer cell line. To achieve this aim, the antioxidant capacity of the extract by the ORAC
technique, the oxygen singulet production was assesed by its stabilization with deuterated
water, the production of reactive oxygen and nitrogen species was determined by
luminiscence and the lipoperoxidation of exposed cells through the TBARS technique. In
addition, the enzymatic activity for catalase and superoxide dismutase enzymes was
evaluated. The antioxidant activity for the CR extract was demonstrated. The singlet oxygen
production was not detected in cultures exposed to CR, however reactive oxygen and
nitrogen species were detected. On the other hand, catalase activity was found increased
after CR treatment. No lipoperoxidation was detected. In conclusion,the results indicated
that the cytotoxic activity of CR extract is mediated by reactive species excluding singlet

oxygen.



1. Introducciéon

Cimicifuga racemosa (CR) también conocida como Actaea racemosa (Black cohosh)
fue descrita por Linneo en el siglo XVIIl y posteriormente por Plukenet en 1960 (Alonso,
1999). Es un vegetal perteneciente a la familia ranunculaceae, que crece principalmente en
la costa Atlantica Este de Estados Unidos y Canada, en forma silvestre en bosques nativos
ricos en humus y laderas con poca vegetaciéon requiriendo de climas templados (Alonso,
1999). Es una planta de aproximadamente 1,3 metros, rizoma oscuro y grueso, tallo globoso
provisto de surcos, hojas grandes, alternas compuestas por dos a cinco foliolos lobulados y
dentados con flores blancas, cremosas vy brillantes de aroma fétido, en racimo terminal que
aparecen en temporadas de verano y otofio, cuyo extracto presenta
glucosidos,triterpenos,acteina,12-actenil  acteina,27 desoxiacteno, cimicifuginésido y
cimicifugina, alcaloides, quinolizidinos, N-metilciticina, tanino, acido acético, butirico, férmico,
gallico, isoferulico, oleico, palmitico, salicilico, precipitados amargos, resina, fitoesteroles,
aceite esencial que es obtenido a partir del tallo y rizoma usando etanol, metanol, o 2-

propanol (Foster, 1999;Kligler, 2003; Lai y col, 2005).

Se ha demostrado que el extracto de CR contiene flavonoides, triterpenoides y
cantidades variables de fenoles que en bajas concentraciones actian como antioxidantes y
secuestradores de especies reactivas que causan dafo oxidativo en membranas y ADN
(Buerdette y col, 2002; Lai y col, 2005; Allouche y col, 2011) y a altas concentraciones
actlia como pro-oxidante con efectos citotdxicos en células hepaticas, de cancer de mama y
préstata produciendo detencion del ciclo celular (Cipak y col, 2006; Lude y col 2007;
Scharstuhl y cols,2009). Esta ultima informacién ha sido corroborada en experimentos in vivo
con ratas (Campos y col, 2012). Sin embargo la relacion entre ROS vy bioactividad para CR

sigue siendo desconocida.



El extracto de CR se usa para el tratamiento de jaquecas, mialgias, neuralgias
desoérdenes reumaticos, posible potente antidepresivo en terapias de estrés (Nadaoka y col,
2012) vy alivio de los sintomas asociados a la menopausia ( Molla y col, 2009; Shams y
col;2010 ;Depypere, 2014; Wuttke y col, 2014). Esto ultimo, debido a que tiene actividad
estrogénica (Wuttke y col, 2006) y esta especialmente indicada en casos en que la terapia
convencional se encuentra contraindicada (Borrelli, 2008; Mazzanti y col, 2008). También
se ha utilizado como adyuvante en quimioterapia de cancer mamario porque su débil
actividad estrogénica no tiene efectos en el aumento de la neoplasia (Rock y col 2003; Fritz,
2014). Se ha informado en la literatura que CR produce efectos antiproliferativos in vitro en
células MCF-7, una linea celular de cancer de mama de morfologia epitelial, que expresa el
receptor de estrogeno, modulando la expresion de genes pro neoplasicos especificos, tales
como ciclinas D1 y D3 (Levenson, 1997; Seidlova-Wuttke y col 2003; Palacio & Masri, 2009;
Allouche y cols, 2011). También se ha informado su inhibicién de la proliferacion de células
HepG2 con efectos antiproliferativos apoptéticos no necesariamente dependientes de la
modulacion del receptor de estrogeno (Gaube y cols, 2007; Einbondl y col y cols, 2008). En
la linea celular LNCaP de cancer de prostata se han reportado efectos similares. Efectos
comparables proapoptéticos y antiproliferativos se han observado en la planta Argania
espinosa exert que contiene moléculas antioxidantes como tocoferol y saponinas (Pinto,
2004; Jarry y cols, 2005; Drissi y cols, 2006). Solo un estudio es contradictorio al uso de CR
previniendo su uso prolongado por riesgo de aumento en la proliferacion de células
cancerigenas MCF-7 para personas que han sufrido cancer mamario por larga data

(Henneicke-von Zepelin y cols, 2007).

Por otra parte se ha informado que el extracto de CR posee un elevado indice ORAC

(1264,95 umolTE /g de peso seco) lo que ratifica su capacidad antioxidante (Jarry vy col,



2005). Ademas se ha descrito que moléculas con capacidad antioxidante como triterpenos
poseen capacidad citotoxica sobre células cancerosas (Cipak y col, 2006), No se han
descrito inactivaciones enzimaticas de SOD y CAT debidas al aumento en la concentracion
de radicales libres en células neoplasicas generando un aumento de proteinas oxidadas,
dano irreversible a ADN e induccién de apoptosis (Deok Kim y col, 2004; Cipak y col, 2006;
Juarez y col, 2008; Curtis, 2010;(Riethmiller y col, 2015). Especifcamente, moléculas
antioxidantes como el acido gamboico al interaccionar con doxorrubicina producen una
accion sinérgica traducida en el aumento de la produccion de ROS induciendo a apoptosis
en células neoplasicas de mama (Wang y Yuan, 2013) .También para otros extractos de
plantas, como Dilennia sufruticosa se ha demostrado una dualidad de actividad antioxidante
y altamente citotoxica en variadas lineas celulares como Hela, MCF-7, MDA-MB-231, A549

and HT-29 (Tor y col, 2014).

En el estrés oxidativo se debe tener presente que la mayor parte de las especies
reactivas provienen del oxigeno (ERO), distinguiéndose entre los mas importantes

(Valenzuela,1983;Halliwell, 2000)

Anion superoéxido: (O2°) especie que se forma por el acoplamiento de un electréon

suplementario a la molécula de oxigeno. Es una forma reducida de Oz, que ha recibido un

electron de los procesos metabdlicos.

