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RESUMEN

La investigacion de polifenoles es considerada un campo prometedor en el
tratamiento y la prevencién del cancer de mama. Se han realizado algunos estudios
in vitro en algunas lineas celulares cancerigenas, y, en el presente trabajo se tuvo
como objetivo general evaluar in vitro la citotoxicidad de los extractos fenolicos de
flores anaranjadas de Tropaeolum majus L. en lineas celulares de cancer de mama,
y como objetivos especificos relacionar el tipo de solvente con mejor rendimiento
para la extraccion de compuestos fendlicos y la concentracion de compuestos
fenolicos con actividad citotoxica. Se probaron cuatro tipos de solventes para la
extraccion de polifenoles: Etanol al 99%, etanol 80% (etanol: agua), metanol al
99% y metanol al 80% (metanol:agua). Se cuantifico el contenido de compuestos
fenolicos totales por el método Folin Ciocateu, y la capacidad antioxidante por el
método DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo). Se realiz6 la identificacion de los
compuestos fenolicos por cromatografia liquida de alta velocidad. Los ensayos de
citotoxicidad se realizaron en lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y se
determind la citotoxicidad celular utilizando el método MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), contemplando un control positivo con 5-
FU (Fluorouracilo) y un control negativo con DMSO (Dimetil sulfoxido). Se
obtuvo un mayor rendimiento de compuestos fenolicos con metanol al 80% (701,81
mg de AG/mL) y capacidad antioxidante medida en porcentaje de inhibicion de
75,26+0,23 %. Se identificaron al &cido cafeico, acido cumarico, acido clorogénico
y rutina en los extractos. Se observé que al incrementar la concentracion de extracto
fenolico y 5-FU el porcentaje de viabilidad celular disminuia. Los compuestos

fenolicos mostraron mayor toxicidad en células MCF-7 que con 5-FU a la misma



concentracion. Se determind que la dosis de compuestos fendlicos necesario para

reducir in vitro el 50 % de células cancerigenas de mama ICso fue de 57,54 ug / mL.

Palabras claves: Fenolicos, Anticancer, Tropaeolum majus L.



ABSTRACT

Polyphenol research is considered a promising field in the treatment and
prevention of breast cancer. Some in vitro studies have been carried out in some
cancer cell lines, and in the present work the general objective was to evaluate in
vitro the cytotoxicity of the phenolic extracts of orange flowers of Tropaeolum
majus L. in breast cancer cell lines, and as specific objectives to determine the type
of solvent with better performance for the extraction of phenolic compounds and to
evaluate the concentration of phenolic compounds with cytotoxic activity. Four
types of solvents were tested for the extraction of polyphenols: 99% ethanol, 80%
ethanol (ethanol: water), 99% methanol and 80% methanol (methanol: water). The
content of total phenolic compounds was quantified by the Folin Ciocateu method,
and the antioxidant capacity by the DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) method.
The phenolic compounds were identified by high-speed liquid chromatography.
Cytotoxicity assays were performed on MCF-7 breast cancer cell lines and cellular
cytotoxicity was determined using the MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol) method, contemplating a positive control with 5-FU and a
negative control with DMSO (di metil sufoxid). A higher yield of phenolic
compounds was obtained with 80% methanol (701.81 mg of AG / mL) and
antioxidant capacity measured in percentage of inhibition of 75.26 + 0.23%. Caffeic
acid, coumaric acid, chlorogenic acid and rutin were identified in the extracts. It
was observed that increasing the concentration of phenolic extract and 5-FU the
percentage of cell viability decreased. Phenolic compounds showed greater toxicity

in MCF-7 cells than with 5-FU at the same concentration. It was determined that
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the phenolic compounds dose needed to reduce 50% of 1C50 breast cancer cells in

vitro was 57.54 ug / mL.

Key words: Phenolics, Anticancer, Tropeolum majus L.
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SOMMARIO

La ricerca sui polifenoli e considerata un campo promettente nel trattamento
e nella prevenzione del cancro al seno. Alcuni studi in vitro sono stati condotti su
alcune linee cellulari tumorali e nel presente lavoro I'obiettivo generale era di
valutare in vitro la citotossicita degli estratti fenolici di fiori d'arancio del
Tropaeolum majus L. in linee cellulari di cancro al seno, e come obiettivi specifici
per determinare il tipo di solvente con prestazioni migliori per l'estrazione di
composti fenolici e per valutare la concentrazione di composti fenolici con attivita
citotossica. Sono stati testati quattro tipi di solventi per I'estrazione di polifenoli:
99% di etanolo, 80% di etanolo (etanolo: acqua), 99% di metanolo e 80% di
metanolo (metanolo: acqua). Il contenuto dei composti fenolici totali & stato
quantificato mediante il metodo Folin Ciocateu e la capacita antiossidante del
metodo DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) . | composti fenolici sono stati
identificati mediante cromatografia liquida ad alta velocita. Le analisi di
citotossicita sono state eseguite su linee cellulari di carcinoma mammario MCF-7 e
la citotossicita cellulare é stata determinata utilizzando il metodo MTT (Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), contemplando un controllo
positivo con 5-FU e un controllo negativo con DMSO. Una maggiore resa di
composti fenolici é stata ottenuta con 80% di metanolo (701,81 mg di AG / ml) e
L'acido caffeico, l'acido cumarico, l'acido clorogenico e la rutina sono stati
identificati negli estratti. E stato osservato che aumentando la concentrazione di

estratto fenolico e di 5-FU la percentuale di vitalita cellulare € diminuita.l composti
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fenolici hanno mostrato una maggiore tossicita nelle cellule MCF-7 rispetto a 5-FU
alla stessa concentrazione. E stato determinato che la dose di composti fenolici

necessaria per ridurre il 50% delle cellule di carcinoma mammario IC50 in vitro era

di 57,54 ug / mL.

Parole chiave: Fenolica, Antitumorale, Tropaeolum majus L.
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INTRODUCCION

El cancer es actualmente un problema de salud publica a nivel mundial, y
nuestro pais no es ajeno esto debido a la alta mortalidad como por la discapacidad
que produce. De acuerdo a las estadisticas en el Per es la segunda causa de muerte
siendo el cancer de mama la de mayor incidencia en mujeres. En Perd, se estima
que la incidencia de cancer es de 157.1 casos por 100 000 habitantes, siendo de

mayor prevalencia en mujeres que en varones.!

Para el tratamiento de cancer, en el mercado existen una gama de drogas
quimioterapéuticas para inducir la muerte de células neoplasicas, sin embargo, a lo
largo de la historia, los productos vegetales han demostrado ser fuentes valiosas de
nuevos medicamentos contra el cancer. Las plantas son una fuente Util de
compuestos antitumorales con mucha importancia clinica, por lo que, es importante
rastrear los productos de origen natural con experimentos in vivo y/o in vitro, como
los ensayos de citotoxicidad como uno de los indicadores de actividad antitumoral
inicial. 2

Los estudios in vitro son una herramienta muy util para determinar el
potencial citotoxico de diversos componentes bioactivos de las plantas y que

pueden ser usados como farmacos y agentes anticancerigenos.

Existen evidencias cientificas en la que muestran que los compuestos
fenolicos poseen entre otros efectos anticancerigenos en la salud, debido a que

poseen actividad antioxidante. Los compuestos fenolicos son antioxidantes capaces

XV



de detener la reaccion en cadena de los radicales libres debido a su capacidad de

donar hidrogeno a partir de los grupos hidroxilos presentes en los fendlicos.?

El mastuerzo es una planta de origen peruano, con flores de colores amarillo,
rojo y anaranjado con muchos biocomponentes entre ellos los compuestos
fendlicos, y en mayor proporcion en flores anaranjadas, por lo que consideramos en
el presente trabajo identificar el solvente con el que se obtenga un mayor
rendimiento de extraccion e identificar los compuestos fendlicos que lo componen.
De este modo determinar si los extractos metandlicos tienen efecto citotdxico en

lineas celulares de cancer de mama MCF-7.

El resultado del desarrollo del trabajo nos ayuda a determinar la posible
aplicabilidad de los compuestos fendlicos de flores de mastuerzo ya sea para su
consumo directo o mediante su purificacion, como alternativa para la prevencion
del cancer de mama debido a su actividad antioxidante, y de esta manera tener una

alternativa a este problema social que va cada vez en aumento en nuestra sociedad.

LA AUTORA
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CAPITULO I

PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

Mundialmente el cancer es un problema de salud publica, informacion
publicada en diversos medios a nivel mundial. “El cancer en Latinoamérica
ocupa el segundo lugar de las causas de muerte y, de igual manera en el Perd,
el cancer muestra tasas de incidencia altas para todos los canceres en hombres
y mujeres en los ultimos afios”. Entre las neoplasias mas comunes se

encuentran el cancer de mama, del cuello uterino y el de la prostata.

Datos estadisticos mostrados en el Boletin epidemiolégico de Per(*
editado por el Ministerio de Salud muestra “que los tipos de cancer mas
frecuentes fueron los de cérvix (21,9%), piel (12,3%) y estomago (11,4%). En
el sexo masculino, los tipos de cancer mas frecuentes fueron los de estbmago

(19,2%), piel (16,2%) y prostata (14,1%); mientras que, en el sexo femenino



los més frecuentes fueron los de cérvix (32,9%), mama (13,2%) y piel

(10,4%)”.