1) Peroéxido de Hidrégeno: (H20-:) forma reducida por dismutacion espontanea del O~ o

por la accion sobre este radical de la enzima superdxido dismutasa. El H;O2 no es un
radical libre, pero por su capacidad de generar el OH- en presencia de metales como el
hierro (reaccién de Fenton) se considera una especie reactiva del oxigeno.

2) Radical Hidroxilo:(OH) se produce por la reduccion y la oxidacion de trazas de metal en

presencia de radicales superéxido y peréxido de hidrogeno (reaccion de Haber-Weiss).



Es altamente reactivo con moléculas organicas presentes en células y tejidos y posee
un elevado poder destructivo.

3) Radical perhidroxilico (HO.¢) forma reactiva, que surge al unirse un atomo de

hidrégeno al (O2+"). Es liposoluble.

4) Radical peroxilo (ROO-) formado a partir de peroxido de hidréxido celular (lipidos y

proteinas) por sustraccion de un hidrégeno.

5) Oxigeno Sinqulete (O:+):formado por absorcion directa de radiacion, por fotdlisis

(destruccién por accion de la luz) del ozono en aire contaminado, por irradiacién de la
especie Oz o secundariamente a la excitacion del éxido de nitrégeno luego de la
absorcién de energia radiante.

En la reduccién univalente del oxigeno (proceso que ocurre en la mitocondria) se producen

las principales especies reactivas del oxigeno (Halliwell, 2000).

Las ERO pueden ceder o recibir electrones que dan origen a una secuencia de reacciones y
dano celular que se representa en la figura 1A. Las enzimas que participan en estos

procesos se presentan en la figura 1B (Castillo y col, 2001).
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Figuras 1: Reacciones asociadas a dafo celular (A) y mecanismos de defensa

contra los dafios producidos por EROS (B). (Castillo y col, 2001).

Entre las enzimas que regulan los procesos asociados a las especies reactivas del oxigeno

se encuentran:

1. Superoxido Dismutasa (SOD): un grupo de métalo-enzimas presentes frecuentemente

en organismos aerobicos, aerotolerantes y algunos anaerobios obligados. Son esenciales
para su defensa contra la toxicidad producida por los metabolitos parcialmente reducidos,
generados durante la reduccién biolégica normal del oxigeno molecular (Fernandez y col,

2008; Juarez y col, 2008; Catz, 2009).

Se conocen 3 formas de SODs segun el metal que utilizan como cofactor. Estas a su vez
pueden dividirse en 2 familias filogenéticas diferentes: CuZn-SODs y Fe/Mn-SODs. No existe

homologia de secuencias ni de estructuras de orden superior entre éstas, lo que indica que
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evolucionaron independientemente en respuesta a una presion evolutiva comun: la presencia

del oxigeno y la amenaza de su toxicidad (Halliwell, 2000).

Estas enzimas catalizan la conversion del anién radical superéxido (O2+) en perdxido de
hidrogeno (H20:) y oxigeno molecular (O2), en una de las reacciones mas rapidas
catalizadas por enzimas que se conocen (k = 2 x x10° Mx1S™" para la CuZn-SOD) (Donoso &
Cuello, 2006;Schmid y col, 2009). La ecuacién catalizada por las SODs se representa a

continuacion:

02+ 02 +2H" — H202 + O2

Como las concentraciones del Oz~ son normalmente bajas, la velocidad de reaccién
depende de su difusion. Sin embargo, la asociaciéon de la enzima con su sustrato no es una
simple cuestion de difusion y colisién. La estructura sub-molecular de la enzima, la
distribucion de carga electrostatica, interacciones de apantallamiento por solventes inter e
intramoleculares y las interacciones hidrodinamicas, pueden afectar tanto la difusion del O+
como su asociaciéon con la enzima. Se ha encontrado que el campo eléctrico de la SOD
favorece 30 veces la velocidad de asociacion del anién (Drissi y col 2006; Fernandez y col,

2008;Juarez y col, 2008).

Estudios con mutantes deficientes de la SOD evidencian que la enzima, dentro de este
sistema de defensa, tiene una funcién fundamental. Esta consiste en eliminar el radical
superoxido antes de que éste reaccione con moléculas biolégicas susceptibles u origine
otros agentes toxicos (Becuwen vy col, 2014). El perdéxido de hidrégeno generado por la
accion de la enzima, es eliminado por la catalasa y/o la glutation peroxidasa. En eucariotas

existen 3 tipos de SODs de diferente localizaciéon, que en su conjunto contribuyen a la
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regulacion de las concentraciones de este radical. Ellas son Mn-SOD mitocondrial, CuZn-

SOD citosélica y CuZn-SOD extracelular (Juarez y col, 2008).

En estudios realizados en hepatocitos de rata se encontré que el 20 % de los O+ formados
en la mitocondria pueden pasar al citosol, mientras el 80 % restante puede ser neutralizado
por la enzima mitocondrial disminuyendo su concentracion (Boveris y Cadenas, 1997, Papa y

cols, 2014).

También se ha descrito que células hepaticas in vivo expuestas a metales pesados ha
llevado a oxidacién de GSH a GSSG por aumento de anién radical superoxido y que lleva

como consecuencia el agotamiento de SOD mitocondrial (Dijendra y cols, 2009).

2) Catalasa (CAT): es una enzima presente en variados tipos celulares. Su funcién es

proteger a las células del efecto toxico del peroxido de hidrégeno producido en distintas

reacciones redox. La CAT cataliza la siguiente reaccion:
2H02 — 2H0+02

Es una de las enzimas mas eficientes con una velocidad de aproximadamente
200.000 transformaciones/segundo/subunidad. La proteina es un tetramero formado por
cuatro subunidades idénticas (350.000 kD). Cada mondémero contiene un grupo prostético
hemo en el centro activo. En algunas especies también contiene una molécula de
nucleotinamidadifosfato (NADP) por subunidad cuya funcion es proteger a la enzima de la

oxidacion por su sustrato H>0- (Halliwell, 2000).