También menciona que “las regiones que tuvieron un alto porcentaje de
casos de cancer de cérvix diagnosticados mediante una técnica de tamizaje el
afio 2016 fueron Junin (69,5%), Lima Metropolitana (69,2%), Ancash (57,7%),
Madre de Dios (55,0%) y Loreto (50,9%). En Junin en afio 2016 se han

reportado 430 nuevos casos de cancer”.?

A pesar de que “existe gran cantidad y diversidad de farmacos
empleados en la quimioterapia del cancer, la mortalidad por esta enfermedad
continta incrementandose, debido en parte a que las células cancerosas no se
encuentran en la misma fase del ciclo celular, constituyendo la radioterapia o
quimioterapia inofensivo para toda la poblacion de dichas células”?. Otro de
los problemas se relaciona con la inestabilidad genética de las células
cancerosas®, lo que ocasiona que se formen nuevos clones de células resistentes
a los farmacos empleados. Por esta razon es que la busqueda de nuevos

farmacos para combatir o prevenir el cancer debe continuar.

Hosseini menciona que “algunos farmacos anticancerosos han sido
obtenidos de plantas?, por lo que es razonable suponer que se pueden aislar mas
substancias con propiedades terapéuticas anticancerosas de especies vegetales,

especialmente de aquellas usadas empiricamente por la poblacion”.

Existe en el mundo aproximadamente 250,000 especies vegetales, de

las cuales 150,000 estan en los tropicos.®> Una de las estrategias empleadas se
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basa en elegir plantas que de manera tradicional se vienen empleando en la

medicina herbolaria®.

Per( es un pais con una gran biodiversidad y con tradicion en el empleo
de la medicina herbolaria, lo que lo convierte en una gran fuente potencial de

compuestos de origen vegetal para el tratamiento del cancer.

Existen trabajos realizados con otros componentes como el
isotiocianato de bencilo en las plantas de Tropaeolum majus, pero ain no existe

en el argot cientifico estudios con compuestos polifenolicos de esta planta.

El interés de nuestro estudio se centra en el Tropaeolum majus,
conocida en nuestro medio como “mastuerzo”; planta empleada ya desde el
tiempo de nuestros ancestros para el tratamiento de muchas enfermedades,
debido a que en su composicién muestra componentes activos que tienen
propiedades antioxidantes, por lo que se propone preparar extractos fenélicos,

caracterizarlos y probar su citotoxicidad en lineas celulares de cancer de mama.

1.1.1 Formulacion del problema

Problema General

¢ Cual es la actividad citotoxica de los extractos fenolicos de los
pétalos de flores anaranjadas del Tropaeolum majus en lineas células

tumorales de mama MCF-7?

19



Problemas especificos

¢Como influye el tipo de solvente en el rendimiento durante la
extraccion de compuestos fendlicos de flores anaranjadas de Tropaeolum

majus?

¢ Cual es la concentracion con actividad citotoxica de los extractos
fenolicos de los pétalos de flores anaranjadas del Tropaeolum majus en

la citotoxicidad de lineas celulares de cancer de mama MCF-7?

1.2 Objetivos de investigacion

1.2.1 Objetivo general

Evaluar in vitro la citotoxicidad de los extractos fendlicos de
flores anaranjadas de Tropaeolum majus en lineas celulares de cancer de
mama, en el Laboratorio del Instituto Teofilo Hernando de la
Universidad Autonoma de Madrid y el Laboratorio de Investigacion de

la Universidad Nacional del Centro del Per(.

1.2.2 Objetivos especificos

e Correlacionar el tipo de solventes con mejor rendimiento para la
extraccion de compuestos fenodlicos de flores anaranjadas de

Tropaeolum majus

¢ Identificar los compuestos fendlicos de extractos de flores anaranjadas

de mastuerzo

20



e Correlacionar la concentracion de extracto fendlicos de pétalos de
flores color anaranjado del Tropaeolum majus en la citotoxicidad de

células cancerigenas de mama.

1.3 Justificacion e importancia
Relevancia o valor tedrico o cientifico

Entre los afios 60 y 70, investigadores de Estados Unidos iniciaron

varias investigaciones con plantas que poseian actividad anticancer ’.

El (NCI) Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de
América, desarrollé un programa de trabajo con ratones y otros modelos de
animales empleando la linea celular L1210 (leucemia linfocitica) para evaluar
la capacidad antineoplasica de las plantas. Seguidamente a este estudio
evaluaron la actividad de las plantas a través de pruebas in vitro usando las
lineas celulares de leucemia linfociica murina (P388) y carcinoma nasofaringeo

humano (KB).

“Ya en 1981 se habian evaluado 114,000 extractos procedentes de
35,000 plantas®. Los resultados del programa de NCI condujeron a la obtencion
de productos naturales que se han empleado como agentes quimioterapéuticos’.
Actualmente ya existen en el mercado de Estados Unidos de Norteamérica
aproximadamente 141 medicamentos contra el cancer y aproximadamente el

67 % de éstos son de origen natural”®.

Los medicamentos de origen natural se pueden clasificar en productos

semisintéticos derivados de un producto natural, de origen natural, y también

21



los productos sintéticos que han empleado como modelo un producto de origen
natural®. Se consideran como productos naturales aquellos producidos por

plantas, bacterias y organismos marinos. &

En el Perd contamos con una amplia biodiversidad en plantas con
compuestos fitoquimicos farmaconutracéuticos entre ellos el mastuerzo con
presencia en su composicién con compuestos bioactivos que serviran para ser
utilizados en pruebas para la inhibicion del crecimiento de células cancerigenas

de mama.

Relevancia social o préactica

En los afios ochenta, “surge el interés de la industria farmacéutica
mundial por fuentes con actividad biologica, proveniente de las plantas
medicinales conocidas ancestralmente y otros recursos naturales como
alternativa a las estrategias de disefio de farmacos. Es la Organizacion Mundial
de la Salud la que promueve el uso de plantas medicinales y sus derivados en

el tratamiento de patologias de alto indice social como el cancer”.®

El desarrollo del presente trabajo nos permitira darle un valor agregado
a una planta autdctona de nuestro pais, para la extraccion de metabolitos con
potencial de inhibicidn de células cancerigenas. De este modo contar con una
materia prima al alcance de los pobladores de la zona, ayudando a prevenir los

problemas de aparicion de neoplasias de mama.

22



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Se detalla a continuacion algunos antecedentes de investigacion referido

a los compuestos fenolicos y su potencial anticancerigeno

2.1.1 Antecedentes Internacionales

* Flores comestibles como fuentes de compuestos fenolicos con

potencial bioactivo!?

Las flores comestibles son ampliamente utilizadas, pero ain
gueda mucho por hacer en relacién con su potencial bioactivo y su
correlacion con la presencia de compuestos fendlicos. El objetivo de

este estudio fue determinar el perfil fendlico individual en los
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extractos hidrometandlicos y las preparaciones de infusion de cuatro
muestras de flores diferentes (Dahlia mignon, Rosa damascena
‘Alexandria’ y R. gallica 'Francesa’ en R. canina, Calendula officinalis
L., y Centaurea cyanus L.) y su potencial bioactivo (capacidad

antioxidante, antiproliferativa y antibacteriana).

Todas las flores estudiadas presentaron diferentes perfiles con
respecto a su composicion fendlica y potencial biolégico revelado. El
potencial bioactivo de las flores estudiadas fue moderado, los
extractos hidrometanolicos de pétalos de rosa mostraron los mejores
resultados para los ensayos antioxidantes y antibacterianos, mientras
que las propiedades antiproliferativas solo estuvieron presentes en
algunas de las lineas celulares probadas, para los extractos
hidrometandlicos, en los cuales la dalia y rosa mostré los mejores

resultados.

Estos resultados demuestran que las flores comestibles se
pueden utilizar como fuente de compuestos fendlicos con potencial
bioactivo, que se pueden aplicar en el sector alimentario, como

alimentos y como ingredientes naturales de las fuentes.

La flora africana como potencial de lucha contra la multidrogo

multidrogo del cancer?!?

Los continuos esfuerzos de cientificos de diversos campos son
necesarios no solo para comprender mejor el mecanismo por el cual

se producen las células cancerigenas resistentes a multiples farmacos
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(MDR), sino también para impulsar el descubrimiento de nuevos
compuestos citotdxicos para luchar contra los fenotipos de MDR. La
presente revision informa sobre la contribucion de la flora africana en
el descubrimiento de posibles fitoquimicos citotdxicos contra las

células cancerosas MDR.

Se utilizaron bases de datos cientificas como PubMed,
ScienceDirect, Scopus, Google Scholar y Web of Knowledge para
recuperar publicaciones relacionadas con plantas africanas,
compuestos aislados y células cancerosas resistentes a los
medicamentos. Los datos se analizaron para destacar la citotoxicidad
y los modos de accion de extractos y compuestos de las plantas
africanas mas destacadas. Ademas, se han proporcionado umbrales y
puntos de corte para la citotoxicidad y los modos de accién de los

fitoquimicos.

La mayoria de los datos publicados relacionados con el
potencial antiproliferativo de las plantas medicinales africanas fueron
de Cameran, Egipto, Nigeria o Madagascar. La citotoxicidad de
compuestos fendlicos aislados en plantas africanas estaba
generalmente mucho mejor documentada que la de los terpenoides y

alcaloides.

La flora africana representa un enorme recurso para nuevos

compuestos citotoxicos. Para desentrafiar todo el potencial, se deben
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fortalecer los esfuerzos en todo el continente para enfrentar el desafio

de una lucha exitosa contra el cancer de MDR.

Evaluacion preliminar in vitro de citotoxicidad de extractos

vegetales, empleando métodos colorimétricos®?

Cordero menciona que “para avanzar en el estudio de la
biodiversidad vegetal colombiana, considerada como fuente potencial
de productos farmacologicamente activos, es necesario establecer
sistemas de evaluacién de actividad bioldgica que permitan detectar
productos activos en patologias de alto impacto social y econémico,

como es el cancer”.

“Este trabajo describe la implementacion de una metodologia
preliminar in vitro para determinar la potencial actividad anticancer
de extractos vegetales, evaluando su citotoxicidad sobre lineas
celulares derivadas de tumores humanos, midiendo indirectamente la
masa celular mediante los ensayos colorimétricos de reduccion del

MTT (metil tiazol tetrazolio) y tincion con SRB (Sulforodamina B)”.

“Se adaptaron los cultivos de las lineas celulares HT-29, MCF-
7, SiHa y HEp-2; igualmente se seleccionaron los parametros para la
valoracion de citotoxicidad: concentracion de MTT, densidad celular
y periodo de tratamiento; se comprobd la sensibilidad de las lineas
celulares al agente quimioterapéutico Doxorubicina-HCI y se evalud

la citotoxicidad de extractos de especies vegetales colombianas,
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evidenciando la utilidad de la valoracion como herramienta para

bioguiar la basqueda de extractos activos™.

Citotoxicidad de extractos de plantas medicinales sobre la linea

celular de carcinoma de pulmén humano A549'4

Diaz, en su trabajo en plantas medicinales sobre carcinoma de
pulmon se plante6 “el objetivo fue evaluar el efecto de 10 extractos de
plantas medicinales sobre el crecimiento de la linea celular humana de
carcinoma de pulmén A549. El efecto de los extractos sobre las
células tumorales se midi6 a traves de un ensayo colorimétrico
mediante el empleo del bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-yl)-2,5-
difenil tetrazolio a concentraciones entre 3,9-250 pg/mL durante 72 h

y se calculo la concentracion citotoxica media para cada uno”.

“Del total de los extractos evaluados solo cuatro (Parthenium
hysterophorus, Bixa orellana, Momordica charantia y Cucurbita
maxima) evidenciaron concentraciones citotoxicas medias inferiores
a 100 pg/mL. A excepcion de Parthenium hysterophorus, las restantes
se emplean en la medicina tradicional para el tratamiento del cancer.
Se estudiaron también los extractos de Cecropia peltata, Melia
azedarach, Annona glabra, Artemisia absintium, Lepidium
virginicum y Bidens pilosa y no mostraron efectos citotoxicos

significativos en los estudios”.

“Es muy importante recalcar que el conocimiento etnobotanico

representa una herramienta importante en la seleccion de plantas
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medicinales, y de ese modo en la busqueda de nuevos compuestos para

el tratamiento del cancer”.

Fendlicos vegetales: extraccidon, analisis y sus propiedades

antioxidantes y anticancerigenas'®

En la oncologia médica, la resistencia a multiples farmacos
(MDR) de las células cancerosas sigue siendo un impedimento
importante. Estamos en busca de nuevos agentes antiproliferativos

para superar las células tumorales resistentes a los medicamentos.

En el presente estudio, se investigd la citotoxicidad de 7
compuestos fendlicos de origen natural que incluyen dos
isoflavonoides alpinumisoflavone (1) y laburnetin (2), un biflavonoid
amentoflavone (3), tres lignans pycnanthulignene A (4),
pycnanthulignene B (5) y syringaresinol (7) y una xantona,
euxanthone (6) contra 9 lineas celulares de cancer sensible a farmacos

y MDR.

El ensayo de reduccién de resazurina se usé para evaluar la
citotoxicidad de estos compuestos, mientras que el ensayo de caspasa-
Glo se uso para detectar la activacion de caspasas. El ciclo celular, el
potencial de membrana mitocondrial (MMP) y los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) se analizaron todos a través de citometria

de flujo.
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Los valores de IC50 para los fendlicos en investigacion variaron
desde 5,91 uM (hacia células CEM / ADR5000 de leucemia) hasta
65,65 uM (hacia células de MDA-MB-231-BCRP con
adenocarcinoma resistente a farmacos) durante 1, 27,63 uM (hacia
células CCRF-CEM leucémicas) a 107.57 uM (hacia células MDA-
MB-231-pcDNA) para 2, desde 5.84 pM (hacia células CEM /
ADRS5000) a 65.32 uM (hacia células de carcinoma de colon HCT116
(p53 (- /-)) para 4 y 0.20 uM (hacia las células CCRF-CEM) a 195.12

puM (hacia la leucemia CEM / ADRS5000) para la doxorrubicina.

Los fenolicos 3, 5, 6 y 7 muestran efectos citotoxicos de
selectividad en las lineas de células cancerosas. Los compuestos 1y 4
indujeron apoptosis en células CCRF-CEM, mediadas por la pérdida
de MMP y aumentaron la produccion de ROS. Los compuestos
fenolicos estudiados y principalmente isoflavonoides 1 y lignano 4
son productos citotoxicos naturales potenciales que merecen mas
investigaciones para desarrollar medicamentos antineoplésicos
novedosos contra  cénceres  resistentes a  medicamentos

multifactoriales.

2.1.2 Antecedentes Nacionales
e Actividad citotdxica in Vitro de la mezcla de Annona muricata y
Krameria Lappacea sobre células cancerosas de glandula
mamaria, pulmoén y sistema nervioso central
El objetivo del estudio fue determinar la actividad citotoxica de

las fracciones procedentes de la combinacion 1:1 del extracto
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etandlico de hojas de Annona muricata L (guandbana) y el extracto
acuoso atomizado de la raiz de Krameria lappacea (ratania) en cultivos
de lineas celulares cancerosas de glandula mamaria (MCF-7), pulmén
(H-460) y Sistema nervioso central (SF-268). Estudio que fue

realizado en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos de Perd.

“Para el fraccionamiento de la mezcla 1:1 de Annona mas
Krameria se prepar6 una columna cromatografica de 50 cm de
longitud empleando diclorometano, diclorometano: acetato de etilo y
CHCI 3:MeOH como sistemas de elusion de polaridad creciente,
obteniéndose 186 fracciones. Se evaluaron las fracciones 2 a 83 en
cultivo de células cancerosas de glandula mamaria (MCF-7), de

pulmén (H-460) y del sistema Nervioso central (SF-268)”.

“Todas las fracciones fueron ensayadas en duplicado. Aquellas
fracciones que presentaron un porcentaje de crecimiento de células
cancerosas (%G) <50% en alguna de las tres lineas celulares fueron
ensayadas nuevamente a cinco concentraciones, para determinar
finalmente la concentracion a la cual se inhibe el 50% del crecimiento
de las células cancerosas (Gl 50). Se consideraron activas aquellas

fracciones con una GI 50 <10 pg/mL”.

“Las fracciones 7 a 17 procedentes de la asociacion de los dos
productos naturales frente a los cultivos de las lineas celulares
tumorales MCF-7, H-460 y SF-268 mostraron una G150 de 1,6, 1,4y

1,4 pg/mL respectivamente”.
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2.2.

“Las fracciones 7 a 17 procedentes de la asociacion de Annona
mas Krameria mostraron accion citotdxica in vitro frente al cultivo de
células cancerosas de glandula mamaria, pulmon y del sistema

nervioso central”.

2.1.3 Antecedentes Regionales

No existen

2.1.4 Antecedente Locales

No existen

Bases tedricas
Cancer

Cuando se habla de “céncer se refiere a mas de 100 formas de
enfermedad. Es muy cierto que casi todos los tejidos del cuerpo pueden
desarrollar malignidades, incluso algunos producen varios tipos, inclusive
recalcar que, cada tipo de cancer tiene caracteristicas unicas. Sin embargo, a
pesar de esto, el proceso basico que produce los diversos tumores parece ser
completamente similar. Razén por la cual se emplea la palabra cancer de

manera genérica”.’

“Las células que se encuentran en un cuerpo y que se encuentran sanas

conviven en una especie de condominio interdependiente y complejo es donde

31



una célula regula la proliferacion de la otra. Es asi que las células se reproducen

solo cuando la instruccion es dada por otra célula vecina”.