La cascada radicalaria en células normales es mantenida a bajas concentraciones por las
enzimas anteriormente mencionadas. (Scharstuhl y col 2009; Sashidhara y col, 2010). En

células hiperplasicas existe un aumento de radicales libres que es contrarrestado por la
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magquinaria enzimatica. Dado que existe un permanente estrés oxidativo, Galleano propone
que a altas concentraciones de extracto de CR, se generaria un aumento de ERO que no
podria ser regulado por células neoplasicas debido a la insuficiente actividad enzimatica y
provocaria un ambiente citotdxico que no seria sostenible por éstas, induciendo a cambios
permanentes en ellas que finalmente llevarian a apoptosis, evitando asi la proliferacion
celular in vivo (Galleano y col, 2009). Por otra parte se ha descrito en un modelo animal in
vivo de ratas ovarectomizadas hipertensas que dosis farmacolégicas de CR produjeron
aumento de generacion de ERO mitocondrial, sin aumento de SOD y reduccién de la
actividad catalasa peroxisomal y aumento de sustancias reactivas a acido tiobarbiturico, que

es indicativo de lipoperoxidacién (Campos et al, 2012).
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Asi el modelo propuesto es el siguiente:
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Figura 3: Modelo propuesto de respuesta de células MCF-7 a extracto de CR (elaboracién

propia).
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO:

Se espera que el extracto de Cimicifuga racemosa, que posee actividad antioxidante, genere
especies reactivas de oxigeno, incluyendo oxigeno singulete, a dosis que son citotoxicas
para la linea celular de cancer de mama MCF-7. Este efecto sera paralelo al aumento en la
lipoperoxidacién y la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa y

catalasa.
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3. OBJETIVOS:
Objetivo general:
Evaluar la participacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en el mecanismo de accion

citotdxica de CR.

Objetivo especificos:

1. Verificar la actividad antioxidante del extracto de CR

2.- Determinar la produccion de oxigeno singulete frente a extracto de CR en cultivos de

células MCF-7.

3.- Establecer el efecto del extracto de CR sobre la generacion de especies reactivas de

oxigeno y lipoperoxidacién en cultivos de células MCF-7.

4.- Estimar el efecto del extracto de CR sobre la actividad catalasa y superéxido dismutasa.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Extractos y reactivos

Los extractos fueron una valiosa donacion del Dr. Kan HE, de la empresa Naturex, New

Jersey, USA. Se utilizo:

e Extracto de Cimicifuga racemosa estandarizada con un contenido de 2,5% de
triterpenos (CR).
e Estandar valorizado de triterpenos (KH).

Se trabajé con un stock de 10 g/L en dimetilsulféxido (DMSO) de cada uno de los
extractos. Este se diluyd posteriormente utilizando medio DMEM libre de rojo fenol
(Invitrogen, Carisbad, California, USA) suplementado con suero bovino fetal (Hyclone, USA)
al 10% tratado con carbon activo para adsorber las moléculas esteroidales, penicilina
0,1U/mL y estreptomicina 0,1mg/mL. Para obtener extractos de concentracion 2000 ug/L y
20 ug/L se diluyé nuevamente la solucion anterior usando medio DMEM libre de rojo fenol.

(Henneicke-von Zepelin y col 2007).

Todos los reactivos utilizados fueron grado pro analisis marca Merck, excepto

doxorrubicina que fue comprada a Sigma Chemical Co.
4.2 Actividad antioxidante por método ORAC.

Esta técnica se basa en la descomposicion de un compuesto azida, que libera
nitrdgeno gaseoso que en presencia de oxigeno genera radicales peroxilos (ROO") que de
ser atrapados por moléculas antioxidantes producen compuestos coloreados cuya
absorbancia es detectable. Los resultados son calculados como el area bajo la curva (AUC)
para la obtencion de valores expresados como equivalente Trolox, molécula que es usado

como referente (Schain y col, 2015).
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Se utilizé los extractos CR y KH a concentraciones de 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25
mg/mL, 0,25 mg/mL y 0,0625 mg/mL. Estos se incubaron con ABAP (2,2 -azobis (2-
metilpropionamidina) 0,6 M y Pirogalol Rojo 5 mM en solucién salina tamponada con fosfato
0,1M, pH7,4 (PBS) que habian sido previamente llevados a 37°C en bafo termorregulado.
Se detecta la absorbancia a 540 nm en espectrofotometro Hanna en intervalos de tiempo de

1 min durante 20 min. Se us6 agua destilada como blanco de reactivos.
4.3 Cultivos celulares

Se trabajé con células de cancer humano de mama receptor de estrédgeno positivo
MCF-7. (Levenson, 1997; David & Ades, 2006; Gaube y col 2007) adquiridas de ATCC
(ATCC® HTB-22™). Se mantuvieron en frascos de cultivo con medio DMEM/F12 glutamax
alto en glucosa (suplementado con suero bovino fetal 10%, penicilina 0,1U/ml/estreptomicina
0,1mg/mL) a 37°C, 5% de CO,, en ambiente humidificado en un incubador Thermo Forma. El
medio se reemplazé cada 3 dias hasta alcanzar la confluencia del 80 a 90% para luego

traspasar células a nuevo frasco en proporcién 1:3.

Los medios de cultivo y antibiéticos se adquirieron en INVITROGEN, Carisbad, USA y
el suero bovino fetal en Biologicals Industries, Israel. Todas las actividades asociadas a

cultivos celulares se efectuaron en un gabinete de bioseguridad ESCO.
4.3.1 Determinacion de produccion de oxigeno singulete en cultivo celular.

El fundamento de este métodos es que la presencia de agua deuterada reduce la
velocidad de desactivacion del estado singulete aproximadamente en un orden de magnitud
debido a que las frecuencias vibracionales disminuyen (Valenzuela vy col, 1983). El
resultado es que oxigeno singulete poseera un tiempo de vida mucho mayor en D,O que en
agua comun (de 3 a 4 us en H,O a 62 us en D,O (Foote y col, 1995). Por lo tanto, si la
produccion de oxigeno singulete es parte del mecanismo de accion de CR, al ser

estabilizado por deuterio, sus efectos se veran exacerbados.
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Para observar este efecto se sembré 5.000 células en placas de 96 pocillos las que fueron
expuestas a diferentes tiempos y concentraciones de CR, KH o doxorrubicina (control
positivo para la produccion de radicales libres (Birandra y col, 1987). Algunos cultivos se
desarrollaron en presencia de agua deuterada (Wojcikowski, 2007). Cada condicion se

ensayd6 en cuadriplicado.