“En cambio, las células del cancer violan este esquema y no respetan los
controles usuales de proliferacion dictando sus propias reglas de
reproduccion.!® Ademas las células cancerosas poseen la propiedad de migrar
de un sitio a otro, iniciando en invadir los tejidos circundantes y producen
masas en diferentes sitios del organismo (metastasis). La metastasis es la
caracteristica maligna y que inclusive se considera como la parte final de la
progresion del tumor. Y, con pocas excepciones, todos los canceres pueden

formar metéstasis”.

Actualmente se sabe, “que las células tumorales descienden de una célula
ancestral comun y, por lo general afios antes de que el tumor sea palpable,

iniciaron un programa de reproduccién inapropiada’.®

Es importante manifestar que “la transformacion maligna de una célula
se produce a través de la acumulacion de mutaciones en genes especificos de
dicha célula.*® Por lo que los genes proporcionan la clave para entender el
proceso y raiz del cancer humano, estos se encuentran en el nacleo celular,
dentro de la molécula de ADN cromosomal. El gen especifica la secuencia de
aminoéacidos que debera unirse para formar una proteina particular. Es asi que
las proteinas son el trabajo de los genes, y cuando un gen se prende, la célula
responde sintetizando la proteina codificada. Las mutaciones en los genes
pueden perturbar a la célula cambiando las cantidades y actividad de la proteina

producida”.
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“Los proto-oncogenes y los genes supresores, constituyen solo una
porcion pequefia del de conjunto total de genes. Es debido a que cuando estos
tipos de genes son normales, orquestan el ciclo de vida de la célula a través de
una intrincada secuencia de eventos razon por la cual una célula se agranda y

divide”.

“Entonces los proto-oncogenes estimulan el crecimiento mientras que los
genes supresores lo inhiben. Y de esta manera cuando los proto-oncogenes
estan mutados se pueden convertir en oncogenes carcinogénicos que conducen

la célula hacia una multiplicacion excesiva” .%°

“Algunos de los oncogenes formados actan imitando las sefiales de
crecimiento, lo que conlleva a que células tumorales generen algunas de sus
propias sefiales de crecimiento de este modo reducen su dependencia a los

estimulos del micro ambiente de los tejidos normales”.?

“Estos genes supresores de tumores codifican para proteinas que inhiben
la division celular, por lo que las mutaciones en estos genes causan que las
proteinas producidas sean inactivas y de este modo privan a la célula de los

frenos para restringir la proliferacion celular”.?°

Las mutaciones son fundamentales para la transformacion de una célula
normal en una célula cancerosa, para el desarrollo de propiedades malignas de
las células cancerosas y para la adaptacion de las células cancerigenas a su
entorno. La tasa de cambio genético es especialmente grande cuando una célula

cancerosa enfrenta obstaculos para su supervivencia. Dado que las mutaciones,
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junto con la proliferacion, son tan importantes para la supervivencia de un

cancer.?

En el tratamiento del cancer, la preocupacion es la proliferacion celular
porque es la razon principal por la cual las células cancerosas son tan mortales
es que proliferan méas, durante su vida que las células normales. El proceso de
proliferacion celular tiene lugar en una secuencia de eventos bien definida

Ilamada ciclo celular.?

Teoria de estrés oxidativo persistente como causa de cancer

La teoria del estrés oxidativo persistente propone que los niveles
cronicamente elevados de ROS (especie reactiva de oxigeno) a los que estan
expuestas las células cancerigenas contribuyen a su supervivencia y

progresion.

Si es lo suficientemente extrema, las condiciones de oxidacion acenttan
las poblaciones de células cancerosas, matando a un porcentaje de las células.
Sin embargo, ahora esta bien establecido que los niveles leves de ROS pueden
estimular la proliferacién celular y la progresion del cancer. Por ejemplo, un
estudio reciente en pacientes con cancer colorrectal informd que las células de
carcinoma, pero no las células normales correspondientes o tumores benignos,
fueron estresados oxidativamente (medido por modificaciones oxidativas a

bases de ADN).

Este estudio también informo6 que las tasas de proliferacion de células

cancerosas estaban positivamente correlacionadas con los niveles de estres
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oxidativo. Otros estudios también informaron que las células cancerosas
exhiben mas dafio en el ADN que las células normales adyacentes y que los
pacientes con cancer muestran niveles més altos de produccion de ROS vy dafio

en el ADN que sujetos.

Claramente, una forma en que las condiciones oxidativas pueden facilitar
la progresion del cancer es aumentando la tasa de mutaciones clésicas. Las
mutaciones clésicas pueden ser inducidas directamente por dafio oxidativo al
ADN e indirectamente a través de cambios epigenéticos. Las condiciones
oxidativas también pueden aumentar la proliferacion de celulas cancerosas a

través de otros medios. %

Lineas celulares cancerigenas

El desarrollo de un cultivo méas alla del cultivo primario da como

resultado una "linea celular".

La importancia de una linea celular radica en su capacidad de
proporcionar una fuente renovable de material celular para estudios repetidos.
Los modelos de linea celular deben reflejar las propiedades de sus canceres
originales, por ejemplo, el mantenimiento de la histopatologia cuando se
trasplantan en ratones inmunodeficientes, caracteristicas genotipicas y

fenotipicas, expresion génica y sensibilidad a farmacos.

Sin embargo, debido a que frecuentemente son lineas celulares de
crecimiento rapido de tumores poco diferenciados que generalmente se

seleccionan para el crecimiento in vitro, las lineas celulares de uso generalizado
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no siempre reflejan necesariamente las encontradas en la mayoria de la

enfermedad clinica.

Préacticamente todos los tipos de células cancerosas ahora se pueden
cultivar en cultivo. Los estudios clasicos de Hayflick y Moorhead a principios
de la década de 1960 demostraron que los fibroblastos humanos diploides
podian experimentar un nimero limitado de divisiones (aproximadamente 50)

en cultivo antes de entrar en "crisis" y senescencia.

La mayoria de las lineas celulares de cancer sufriran un ndmero
indefinido de divisiones, y las lineas celulares inmortales pueden extenderse a
miles de divisiones. Para que una linea celular se convierta en “continua™ (en
lugar de "finita"), las células deben estar presentes en niveles bajos en la cultura
inicial que tienen la capacidad de dividirse indefinidamente o las células deben
experimentar "transformacién". Esta transformacion puede producirse a través

de sustancias quimicas o medios virales.

Una vez que se ha establecido una nueva linea celular, debe
caracterizarse y confirmarse que esta libre de contaminacion. A medida que las
lineas celulares pasan por un nimero cada vez mayor de pasajes, pueden perder
ciertas caracteristicas, como las caracteristicas de diferenciacién; sin embargo,
también pueden demostrar una mayor homogeneidad a medida que emergen
los subclones que crecen mas rapidamente. Las existencias de las lineas
celulares deben congelarse periddicamente en una variedad de numeros de

pasos para proporcionar un recurso renovable.
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Como sistemas modelo, las lineas celulares poseen una serie de ventajas

sobre las culturas primarias.

Como se menciond anteriormente, su fuerza predominante es la
capacidad de repetir estudios con un sistema de cultivo bien caracterizado que
puede usarse en multiples laboratorios. Con un cultivo continuo, surgird una
poblacion celular relativamente homogénea a diferencia de un cultivo primario
que puede contener muchos tipos de tipos de células estromales e infiltrantes

que pueden complicar la interpretacion de los datos.?

Cancer de mama (seno)

Un concepto importante que ha surgido del estudio del desarrollo de los
senos es que la unidad lobulillar ductal terminal o TDLU, que se identificd
como el sitio de origen de la neoplasia mamaria mas comun, el carcinoma
ductal, corresponde a una etapa especifica de desarrollo de la mama. el
parénquima mamario, los I6bulos tipo 1 (Lob 1). Esta observacion es
respaldada por estudios comparativos de senos normales y con cancer

obtenidos en la autopsia.

Encontraron que el parénquima no tumoral en las mamas asociadas al
cancer contenia un numero significativamente mayor de conductos terminales
hiperplasicos, Lob 1 atipico y carcinomas ductales in situ originados en Lob 1
que aquellos senos de mujeres sin cancer de mama. Lob 1 se ve afectado por
procesos preneoplasicos y neoplasicos. El hallazgo de que Lob 1, que son
estructuras indiferenciadas, se origina en la neoplasia mas indiferenciada y

agresiva adquiere relevancia a la luz de que estas estructuras son mas
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numerosas en el seno de mujeres nuliparas, que a su vez tienen un mayor riesgo

de desarrollar cancer de mama cancer.

El Lob 1 encontrado en el seno de las mujeres nuliparas nunca pasé por
el proceso de diferenciacion, mientras que las mismas estructuras, cuando se

encuentran en el pecho de las mujeres posmenopausicas parous lo hicieron.

También se han encontrado estructuras lobulares méas diferenciadas
afectadas por lesiones neopléasicas, aunque originan tumores cuya malignidad
estd inversamente relacionada con el grado de diferenciacion de la estructura
parental, es decir, los lobulillos tipo 2 (Lob 2) originan carcinomas lobulares in
situ, mientras que los I6bulos tipo 3 (Lob 3) dan lugar a lesiones mamarias mas
benignas, como l6bulos hiperplasicos, quistes, fibroadenomas y adenomas, y

lobulillos tipo 4 (Lob 4) a adenomas lactantes.

De estas observaciones se concluy6 que cada compartimento especifico
de la mama da origen a un tipo especifico de lesién y también proporciona la
base para un nuevo concepto bioldgico de que la diferenciacion de la mama

determina la susceptibilidad a la transformacion neoplésica.?*

Estadisticas en Peru y el Mundo

El Cancer constituye un problema de salud mundial. La Organizacion
Mundial de la Salud estima que para el 2030, 21,3 millones de personas
desarrollaran la enfermedad y que aproximadamente 13,1 millones de personas
moriran. Lamentablemente la tendencia va en aumento, y no es ajeno a esto los
paises en vias de desarrollo, donde actualmente representan las dos terceras

partes de los casos que ocurren a nivel mundial.
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El cancer es una enfermedad potencialmente curable y prevenible. Un
tercio de los casos pudiesen ser prevenidos si se aplicarian los modelos de

atencion y se destinaran los recursos pertinentes.

Esta enfermedad varia geograficamente de un pais a otro e incluso varia
entre una region y otra en un mismo pais, por lo que los registros de cancer en
la poblacion son esenciales ofreciendo datos reales sobre los patrones de la

enfermedad, permitiendo tomar decisiones sobre politicas de salud.

La incidencia mundial de canceres mas comunes son los de pulmon,

mama, colon/recto, estdmago, prostata y cérvico uterino.?

De acuerdo con el Ministerio de Salud, luego de las enfermedades
cardiovasculares, “el cancer es la segunda causa de muerte en el Perd. Desde
la creacion del Plan Esperanza, en el afio 2012, el Estado ha invertido
aproximadamente S/.2 millones en la prevencion y tratamiento del cancer. No
obstante, segun reportes del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN), ademés del énfasis en los chequeos periddicos y la buena
alimentacion, un factor muy importante en la prevalencia de este mal es la

infraestructura pablica y los héabitos de vida™.?

"En Lima, los patrones del cancer han cambiado en los Ultimos cinco
afios porque los estilos de vida son diferentes. A mejores condiciones de vida,
COmMO acceso a agua potable, electricidad, postas médicas y alimentos frescos,
disminuyen las enfermedades infecciosas y aumentan las cronicas no
transmisibles como la diabetes, hipertension y cancer. Por el contrario, donde
la poblacién estd obligada a comprar agua de reservorios, no cuenta con

servicios de salud 6ptimos o carece de una cultura de prevencion en salud, son
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maés altas las posibilidades de contagio de virus o bacterias que pueden generar

cancer”, explica el INEN.?

“Las estadisticas corresponden al Registro de Céncer de Lima
Metropolitana 2004-2005, el més reciente difundido por el INEN. A la fecha,
los especialistas del Departamento de Epidemiologia y Estadistica del Cancer
de dicho organismo trabajan en una actualizacion, que incluird a los 60.710
casos de cancer registrados entre el 2010 y el 2012 en Lima: a la sazon, los de

27.845 hombres y 32.865 mujeres”.

"Si comparamos el nimero de casos, vemos que la tasa de incidencia en
Lima ha aumentado. Hasta el 2005 era de 180 casos por cada 100 mil
habitantes. Al 2012, la tasa aument6 a 216 por cada 100 mil habitantes, en parte
porque la expectativa de vida ha aumentado y los limefios son menos reacios a
los chequeos médicos. Pese a ello, el patron geografico del diagnostico se

mantiene”.?®

Asi, “Miraflores y San Isidro redinen a la mayor cantidad de pacientes
con cancer de mama, colon y de pancreas; mientras que, en Villa Maria del
Triunfo, Carabayllo y Villa EI Salvador predominan los casos de cancer de

cuello uterino y de estomago#.2®

Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro tienen el proposito de evaluar la actividad celular o
molecular. Los ensayos de tipo celular emplean células intactas, en tanto que
los moleculares buscan la actividad dentro de un sistema aislado, como es el

caso de las enzimas, receptores 0 ADN.%’
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MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)

La reduccion metabdlica es el principio en el cual se basa el Bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) ejecutada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa que se convierte en un compuesto
Ilamado formazan de color azul, permitiendo determinar la funcionabilidad de
las mitrocondrias de las células tratadas. Este método ya es muy utilizado en
muchos trabajos para medir supervivencia y proliferacion celular, y reportado

en muchos trabajos de investigacion.

La cantidad de formazan producido es proporcional a la cantidad de

células vivas.

Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos representan un gran grupo de moléculas con
una variedad de funciones en el crecimiento, desarrollo y defensa de las plantas.
Los compuestos fendlicos incluyen moléculas de sefializacion, pigmentos y
sabores que pueden atraer o repeler, asi como compuestos que pueden proteger
a la planta contra insectos, hongos, bacterias y virus. La mayoria de los
compuestos fenolicos estan presentes como ésteres o glucosidos en lugar de

como compuestos libres. Los taninos y la lignina son polimeros fendlicos.

Los taninos se usan comercialmente como colorantes y astringentes, y la
lignina es responsable de la rigidez estructural de las células y los tejidos, y es

esencial para el desarrollo del flujo sanguineo vascular.
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Los “compuestos fendlicos son compuestos que tienen uno 0 mas grupos
hidroxilo unidos directamente a un anillo aromético. El fenol es la estructura

en la que se basa todo el grupo. El anillo aromatico en este caso es el benceno”.

Los fenoles son en muchos aspectos similares a los alcoholes de
estructuras alifaticas donde el grupo hidroxilo estd unido a una cadena de
carbonos. El grupo hidroxilo fendlico, sin embargo, esté4 influenciado por la

presencia del anillo aromatico.

Debido al anillo aromatico, el hidrégeno del hidroxilo fendlico es labil,

lo que hace que los fenoles sean acidos débiles.

Los polifenoles son compuestos que tienen mas de un grupo hidroxilo
fendlico unido a uno o mas anillos de benceno. El término es algo engafioso ya
que tiende a hacer que la gente piense en polimeros de moléculas de fenol
individuales. Por supuesto, tales polimeros existen. Los compuestos fenolicos
son caracteristicos de las plantas y, como grupo, generalmente se encuentran
como ésteres o glucosidos casi nunca como compuestos libres. Premisa

importante cuando se desea extraer fenoles de los tejidos vegetales.?®

Componentes fendlicos y su efecto en la salud

Existe un gran cuerpo de evidencia de que los compuestos fendlicos
tienen efectos en la salud humana. Quizas el mas antiguo aplicacién médica de
compuestos fendlicos es el uso de fenol como un antiséptico. Debido a sus
efectos secundarios negativos en los tejidos vivos, incluidos formacion de

ampollas, especialmente en concentraciones mas altas. El fenol todavia se usa
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como anestésico oral en pastillas para la garganta, en una concentracion tipica

de 1.4%.

Capacidad antioxidante de los compuestos fenolicos

Como parte del metabolismo normal, se generan radicales. Los radicales,

son compuestos con electrones libres (es decir, no apareados).

Los radicales son muy reactivos y, cuando no se controlan, pueden causar
dafio oxidativo a las moléculas de una célula y, por lo tanto, tener un impacto
negativo en el metabolismo celular. Un exceso de radicales puede causar estrés

oxidativo.

Los compuestos que pueden eliminar radicales también se conocen como
antioxidantes. Los antioxidantes mas conocidos son la vitamina C, vitamina E

y también se encuentran los compuestos fendlicos.?

Mastuerzo (Tropaeolum majus L.)

El mastuerzo (Tropaeolum majus L.) también conocido como capuchina,
mastuerzo, chagas o berros mexicana, tiene como centros de diversidad Brasil,
Perd, Colombia y el sur de México a Patagonia. También es conocida como
marafiuela en Cuba, capuchinha en Brasil, Jacinto en Puerto Rico, mastuerzo
de las Indias en Espafia, Chin-lien-hua en China, capuchino en Italia, pero es
originaria de Bolivia, Peru, Ecuador y Colombia. En el Perd, los nativos

colocaban una hoja de mastuerzo sobre las heridas para desinfectar y cicatrizar.

“En el siglo XVI los espafioles llevaron la planta al viejo mundo, y lo

desarrollaron como plantas ornamentales, y recién en 1684 el holandés
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Bewerning aconsejé usar las hojas como verdura y medicina, sugirio su cultivo
en los jardines de los conventos (de ahi su nombre "capuchina™). En el Imperio
Inca se celebraba una boda, se frotaba a la pareja soberana ritualmente con
hojas y flores de mastuerzo porque se la consideraba afrodisiaca. Por lo que
suponemos que consideraban al mastuerzo estimulante de los sentidos, en este

caso probablemente sexuales”. 2

Pertenece a la familia Tropaeolaceae y es un escalador herbaceo anual,
con un tallo circular, alternos verdes peludas, hojas enteras y grandes, flores

bonitas que van del amarillo al color rojo ** siendo su taxonomia:

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del mastuerzo (Tropaeolum majus L.).*°

Nombre cientifico

Tropaeolum majus L.