Para determinar la viabilidad celular se aplicé la técnica de resazurin que se basa en
la reduccién metabdlica de (7-Hidroxi-3H-phenoxazin-3-one 10-oxido) por deshidrogenasas
mitocondriales cuya actividad refleja la viabilidad celular. EI compuesto reducido es
fluorescente con una longitud de onda de excitacién de 544 nm de excitacion y de emision a
590 nm que se lee en un lector Appliskan de Thermoscientific (Ahmed et al, 1994). La
viabilidad celular se calculé a partir de la relacién condicién experimental sobre condicion
control expresada en porcentaje (Lamprecht y col ,1991).Las condiciones de cultivo,
incluyeron controles para verificar efectos citotoxicos de la presencia de DO y DMSO en los

cultivos que se detallan en la Tabla 4.1 y en la Fig. 4.1.
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experiencias pre-

laboratorio.

Las condiciones ensayadas fueron seleccionadas de

liminares desarrolladas en el

CODIGO | SIMBOLOGIA DESCRIPCION

PLACA TRATAMIENTO

A MB 200 Medio sin tratamiento

B H2D 200 H2D50%

C DX0.1 200 Doxorrubicina 0,05 uM

D DX1 200 Doxo 0,5 uM

E DX0OH 200 H2D 50% y Doxo 0.05 uM

F DX1H 200 H2D 50% y Doxo 0,5 uM

G DM 1:10 200 DMSO 1:10

H DM 5.9 200 DMSO 1:100

A KH2000 200 KH 2000

B KH20 200 KH 200

C CR2000 200 CR 2000

D CR20 200 CR 200

E KDH2D2000/ 200 | KH 2000 y H.D50%

F KDH2D20/ 200 KH 200 y H2D 50%

G CRH2D2000/200 | CR 2000y H2D 50%

H CRH2D20/200 CR 200 y H2D 50%
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Fig. 4.1 Disefo de la placa de cultivo celular para detectar oxigeno singulete.

4.3 Deteccion de actividad superoxido dismutasa

La SOD cataliza la reduccién de anién radical superéxido cuya concentracion se
puede determinar por la cinética de reduccién de citocromo C, que se sigue mediante
espectrofotometria de absorcion a 540 nm cada 15 minutos. El método se basa en
proporcionar el sustrato (anién radical superdxido), a través de la reacciéon xantina-xantina
oxidasa, y luego medir su desaparicion que sera proporcional a la actividad de la SOD e

inversamente proporcional al citocromo c¢ reducido (Halliwell, 2000).
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La actividad SOD fue evaluada en lisados de células cultivadas por 48 h en
doxorrubicina 1 uM, KH 2000 mg/L, CR 2000 mg/mL y medio sin tratamiento. Se us6 una
solucion de lisis de NaCl 0,1 M que fue suplementada con EDTA 5mM (inhibidor de
metaloproteasas) y un cocktail de inhibidores de proteasas a 10 uL/mL (Thermoscientific).

Los lisados fueron mantenidos a -80°C hasta su utilizacion.

Los lisados fueron expuestos a xantina 0,5 mM y xantina oxidasa 2,5% v/v y una solucién de
citocromo ¢ cuya absorbancia ha sido previamente ajustada a 0,152. A continuacion se lee a
550 nm usando una solucién EDTA 0,1 mM, pH 7,8 que se uso para disolver los reactantes.
Todas las condiciones fueron evaluadas en dos experimentos independientes con triplicados

en cada uno de éstos.

La siguiente expresion permitié determinar la cantidad de citocromo C reducido:

Absorbancia/minuto [nmol citocromo cel/min]

21.1 mM"' cm™ x célula/mL

Los resultados se normalizan por la concentracion de proteinas determinada con el Kit BCA
(Thermoscientific). Luego se calcula la actividad enzimatica que se expresa en U/mg de
proteina. Los calculos se efectuaron aplicando un programa informatico utilizando el

software Microstat®.
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4.5. Deteccion de especies reactivas de Oxigeno y/o Nitrégeno.

Este método se fundamenta en la propiedad del luminol de emitir luminiscencia en
presencia de especies oxidantes (Catz, 2009). Como control de la técnica se usa 2'2'-
azobis-2-metilpropionamida (APPH) como generador de radicales libres y la luminiscencia
del luminol como indicador de concentracion de ERO y especies reactivas de nitrégeno en

estado estacionario (Haklar y col, 2001).

Las células (5.000) fueron cultivadas por 48 h en placas de 96 pocillos a
concentraciones seleccionadas de extracto de CR y KH (las mismas que en experimento
4.3.1), doxorrubicina 1 yM (control positivo), APPH (control positivo) y en condiciones de

cultivo control (sin tratamiento).

El disefio de la placa se presenta en la figura Fig. 4.2.

HEEOO®OO0000
OOCOOOO00000
EHEE0HRHC0000
2EE002E00000
HHE0EE®0 0000
EHE0OOO000 00
2HE0000O0000 0
HEEO0OO000 00
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Fig.4.2 Disefio de placa de cultivo para evaluar especies oxidantes totales. Los cddigos son

los mismos de la secciéon 4.1.1.

Los sobrenadantes de los cultivos se transfirieron a pocillos libres de células de la
misma placa y se efectud una lectura basal de luminiscencia a tiempo 0, y luego se agregd
luminol 25 mM vy se leyé a tiempos de 0, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 min. La quimioluminiscencia fue
medida en contador de fotones en espectrofotometro utilizando placas para 96 pocillos
especiales para leer luminiscencia (Appliskan, Thermo Forma). Los resultados se expresan
como curvas de luminiscencia en el tiempo para el estado basal y posterior a la adicién de

luminol.

3.4.7 Actividad Catalasa (CAT)

El método se basa en el seguimiento, por espectrofotometria de absorcion a 240nm,

de la cinética de degradacion de perdxido de hidrégeno.

Las células MCF-7 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos hasta su pre-confluencia
en presencia de concentraciones seleccionadas de extracto de CR y KH, a 2000 y 20 mgl/L,
doxorrubicina (control positivo) o en condiciones de cultivo control (sin tratamiento). Al cabo
de 48 horas las células fueron lisadas utilizando una solucién de NaCl 0,1 M que fue
suplementada con EDTA 5mM (inhibidor de metaloproteasas) y un cocktail de inhibidores
de proteasas a 10 uL/mL (Thermoscientific). Los lisados fueron mantenidos a -80°C hasta su
utilizacion.

Los lisados celulares fueron expuestos a 100 uyL de H>O: a una concentracién de
0,3M. A continuacion la absorbancia a 240nm fue seguida cada 15 segundos por un periodo
de un minuto. Al lisado celular se le detect6 también la concentracion de proteinas
mediante un ensayo de microBiuret comercial (Thermoscientific). La actividad de catalasa se

informd como unidades de actividad enzimatica/por mg de proteina (Halliwell, B. 2000).
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3.4.8 Deteccion de dafo oxidativo en membranas por ROS (Lipoperoxidacién)

TBARS

Este ensayo permite cuantificar los lipoperdxidos presentes en un sistema biolégico.
Se basa en la reaccién entre malonaldialdehido (MDA), producto de la lipoperoxidacion y

acido tiobarbiturico (TBA) que genera un producto coloreado que absorbe a 540 nm.

En este ensayo se utilizé células cultivadas en las siguientes condiciones: control (sin
tratamiento), extracto CR 2000 mg/L y doxorrubicina 1 uM. Se preparé lisados en las
mismas condiciones descritas en experimentos anteriores y se elimind las proteinas por
precipitacién con acido tricoloroacético (TCA) (30% p/v). Luego el sobrenadante de cada
muestra se hizo reaccionar con acido tiobarbiturico (TBA) (0,67% p/v), manteniendo en bafio
de agua a ebullicion por 20 min y deteniendo luego la reaccion en bafio de hielo.
Posteriormente se leyo la absorbancia en un rango de 400 a 600 nm para determinar el area
bajo la curva del maximo de absorcion. El resultado se interpoldé en una curva de calibracion
de malondialdehido (MDA) previamente confeccionada utilizando el software microstat®. Los

resultados se expresan en nM de MDA/mL de muestra.
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5. RESULTADOS

Esta seccion se presenta organizada segun su aporte al cumplimiento de los objetivos

especificos.
O.E 1. Verificar la actividad antioxidante del extracto de CR

5.1 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

Se cuantificé a través de la capacidad de absorcion de radicales oxigeno inducidos
por pirogalol por el método ORAC. Se calculd indice ORAC a cada una de las
concentraciones evaluadas (Fig 5.1 y Tabla 5.1.). La actividad de CR no presenta una
relaciéon dosis respuesta y se considera que el extracto en todas sus diluciones posee
actividad antioxidante. Esto es ligeramente diferente a lo encontrado con KH que
corresponde a un extracto valorado de triterpenos, que si bien a 1 mg/mL presenta un valor
del indice ORAC semejante a CR, se evidencia una disminucion de este valor con la dilucién

del extracto.

18000
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10000
8000
6000
4000
2000

1mg/ml 0.5mg/ml 0.25mg/ml 0.125mg/ml 0.0625 mg/ml
CONCENTRACIONES

INDICE ORAC ET/100g ps
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Fig. 5.2 indice ORAC segtin concentracién de CR (A) y KH (B). El indice fue calculado

segun lo descrito en materiales y métodos.

TABLA 5.1: INDICE ORAC A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EXTRACTOS

1mg/ml 16471,7 16566,8
0.5mg/ml 15893,1 15240,9
0.25mg/ml 15469,4 14341,5
0.125mg/ml 15008,3 13275,3
0.0625 mg/ml 14735,8 12706,2

27



O.E 2. Determinar la produccién de oxigeno singulete frente a extracto de CR en cultivos de

células MCF-7.
5.2 DETERMINACION DE OXIGENO SINGULETE

En primer lugar se determiné el efecto del H.D sobre la viabilidad celular con la
finalidad de establecer la dosis a utilizar en los experimentos posteriores usando los
extractos en evaluacion. Existe un efecto del deuterio sobre la viabilidad celular que es
proporcional a la dosis, tal como se representa en la Fig. 5.2 y en la Tabla 5.2. Por este
motivo se decidi®é usar el menor porcentaje de agua deuterada en los experimentos

posteriores, para minimizar la pérdida viabilidad producida por dilucién del medio.

Efecto del H,D sobre Viabilidad Celular

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% viabilidad celular

deuterio 25% deuterio 50%

Fig.5.2: Porcentaje de Viabilidad celular de células expuestas a diferentes concentraciones
de agua deuterada respecto a cultivos control. La viabilidad celular se determiné a las 48 h,

segun lo descrito en materiales y métodos.

El control de la técnica fue realizado utilizando doxorrubicina cuya capacidad de generar

radicales como oxigeno singulete esta demostrada en la literatura. Los resultados obtenidos
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fueron los esperados, dado que a mayor concentracién de agua deuterada la viabilidad
celular disminuy6. Esto se explica por la mayor presencia de las especies citotoxicas de

oxigeno singulete que resultan estabilizadas en presencia de H.D.

Porcentaje de viabilidad celular a distintos tratamientos
100
90
80 i
70
60
50
40

% viabilidad celular

30
20
10

control doxo doxo D20 25% doxo D20 50%

Condiciones de Cultivo

Fig.5.2 Viabilidad celular en los diferentes tratamientos. Las células fueron cultivadas en
presencia de doxorrubicina o doxorrubicina en agua deuterada al 25 o 50%. La viabilidad
celular determiné a las 48 h, y corresponde a la relacion porcentual de unidades de
fluorescencia generadas en la condicién bajo estudio respecto a las células en condiciones

control.
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TABLA 5.2: VIABILIDAD CELULAR (%) DE CELULAS MCF-7 CULTIVADAS EN

PRESENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AGUA DEUTERADA.

DEUTERIO 25%

82

DEUTERIO 50%

46,1

A continuacion se procedi6 a realizar los experimentos con los extractos a evaluar. Para el

extracto KH, se detectd una disminucién de viabilidad en presencia de agua deuterada que

fue mas notorio para la menor concentraciéon evaluada. Sin embargo, este efecto no se

detect6 para el extracto CR, en ninguna de las dos concentraciones evaluadas. Esto

descarta un mecanismo citotoxico mediado por oxigeno singulete.
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Fig.5.4 Porcentaje de Viabilidad celular de células expuestas a doxorrubicina, KH (2000 y 20
mg/L), CR. (2000 y 20 mg/L) en presencia y ausencia de H:D al 25%. La viabilidad celular

determind a las 48 h, segun lo descrito en materiales y métodos.

TABLA 5.3: VIABILIDAD CELULAR (%) DE CELULAS MCF-7 CULTIVADAS EN

PRESENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DOXO, KH'Y CR.

DOXO 85,3+1,7
DOXO HzD 73,8428
KH2000 108 +3

KH2000 + H2D | 102,2 £3,9

KH20 118,0£3,5
KH20 +H2D 100,1+4,2
BC2000 40,110

BC2000+H2D | 40,5+10,5

BC20 38,0+10,6

BC20+H2D 38,7+10,4
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OE 2.Establecer el efecto del extracto de CR sobre la generacion de especies reactivas de

oxigeno y lipoperoxidacion en cultivos de células MCF-7.