Reino
Subreino
Superdivision
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género:

Epiteto especifico

Epiteto especifico

Plantae.

Traqueobionta (plantas vasculares).
Spermatophyta (plantas con semillas).
Magnoliophyta (plantas con flor).
Magnoliopsida (dicotiledoneas).
Rosidae.

Geraniales.

Tropaeolaceae.

Tropaeolum.

Majus

L.

Fuente: Espinoza et.al 2017
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Los aspectos florales de esta especie destacan por su riqueza de
fitoquimicos: compuestos fenolicos, carotenoides, antocianinas, flavonoides
vitaminas, minerales. Las flores contribuyen al mejoramiento de la estética de
algunos alimentos, ademas, aportan sustancias bioldgicamente activas como
vitaminas C, A, niacina, rivoblafina, minerales como fésfora, calcio, potasio y
hierro beneficiando la salud de quien las consume. Las rosas, violetas y
capuchinas se usan como alimento por sus caracteristicas organolépticas y

valor nutrimental se pueden considerar un alimento funcional.

Entre los compuestos biolégicamente activos, los compuestos fenolicos,
son muy conocidos como compuestos se asocian con la prevencion de
enfermedades cronico degenerativas. Los compuestos fendlicos forman uno de
los grupos de metabolitos en el reino vegetal mas numerosos y ampliamente
distribuidos, diversas estructuras fenélicas cominmente conocidas, producto
del metabolismo secundario vegetal. Los compuestos fendlicos estan muy
asociados con el color, asi como también a las caracteristicas sensoriales,

nutrimentales y propiedades antioxidantes.

Los carotenoides que también se encuentran en los pétalos de flores de
mastuerzo son otro importante grupo de compuestos activos en los alimentos
vegetales, que ademas de su funcion como precursores de la vitamina A, y

ademas poseen capacidad antioxidante.

Las plantas son como ya es sabido organismos autotrofos, ademas de
realizar el metabolismo primario, poseen un metabolismo secundario que les

permite producir compuestos de naturaleza quimica y acumularlos, sintetizan
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ademés una gran variedad de estos productos secundarios que contienen un
grupo fenol. Son estos Ilamados compuestos fenolicos y derivan todas ellas del
fenol, que es un anillo aromético con un grupo hidroxilo, incluyendo derivados

funcionales (ésteres y glucosidos).

En el grupo se encuentran moléculas sencillas como los acidos fenolicos
hasta polimeros complejos como los taninos, también se encuentran pigmentos

flavonoides.®!

Figura 1. Flor anaranjada de mastuerzo (Tropaeolum majus L.)

Fuente: Espinoza et. al 2017

2.3. Marco conceptual
2.3.1 Definiciones conceptuales
e Cancer

“Es un tumor maligno, ulceroso y duro, que tiende a invadir y

destruir los tejidos organicos circundantes”.*’
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e Lineas Celulares cancerigenas

“Las células HeLa (también conocidas como “células MePa” o
simplemente “Hela”) son un tipo particular de células de cultivo celular,
que frecuentemente son usadas en investigacion cientifica. Las células
HelLa son un linaje celular humano mas antiguo y utilizado con mayor
frecuencia. La linea del cual pertenecen estas células fueron extraidas
de una muestra de cancer cérvico-uterino obtenida el 8 de febrero de
1951 extraida de una paciente llamada Henrietta Lacks, que debido al

cancer quien falleci6 el 4 de octubre de ese mismo afio”. %

e Ensayos in vitro

“Los ensayos in vitro tienen el propdésito de evaluar la actividad
celular o molecular. Los ensayos de tipo celular emplean células
intactas, en tanto que los moleculares buscan la actividad dentro de un

sistema aislado, como es el caso de las enzimas, receptores 0 ADN”.%

¢ Apoptosis celular

“La apoptosis es una via de muerte o destruccion celular
programada provocada por el mismo organismo, con el fin de controlar
su desarrollo y crecimiento, este fenOmeno puede ser de naturaleza
fisiologica y esta desencadenada por sefiales celulares controladas
genéticamente. La apoptosis posee una funcion muy importante en los

organismos, pues hace posible la destruccion de las células dafiadas,
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previniendo la aparicion de enfermedades como el cancer, consecuencia

de una reproduccion indiscriminada de una célula dafiada”.?®

e Cultivo celular

“El cultivo celular es el proceso mediante el cual las células, ya
sean células procariotas o eucariotas, pueden cultivarse en condiciones
controladas. El término "cultivo celular" se usa normalmente en
referencia al cultivo de células aisladas de eucariotas pluricelulares,

especialmente células animales”.?®

e Polifenoles

“Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas que se
encuentran en plantas caracterizadas por la presencia de mas de un
grupo fenol por molécula. Pueden ser subdivididos en taninos
hidrolizables, que son ésteres de acido galico de glucosa y otros
azucares; y fenilpropanoides, como los flavonoides, lignina, y taninos

condensados”.’

e Extraccion

“Es un procedimiento de separacion de una sustancia que puede
disolverse en dos disolventes no miscibles entre si, estos poseen distinto

grado de solubilidad y que estan en contacto a través de una interface”.’
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2.3.2 Definiciones operacionales
¢ Viabilidad celular

“La viabilidad celular se refiere a la proporcion de células que

sobreviven a alguna situacion particular”.

e+ [C50

“La mitad de la concentracion inhibidora maxima (IC50) es una
medida de la efectividad de una sustancia para inhibir una funcion

bioldgica o bioquimica especifica”.

“Esta medida cuantitativa indica qué cantidad de un farmaco
particular u otra sustancia (inhibidor) se necesita para inhibir a la mitad
un proceso bioldgico dado (o un componente de un proceso, es decir,
una enzima, célula, receptor celular o microorganismo). Los valores se

expresan tipicamente como concentracion molar”.?®

e Concentracion de compuesto bioactivo

“Son las cantidades cuantificadas por de algin compuesto

bioldgicamente activo que sera utilizada para realizar alguna funcién”.

e Actividad citotoxica

“Es la cualidad de algunas sustancias para ser toxicas. Las

sustancias quimicas son un ejemplo de agentes toxicos en ciertas células
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del sistema inmune etc. La citotoxicidad puede medirse por el test
Trypan blue (TB), el test MTT, el test de la sulforhodamina B (SRB),

test WST, test clonogénico etc”.23

2.4 Hipdtesis de la investigacion
Hipotesis general:

Los extractos metandlicos de flores anaranjadas de Tropaeolum majus

reportan actividad citotdxica en lineas celulares cancerigenas de mama.

Hipotesis especificas:

e Lapolaridad de los solventes influye en el rendimiento durante la extraccion
de compuestos fenolicos de pétalos de flores anaranjadas del Tropaeolum

majus.

e A concentraciones entre 20 ug/mL a maés los extractos fendlicos de flores
anaranjadas del Tropaeolum majus tienen efecto en la citotoxicidad células

tumorales de mama.

En la tabla 2 se muestra la operacionalizacion de variables
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Tabla 2. Operacionalizacién de variables

TIPO DE NOMBRE DE
DIMENSIONES INDICADORES
VARIABLE LA VARIABLE
PARA EXTRACCION
Etanol, . o
Se verifica las diluciones
VARIABLE ) Etanol:agua, )
Tipo de solvente y concentraciones de los
ASOCIADA Metanol,
solventes
Metanol:agua
Se cuantifica el
VARIABLE o )
i Rendimiento ug de AG/mL contenido de
SUPERVISION

compuestos fendlicos

PARA LA EVALUACION DE CRECIMIENTO CELULAR

Se verifica la
concentracion de

extracto y cuantificacion

VARIABLE Concentracion de | ug. de extracto .
. de compuestos fendlicos
ASOCIADA extractos fendlico )
totales y mediante la
cuantificacion de la
concentracién por HPLC
o Coloracion Muerte (apoptosis)
VARIABLE Actividad . )
. . medida por | celular por el método
SUPERVISION citotoxica

espectrofotometria

MTT

o1




CAPITULO I11

METODOLOGIA

3.1. Tipo de investigacion®®
Segun su finalidad: Bésica
Segun el alcance temporal: Sincronica
Segun su profundidad: Descriptiva - Explicativa
Segun el nimero de mediciones: transversal
Segun su fuente: Datos primarios
Segun su caracter: Cuantitativo
Segun el ambiente en el que tiene lugar: De laboratorio
Segun la observacion o manipulacién de la variable: correlacional

Segun el tipo de conocimiento: Cientifico
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3.2. Disefio de la investigacion3*

La investigacion hizo uso de disefio de la investigacion correlacional

bajo el siguiente esquema:

O

X

Pl
Mr \|

O

y

Donde:

M : Muestra

Ox : Observacion de la variable 1
Oy : Observacion de la variable 2

r : Relacion entre las dos variables

3.3. Lugar y periodo de la ejecucion

El presente trabajo de tesis se realizo en el “laboratorio de
investigacion” de la Facultad de Ingenieria en Industrias Alimentarias de la
Universidad Nacional del Centro del Perd, y en el Instituto Teofilo Hernando
de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Madrid — Espafia,

el periodo de ejecucion comprendié de marzo del 2016 a diciembre del 2017
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3.4. Poblacién y muestra

e Poblacion:

No aplica para este tipo de trabajo de investigacion.

e La muestra

Extractos metandlicos de Tropaeolum majus L. de pétalos de flores
anaranjadas provenientes de la Estacion experimental Mantaro — El

Mantaro, extraidas con metanol.

e Tipo de muestreo: No probabilistico
Fue en funcion al requerimiento de muestra definido en el protocolo.