5.3 DETERMINACION DE ESPECIES REACTIVAS DESDE OXIGENO Y/O NITROGENO

El luminol en presencia de especies reactivas de oxigeno y/o nitrdgeno emite
luminiscencia. Los sobrenadantes de células en cultivo expuestos a los extractos en estudio
fueron incubados con luminol y la luminiscencia detectada se considera proporcional a las
ERO. Ademas se contd con un control con células sin tratamiento y una condicion tratada

con APPH, como control positivo para la generacién de ERO.

Se efectuaron mediciones a tiempo 0 y luego de 1 h de exposicion a luminol. Los
resultados de las lecturas en ausencia de luminol se presentan en la Fig. 5.5. Se detectaron
valores basales bajos para cada condicién. En cambio, luego de la incubacién con luminol,
se observd la maxima reaccion para triterpenos, consistente con sus resultados positivos en
el ensayo de oxigeno singulete. Luego, CR también presenté actividad de luminiscencia
superior a sus valores basales, sefialando que se produce alguna especie reactiva de
oxigeno o nitrégeno, aunque no es oxigeno singulete. Los dos extractos entregan una
actividad superior a la del control positivo de la técnica APPH. Por su parte, doxorrubicina,
droga reconocida por la produccion de ERO presenta una actividad comparable con la del
APPH y consistente con los resultados del ensayo de deteccion de la generacion de oxigeno

singulete.
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Fig. 5.5. Luminiscencia en el tiempo basal (A) y a una hora de incubacion con luminol (B)
para un sobrenadante de cultivos expuestos a diferentes condiciones de cultivo. Control
(sin tratamiento), CR (cimifuga racemosa 2000 mg/L), KH (extracto estandarizado de

triterpenos (2000 mg/L), Doxo (doxorrubicina), APPH (2',2'-azobis-2-metilpropionamida).
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TABLA 5.4: LUMINISCENCIA BASAL PARA SOBRENADANTE DE CULTIVOS

CELULARES SOMETIDOS A DISTINTAS CONDICIONES DE CULTIVO

TABLA 5.5: LUMINISCENCIA PARA SOBRENADANTE DE CULTIVOS CELULARES

SOMETIDOS A DISTINTAS CONDICIONES DE CULTIVO
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5.4 DETERMINACION DE LIPOPEROXIDACION

Se evalla la produccion de malondealdehido en lisados provenientes de células en
cultivo en las condiciones en estudio luego de su exposicion a acido tiobarbiturico (TBA).
Solamente doxorrubicina presenté valores sobre el control sin tratamiento, indicando la
presencia de lipoperoxidacion. Esto es esperable dada su condicién de antineoplasico con
mecanismo de accién parcialmente atribuido a la produccion de ERO. La ausencia de este
efecto para CR es deseable dado su uso como fitoterapéutico en el control de los sintomas

del climaterio.
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Fig. 5.6 TBARS para detectar lipoperoxidacién en cada condiciéon de cultivo, control (sin

tratamiento), doxo (doxorrubicina 1mM) y CR (Cimicifuga racemosa 2000 mg/mL).
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OE3. Estimar el efecto del extracto de CR sobre la actividad catalasa y superoxido

dismutasa.
5.7 ACTIVIDADES ENZIMATICAS
5.7.1 SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

Los cultivos celulares expuestos a los extractos en estudio originaron lisados que se
utilizaron para detectar la actividad SOD. Esta se evalué por generacioén in situ de anion
radical superéxido por reaccion enzimatica xantina-xantina oxidasa y deteccion de la
reduccion del citocromo ¢, que compite por los electrones de anion radical superdxido con la

SOD.

La actividad enzimatica calculada para cada condicion en estudio se representa en el gréafico
de la Fig. 5.7. Solamente las células cultivadas en presencia de doxorrubicina por 48 h
presentan mayor actividad de esta enzima, consistente con su reconocido mecanismo de

produccién de especies reactivas de oxigeno.
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Fig 5.7: Actividad SOD en lisados celulares correspondientes a exposiciones en distintas

condiciones. Control (medio de cultivo convencional), Doxo (doxorrubicina), CR (cimicifuga
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racemosa 2000 mg/L), KH (Extracto estandarizado de triterpenos, 2000 mg/L). Las barras

corresponden a la desviacién estandar.

5.3.1 CATALASA (CAT)

La actividad catalasa en respuesta a los distintos estimulos fue evaluada en los

lisados celulares expuestos a H:O: y deteccion subsecuente de la reduccion de la

absorbancia en el tiempo. La actividad enzimatica calculada se presenta en la Fig.5.8 y se

evidencia un aumento de esta actividad enzimatica en todos las casos, pero en células

expuestas a CR es aparentemente de mayor magnitud (aunque existe una alta desviacion

estandar).
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Fig 5.8: Actividad CAT en lisados celulares correspondientes a exposiciones en distintas

condiciones. Control (medio de cultivo convencional), Doxo (doxorrubicina), CR (cimicifuga

racemosa 2000 mg/L), kh (Extracto estandarizado de triterpenos, 2000 mg/L).

corresponden a la desviacién estandar.

Las barras

37



6. DISCUSION

Se estudio el extracto de Cimicifuga racemosa por sus propiedades antioxidantes
y secuestradores de RL que causan dafio a membranas y ADN debido a la diversidad de
moléculas que lo componen como flavonoides, triterpenoides (entre los mas abundantes) y
variables cantidades de fenoles que poseen esta conocida actividad (Buerdette y col, 2002;
Lai y col, 2005; Allouche y col, 2011). Se ha informado los efectos citotoxicos de esta
molécula a altas concentraciones en células hepaticas, de cancer de mama y prostata, sobre
las que se informa la capacidad de detener el ciclo celular (Cipak y col, 2006; Lude y col,
2007). A pesar de estos informes, poco se ha estudiado sobre el mecanismo de accién y las
moléculas a las que se pudieran atribuir estas importantes actividades biolégicas de extracto

de CR.

Para este estudio se utilizo la linea celular de adenocarcinoma de mama, MCF-7, la
cual se expuso a distintos tratamientos de extractos (CR y KH) comparando el efecto
producido por doxorrubicina, potente antineoplasico con caracteristicas pro-oxidantes y
apoptéticas que actua sinérgicamente con algunas moléculas antioxidantes como el acido
gamboico en cancer de mama (Wang y Yuan, 2013). La linea celular MCF-7 fue utilizada
porque existen estudios previos que demostraron la actividad citotoxica de CR sobre la
misma linea celular (Pinto,2004 ;Orellana,2007; Acevedo,2010). Ademas, se evalud el
efecto sobre esta linea celular que representa un carcinoma mamario porque este extracto
se usa en mujeres con contraindicacion para uso de terapia de reemplazo hormonal

convencional por padecer riesgo de cancer de mama.

Se evalud la capacidad antioxidante total por método ORAC-TROLOX, ocupando
curva standard (Lissi, 2006) cuyos valores no presentaron una relacion dosis respuesta para
CR. Para el caso de KH mostré un acercamiento a la relacion dosis respuesta que se

evidencidé con una disminuciéon del valor a la diluciéon del extracto. Entre los inconvenientes
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presentados para CR fue la dificultad para diluirlo al 100% lo que pudo haber afectado en los

resultados obtenidos.

Los indices ORAC, que reflejan la capacidad antioxidante del extracto obtenidos,
fueron del orden de 16.000 ET/100g ps, altos y comparables con valores reportados para
frutos con reconocida capacidad antioxidante, como la variedad de berries para las que se
reportan valores de 11 860 ET/100g ps (INTA, 2010;USDA database , 2010). Ademas el
resultado reportado en esta tesis es mas elevado que el indice ORAC reportado por otros

autores para CR de 1264,95 umol TE/g (Wojcikowski y cols, 2007).

Al comparar las curvas de capacidad antioxidante para CR y KH no existen
diferencias significativas entre ellos, lo que pudo deberse muestra problemas
experimentales, ya que se esperaba que hubiere una mayor capacidad antioxidante para KH
como extracto purificado para triterpenos que se considera una reconocida molécula
antioxidantes de origen natural (Cipak y col,2006). Sin embargo, se puede especular, que
otras moléculas presentes en el extracto de CR, tales como polifenoles puedan estar

contribuyendo a la actividad antioxidante de este extracto.

En la determinacién de oxigeno singulete se comprueba que el HzD al 25% presenta
un efecto citotdxico moderado al reducir al 82% la viabilidad celular, mientras que para H.D
al 50% su valor disminuye a un 46% . Por este motivo en los experimentos para evaluar la
produccion de esta especie reactiva de oxigeno en células expuestas a extractos de CR, se
optd por la concentracion inferior de agua deuterada. El efecto esperado de aumento de
citotoxicidad no fue observado para células expuestas a CR por lo que se descarta la
participaciéon de oxigeno singulete en la citotoxicidad observada para este extracto. Segun lo
revisado en la literatura, este es el primer informe que reporta la evaluacion de la produccion
de oxigeno singulete en células tratadas con extracto de CR. Se ha reportado para

antioxidantes de tipo flavonoide una capacidad de detener a las especies de oxigeno
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singulete (Sandoval, 2012) y como el extracto de CR contiene flavonoides seria posible
atribuir a estas moléculas, mas que a su contenido en triterpenos, la falta de deteccion de
esta especie reactiva. Esto porque en el extracto de triterpenos, a diferencia de lo observado
con CR, se produjo un descenso de viabilidad en presencia de H2D. Por otra parte para
doxorubicina, segun lo esperado, se observé disminucion de la viabilidad celular en
presencia de H2D, de acuerdo a lo esperable tedricamente, dado el mecanismo de accién de
esta droga que incluye la produccion de ERO, cuya accién citotéxica sobre las células ha
sido establecida (Birandra et col, 1987, Wang y Yuan, 2013). Sin embargo, este descenso
fue moderado, por lo que se puede prever que oxigeno singulete no es la principal especie

radicalaria producida por doxorubicina.

Las concentraciones utilizadas reflejan las concentraciones plasmaticas alcanzables
luego de la administracidén de una dosis. No tiene sentido probar in vitro dosis mayores si se
tiene en cuenta los reportes que indican, toxicidad a nivel hepatico para dosis mayores

(Lude y col, 2007).

Es interesante discutir la observacion del efecto del extracto KH que presenté un
aumento en la proliferacion celular que se reduce en presencia de H;D para la menor
concentracion evaluada. Es posible especular que las bajas concentraciones los triterpenos
tendrian un efecto pro proliferativo que es antagénico con la produccion de oxigeno singulete
de tal manera que al estabilizarse estas especies en presencia de HzD, resulta neutralizado.
Esta actividad pro proliferativa podria atribuirse a la actividad antioxidante de los triterpenos
cuya accion dual (Cipak et al, 2006) podria inducir este efecto no esperado. Este es un tema
que escapa al objetivo de esta tesis y que merece estudios posteriores. La presencia de
oxigeno singulete en presencia de extracto de triterpenos podria explicar la hepatotoxicidad

descrita por otros autores (Cipak y col, 2006; Lude y col, 2007)
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El ensayo utilizado tiene como limitante la citotoxicidad intrinseca de agregar HzD a
los cultivos, lo que produce una pérdida de viabilidad debido a dilucion del medio de cultivo.
Se sugiere buscar otras sustancias quimicas que aumenten estabilidad de oxigeno singulete
en el tiempo, para lograr resultados mas exactos que reflejen solamente el efecto de

estabilizacién de esta especie.

Para la determinacién de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno se utilizé la
técnica de luminol que presenta la ventaja de ser sensible en presencia de especies
reactivas del oxigeno y nitrégeno. Entre las desventajas presentadas, al poner en practica
este método con células in-vivo, se observd que al exponer las células al extracto a niveles
basales, la reaccion seguia generando especies reactivas después de medir por
espectroluminometria, lo cual hizo inestables los datos y la obtenciéon de resultados por lo
que fue necesario modificar la técnica. Para evitar el problema, se retir6 el sobrenadante de
cultivos celulares, se expuso la célula al extracto y se agregoé luminol. Con esta modificacion
del procedimiento se obtuvo lecturas de luminiscencia estables con una caida proporcional

de la curva por pérdida de luminiscencia en el tiempo.

En relacién a las curvas de tiempo para la luminiscencia originada por las especies
reactivas, se observa, tanto para niveles basales como los obtenidos después de 1 hora de
exposicion a los estimulos evaluados, decaimiento de la luminiscencia al final de los 75
segundos de reaccidbn que estd asociada a la desaparicidn de las especies reactivas

cuantificadas.