Criterios de inclusion: Se tomd las flores que hayan desarrollado

completamente y tengan el maximo contenido de compuestos fenolicos.

Criterio de exclusion: Se eliminaron flores marchitas y dafiadas por

cortes.

3.5. Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos
3.5.1 Instrumento de recoleccién de datos

Para la medicion de las variables se utilizd la técnica de
observacién directa, que es un método de registro visual de lo que ocurre
permitiendo obtener datos cualitativos y cuantitativos de las

caracteristicas y condiciones de experimentacion. El instrumento usado
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fue una ficha registral de los datos segun el experimento que se muestra

en el anexo 2.

3.5.2 Anélisis de validez y confiabilidad del instrumento

La validez y confiabilidad de los instrumentos utilizados fueron
ponderados de acuerdo a las publicaciones cientificas en bases de datos
como scopus, medline, science direct, pubmed, reportados por autores

diversos,3°:36:37.38

3.6. Técnicas de procedimientos de recoleccidn de datos

Para el procesamiento de los datos y preparacion de las distintas tablas
y figuras producto del estudio experimental se utiliz6 el programa de célculo
Microsoft Excel versién 2010 para realizar los célculos de las medidas de

tendencia central como la media.

Las técnicas se detallan seguidamente.

- Extraccion de compuestos fendélicos

Las flores de mastuerzo fueron recolectadas del invernadero de la
estacion experimental “El Mantaro” de la Universidad Nacional del Centro
del Perl. Se separaron los pétalos de flores anaranjadas, visiblemente sanas,

enteras.
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Los pétalos de flores de mastuerzo fueron secados por liofilizacion
para garantizar la conservabilidad de los compuestos bioactivos, y luego se

almacenaron en campanas de desecacion protegidas de la luz.

Para la extraccion de los compuestos fendlicos se realizaron las

pruebas con cuatro tipos de solventes:
Metanol al 99%

Metanol al 80% (metanol: agua)
Etanol al 99%

Etanol al 80% (etanol: agua)

“Se empled el método de extraccion por maceracion o inmersion 32
proceso de extraccion sélido-liquido en donde el producto soélido (pétalos de
flores de mastuerzo) posee una serie de compuestos solubles en el liquido

extractante, que son los que se desea extraer”.

“Para la extraccion de los compuestos fendlicos, se pesaron 10 g de
material vegetal seco (polvos de flores de mastuerzo), se procedié a macerar
las muestras de los vegetales en los solventes en estudio en proporcion de 8:2
respectivamente, se dejo macerar por 24 horas en frascos a&mbar bajo
condiciones de oscuridad con agitacion constante a una temperatura de 4 °C,
una vez cumplido el tiempo se filtro al vacio sobre el papel filtro Whatman

N°42”.

“Los extractos obtenidos fueron concentrados en un rotaevaporador a

40 °C y a una presion reducida de 110 mbar, hasta la completa evaporacion
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del disolvente y un volumen final aproximado de 18 a 20 mL de extracto
concentrado. Los extractos concentrados fueron llevados a congelar en
presencia de nitrdgeno gaseoso en viales de 30 mL de color &mbar estériles,
y fueron almacenados a una temperatura de refrigeracion 4 °C hasta su uso.

Para la purificacion los extractos se pasaron por una columna C18”.

Cuantificacién de compuestos fenolicos por el método de Folin-Ciocalteu

“Se cuantifico mediante el método de Folin-ciocalteu reportado por
Vuong *° que se basa en la oxidacion en medio basico de los grupos hidroxilos
de los fenoles por el reactivo de Folin-Ciocalteu. Esta oxidacion de los fenoles
presentes en la muestra causa la aparicién de una coloracion azulada que
presenta un maximo de absorcién a 755 nm para ser cuantificado por

espectrofotometria en base a una recta patron de acido gélico™.

“Para realizar las lecturas de la absorbancia se ejecuté en un ambiente
adecuado evitando la presencia de la luz ya que los extractos son

fotosensibles™.

“En un tubo de prueba protegido de la luz se colocaron 500 uL de
muestra (extractos metandlicos de pétalos de flores de mastuerzo en sus
diferentes concentraciones), 250 uL de reactivo de Folin-Ciocalteau 1N, 1250

pL de carbonato de sodio al 7,5 %, la mezcla se homogenizo en un vortex”.

“Se deja reposar por espacio de 30 minutos en la oscuridad, se corrio
un blanco empleando 250 uL de agua bidestilada en lugar de muestra. Los

valores de absorbancia se leyeron a 755 nm. El contenido de compuestos
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fendlicos totales se calcul6 utilizando una curva estandar de &cido galico
(anexo 1). Los resultados se expresaron como equivalente de mg de &cido

gélico /mL de extracto metandlico”.

Identificacién de compuestos fendélicos

El perfil de compuestos fendlicos fue obtenido mediante los
procedimientos propuestos por Chirinos et. al 4° con algunas modificaciones.
Las fracciones fueron separadas en una columna de fase reversa HPLC
Waters 2695 (Waters, Milford, MA) equipado con una inyector y detector con
arreglo de diodos y el software Empower. Los datos espectrales se registraron

de 320 nm durante la corrida.

La columna usada para la separacion de los compuestos fendlicos fue
X-terra RP 18 (5 um, 250 x 4,6 mm) (Waters Milford, MA) a 30 °C. La fase
movil estuvo conformada por solvente (A) agua: acido formico (95:5 v/v, pH
2) y solvente (B) acetonitrilo. La muestra y la fase movil fue filtrado a través
de un filtro Mllipore 0,22 um tipo GV (Millipore, Bedford, MA) antes de la
inyeccién. Los compuestos fendlicos fueron identificados y cuantificados

comparando los tiempos de retencion con un patrén.

Determinacion de la capacidad antioxidante método DPPH.

Se determind mediante el método de DPPH (di fenil picrazil)

reportado por Thaipong et. al “° como se describe.
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“Se prepard la solucion de trabajo con radical DPPHe (1 N) disuelto
en metanol al 80% . Las muestras de los extractos (150 pL) fueron expuestas
al radical DPPHe (2850 pL), se homogenizaron en un vortex por 30 segundos
y llevados a oscuridad por aproxidamente 20 minutos antes de su lectura a
517 nm en el espectrofotometro. Los célculos fueron expresados en
porcentaje de inhibicion para ello se utilizd la ecuacion de la curva de
calibracién trolox (Anexo 2). El porcentaje de inhibicién se expreso con la
siguiente formula™:

%lz(ﬁjxmo
A

0
Donde:

Ao = Absorbancia del blanco de muestra (2850 uLL. de DPPHe + 150

uL de metanol al 80%), después de 20 minutos.

Am = Absorbancia de la muestra (2850 uL de DPPHe + 150 pL de

extracto de muestra), después de 20 minutos.

- Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron con la metodologia
utilizada por Chaudhary et al.** . Para evaluar la citotoxicidad de los

extractos se emplearon las lineas celulares MCF-7 (Cancer de mama).

“Las celulas se propagaron en el medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Cellgro, Herndon Sigma® )

suplementado con 2 mL de glutamina (Sigma® - Aldrich,St. Louis, USA),
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10 % de suero fetal bovino (SFB, SIGMA® ), y gentamicina 50 mg
(Sigma® -Aldrich, St. Louis, USA) . A la par se utilizaron cultivos
confluentes (80-90%) de la linea celular, utilizando para la exclusion con
azul de tripano (Sigma® -Aldrich, St Louis, USA) para comprobar su

viabilidad”.

“Se cuantifico el numero de células tomando 10 uL de suspensién
celular y se diluy6 con 90 uL de Trypan Blue (0,4%) para luego hacer el
conteo en camara de Neubauer y de acuerdo a este realizar diluciones hasta
llegar a 5x10° cel /mL .Luego se colocaron 5,000 células/pozo en un
volumen de 100 pL de medio DMEM en microplacas de 96 pozos (Corning
Inc. Costar®), seguidamente se incubaron por 24 h a 37 °C en atmosfera

himeda y 5 % de CO2 en incubadora de cultivo”.

“Posteriormente se prepararon diluciones de los extractos en DMEM
a una concentracion final de 6, 12, 24, 48 y 96 ug/mL, se adicionaron 50
uL/pozo de cada dilucidn, el ensayo se realiz6 por cuadruplicado. E1 DMSO
se utiliz6 como control negativo y 5-FU (Fluorouracilo - farmaco
quimioterapéutico) como control positivo se evalud individualmente la
citotoxicidad de forma similar a los extractos, las microplacas se incubaron

durante 72 h en atmésfera de 5 % CO2 a 37 °C”.