Se observa una coherencia entre los resultados de los controles de APPH vy
doxorrubicina, ya que ambos indicaron una concordancia en el aumento de ROS y RNS en
relacion a los estados basales obtenidos previamente lo que valida la modificacion de la
técnica implementada. Para el caso de doxorrubicina los resultados obtenidos son

consistentes con el ensayo de deteccion de la generacion de oxigeno singulete. Estas
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observaciones son consistentes con la literatura disponible que ha reportado su alta

capacidad de generar especies y moléculas radicalarias (Saalu et col, 2010).

Los resultados obtenidos a la exposicion de luminol reflejan incremento de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, lo que concuerda con los datos obtenidos en el ensayo de
medicion de oxigeno singulete para el caso de doxorubicina con un inicial de 173 RFU en
contraste de 89,7 RFU del control. Se podria inferir que doxorubicina genera alta cantidad de
ERO y ERN junto con una mayor producciéon de oxigeno singulete que explicaria su

capacidad citotdéxica sobre MCF-7.

Por otra parte, KH casi duplicé la produccion de especies reactivas detectada en
células expuestas a doxorubicina. Este resultado sugiere que los triterpenos de la muestra
KH actuarian generando un aumento en las especies reactivas de oxigeno o nitrogeno. A
pesar de que en general estas moléculas se asocian con un efecto antioxidante en que se
espera reduccion de ERO y ERN, hay reportes de la literatura que sefialan efectos como el
encontrado en este estudio. En este sentido un estudio reciente ha demostrado que la
estimulacion de macrofagos con triterpenos de origen natural ocasioné un aumento en la
produccion de ERO y ERN. Estos efectos contradictorios no deben sorprender si se
considera la diversidad que existe dentro de la familia de los terpenos (Johnson y Fahey,

2012).

El aumento de algunas especies reactivas de oxigeno como anioén radical superoxido,
al acumularse actian como segundos mensajeros promoviendo el aumento de la
proliferacién, lo que podria estar relacionado con el aumento de proliferaciéon observado para
KH y que es consistente con observaciones reportadas en la literatura que dicen relacién con

aumento celular del tumor mamario (Noor Nazirahanie et col, 2012).

Para CR su elevada producciéon de especies reactivas deberia asociarse a su

actividad citotoxica. A pesar de que esto es inconsistente con los resultados obtenidos para
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KH, que produce elevados niveles de especies reactivas sin citotoxicidad, se puede
especular que se debe a su contenido de polifenoles mas que de triterpenos. Un trabajo
realizado con otro producto natural, extraido de hojas de P Betle, rico en polifenoles,
demostré actividad antiproliferativa sobre la linea celular MCF-7(Noor Nazirahanie y col,

2012).

El aumento de especies reactivas detectado para CR concuerda con el
aumento de actividad CAT por lo que se podria sugerir que esta enzima esta
contrarrestando la generacién de alguna de las especies reactivas del oxigeno y nitrégeno y
resulta en la disminucion de la proliferacién de células MCF-7. Se debe establecer en
estudios posteriores si este aumento se debe a la regulacion de la actividad enzimatica
propiamente tal, o a un aumento de su expresion génica. Este resultado es consistente con
lo reportado en estudios con el extracto etilacetato de hojas de P Betle, rico en polifenoles
que reporta actividad antiproliferativa, antioxidante y aumento de actividad catalasa (Noor
Nazirahanie et col, 2012). Sin embargo, otros estudios (Borrelli ,2002) reportan resultados
contradictorios informando disminucién de la actividad enzimatica CAT atribuida a un
agotamiento de la maquinaria antioxidante. Para el caso de doxorrubicina y KH la baja
actividad de CAT obtenida no es concordante con la hipotesis de trabajo ya que se
postulaba un aumento de las enzimas antioxidantes por el aumento de ROS en el medio
debido a la generacion de especies reactivas. Sin embargo, como se sefal6é anteriormente
algunos estudios han informado reduccion de actividades enzimaticas antioxidantes en
respuesta a estrés oxidativo por agotamiento de la maquinaria antioxidante. Dado que las
especies particulares producidas en cada caso no fueron analizadas, cada inductor de
especies reactivas, podria producir un patrén diferente que regula de manera particular la
expresion génica o la actividad enzimatica propiamente tal. Temas que escapan al ambito

de esta tesis y que merecen futuros estudios.
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Al evaluar SOD se observa que en general no hay un aumento significativo de
la actividad enzimatica para los extractos estudiados. Este resultado es inconsistente con
resultados obtenidos con otros extractos vegetales ricos en flavonoides que duplicaron la
actividad SOD al ser tratados con este producto de elevada actividad antioxidante (Noor
Nazirahanie y col, 2012). Esto se puede atribuir a problemas experimentales de la técnica.
En cambio, el tratamiento con doxorrubicina permitié evidenciar el aumento en la actividad
de esta enzima. Al respecto, un estudio in vivo demostré que doxorrubicina aumentaba los
mMARN para varias enzimas antioxidantes, entre las que se cuenta la Cu-Zn SOD (Yin y col,

1998).

Los resultados de lipoperoxidacion obtenidos por técnica de T-BARS, no
demuestran una relacién dosis respuesta a nivel del extracto CR; no pudiéndose confirmar si
el extracto produce un real dafio oxidativo. La ausencia del efecto es esperada, dado el uso
como fitoterapéutico en el control de los sintomas del climaterio y su rol antioxidante. El
extracto de CR podria estar ejerciendo un rol protector a nivel celular, frente al aumento de
ROS que genera en primera instancia el mismo extracto. Se confirma el posible rol dual anti
y pro-oxidante de algunas moléculas tales como fenoles vy triterpenos (Cipak y col, 2006; Gao

y col, 2013).

En relacion al modelo propuesto se podria decir que el aumento de CR desencadena un
aumento en ERO, excepto para el oxigeno singulete, es posible que el aumento no lleve al
agotamiento enzimatico de manera total, por lo que podrian haber otros mecanismos no
dilucidados que estan generando la muerte celular que podrian abordarse en estudios

futuros.
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7. CONCLUSIONES

1.-El extracto de CR, a las concentraciones estudiadas, presenta actividad antioxidante y

produce especies reactivas de oxigeno o nitrégeno.

2. Las especies reactivas producidas por CR no incluyen la generacién de oxigeno singulete.

3.- El extracto CR no produce una alta lipoperoxidaciéon sobre la linea celular MCF-7 a las

concentraciones evaluadas.

4. El extracto CR induce un aumento en la actividad catalasa en la linea celular MCF-7, sin

afectar la actividad SOD.

5. En CR coexiste la actividad antioxidante y citotoxica para células tumorales.

6. CR ejerce su actividad citotoxica a través de la produccion de especies reactivas de

oxigeno o nitrégeno.
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