“Transcurrido 72 h se adicionaron 20 pL MTT (sal de tetrazolio
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazolio) (Sigma® -
Aldrich, St Louis, USA). Estas microplacas fueron llevadas por 4 h en

atmosfera de 5 % CO2 a 37 °C y luego se decant6 el medio, se adicionaron
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200 pL/pozo de DMSO vy se leyo6 la densidad optica (DO) en un lector de
microplacas de ELISA (Dynatech® MR5000) a longitud de onda de 560 nm

y 630 nm como referencia”.

“Para determinar el porcentaje de células muertas se determind a partir
del promedio de las absorbancias obtenidas de controles tratados, asi como
también las no tratados. Para hallar el valor de ICsq se graficaron los valores

de concentracion de los extractos contra el porcentaje de viabilidad”.

Andlisis por MTT

“Este ensayo se basa en la reduccion metabodlica del Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Esta reaccion es
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un
compuesto coloreado de color azul (formazan), la coloracion nos permiti6
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. El
método MTT has sido utilizado por muchas investigaciones para medir

supervivencia y proliferacion celular”.

“Se mide la cantidad de células vivas que es proporcional a la cantidad

de formazan producido”. 42

Procesamiento de datos

Para la evaluacion estadistica de los datos obtenidos y posterior prueba

de la hipotesis se utilizo el programa Minitab 16.
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Debido a que los datos presentaron una distribucion normal se realizd
el andlisis de varianza, y al resultar significativo se aplicé estadistica
pardmetrica donde se aplico el Disefio Completamente Aleatorio (DCA),

con 3 repeticiones,

con un nivel de significancia (p<0,05), para la extraccion, con el

programa Minitab 16.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Resultados

Los resultados del estudio “Evaluacion in vitro de la citotoxicidad de
extractos fendlicos de pétalos de flores anaranjadas de Tropaeolum majus L.
en lineas celulares cancerigenas de mama” segun los objetivos planteados se

detalla en el analisis descriptivo correlacional de las variables lineas abajo.

En la tabla 3 se muestra el contenido de compuestos fenolicos totales

de los extractos segun el solvente.
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Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos de los extractos segun el

solvente
Solvente Contenido de compuestos
fenolicos (mg de AG/mL) de
extracto
Etanol 99% 486,58+1,08
Etanol:agua (80:20) 329,38+2,86
Metanol 99% 517,77+3,89
Metanol:agua (80:20) 701,81+3,90

Fuente: Elaboracion propia

Se realiz6 la prueba de normalidad para determinar si los datos

obtenidos siguen una distribucion normal utilizando Shapiro Wilks, que se

muestra en la figura 2.

Grafica de probabilidad de concentracion de fenolicos

Normal
9
Media 508.9
Desv.Est. 138.2
95 N 12
AD 0.670
=3 Valor P 0.060
80 4
70

Porcentaje
S

100 200 300 400 500 600 700 800 900
concentracion de fenolicos

Figura 2. Andlisis de normalidad para los datos obtenidos de contenido de compuestos

fendlicos para los extractos obtenidos con diferentes solventes.
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El valor de p es mayor que 0,05 (p>0,05), por lo que se acepta la
hipotesis nula que dice que los datos para compuestos fendlicos siguen una

distribucién normal.

Al seguir los datos una distribucion normal se realiz6 el analisis de

varianza mostrado en la tabla 4.

Tabla 4. Andlisis de varianza para el contenido de compuestos fenélicos

Fuente GL SC CM F P
Solvente 3 916.424 305.475 2153.81 0.000
Error 8 1.135 0.142

Total 11 917.559

e .

Del andlisis de varianza se obtuvo que el valor de “p” es menor que
0,05 por lo que se dice que la variable en estudio que es solvente muestra
diferencia estadistica entre los diferentes solventes utilizados para el contenido

de compuestos fenolicos.

Por lo que se realizé la prueba de comparacion de medias utilizando

el método de Tuckey, que se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de medias de los tratamientos el contenido de
compuestos fendlicos, utilizando el método de Tukey y una

confianza de 95.0%

solvente N Media  Agrupacion
4 3 75.263 A

3 3 65.305 B

1 3 58460 C

2 3 51614 D
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Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes.

De la tabla 5 se deduce que existe diferencia significativa para los
tratamientos siendo el solvente 4 que corresponde al metanol al 80% (metanol:

agua) el que extrae compuestos fendlicos en mayor cantidad.

Determinacion de capacidad antioxidante

En la siguiente tabla se muestran los resultados de la capacidad

antioxidante de los extractos obtenidos con diferentes solventes.

Tabla 6. Capacidad antioxidante de los extractos con diferentes solventes

Solvente % de inhibicion
Etanol 99% 58.46+0,51
Etanol:agua (80:20) 51.61+0,49
Metanol 99% 65.31+0,13
Metanol : agua (80:20) 75.26+0,23

Se realiz6 la prueba de normalidad para determinar si los datos
obtenido para la capacidad antioxidante de los extractos en estudio siguen una

distribucion normal utilizando Shapiro Wilks, que se muestra en la figura 3
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Grafica de probabilidad de capacidad antioxidante
Normal

Media 62.66
Desv.Est. 9.133
95 N 12
AD 0.483
o Valor P 0.186

Porcentaje
g

40 50 60 70 80 90
capacidad antioxidante

Figura 3. Analisis de normalidad para los datos obtenidos de capacidad
antioxidante para los extractos obtenidos con diferentes

solventes.

El valor de p es mayor que 0,05 (p>0,5), por lo que se acepta la
hipétesis nula que dice que los datos para capacidad antioxidante siguen una

distribucién normal.

Al seguir los datos una distribucion normal se realiz6 el anlisis de

varianza mostrado en la tabla 7.

Tabla 7. Analisis de varianza para la capacidad antioxidante

Fuente GL SC CM F P
solvente 3 916.424  305.475 2153.81 0.000
Error 8 1.135 0.142

Total 11 917.559
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Del andlisis de varianza se obtuvo que el valor de “p” es menor que
0,05 por lo que se dice que la variable en estudio que es tipo de solvente muestra
diferencia estadistica entre los solventes utilizados para la capacidad
antioxidante. Por lo que se realizO la prueba de comparacion de medias

utilizando Tuckey, que se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Comparacion de medias de los tratamientos para la capacidad

antioxidante, utilizando el método de Tukey y una confianza de

95.0%,
solvente N Media Agrupacion
4 3 75.263 A
3 3 65.305 B
1 3 58.460 C
2 3 51.614 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes

De la tabla 8 se deduce que existe diferencia significativa para los
tratamientos siendo el solvente 4 que corresponde al metanol al 80% (metanol:
agua) el que presenta una mayor capacidad antioxidante comparado con los

demas tratamientos.

Identificacion de compuestos fendlicos

Luego de determinar el solvente con mayor contenido de compuestos
fenolicos se realizo la identificacion por cromatografia liquida de alta presion,

que se muestran en la siguiente tabla.

68



Tabla 9. Identificacién de los compuestos fendlicos detectados en los
cromatogramas de pétalos anaranjados de mastuerzo
(Tropaeolum majus L.) por HPLC-DAD.

Tiempo de C .
Pico retencion oncentracion Fenolico asignado

(min) (mg/g)
19 26,70 0,41 Derivado de &cido hidroxicindmico?
1 27,05 1,13 Derivado de &cido hidroxicindmico?
2 30,08 0,99 Derivado de acido hidroxicinamico®
3 33,54 1,32 Derivado de 4cido hidroxicindmico®
5 40,45 3,57 Acido clorogénico

44,89 Antocianina (a)
8 52,12 0,85 Derivado de flavonol®
10 56,09 2,41 Derivado de flavonol®
11 58,33 0,59 Rutina
12 59,03 28,90 Derivado de flavonol®
13 61,32 2,82 Derivado de flavonol®
15 64,14 0,78 Derivado de flavonol®
16 65,44 1,48 Derivado de flavonol®
17 68,44 0,58 Derivado de flavonol®

Nota: @ Cuantifica® cuantificado como &cido cafeico. ® Cuantificado como acido

p-cumarico. ¢ Cuantificado como rutina.
Se observd que los compuestos fendlicos identificados fueron: acido cafeico, acido

cumarico, acido clorogénico, rutina.

Los espectros cromatofraficos se muestran en la figura 4.
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Figura 4. Perfil cromatogréafico de la flor de mastuerzo anaranjada a 320

nm

Citotoxicidad de los extractos fenolicos de flores anaranjadas sobre la

viabilidad de las células MCF-7

El ensayo de citotoxicidad con MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), que se basa en la capacidad de las enzimas
mitocondriales de células viables que transforman el MTT en cristales azules

conocidos como formazan.

En tabla 10 se muestra los porcentajes de viabilidad a diferentes

concentraciones de fendlicos de flores anaranjadas de mastuerzo.
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Tabla 10. Porcentajes de viabilidad de las células MCF-7 con las diferentes

concentraciones del extracto fenolico

Concentracion  Viabilidad Viabilidad Viabilidad Viabilidad
(ug de AG/mL) (%) (%) (%) (%)
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticién 3 Repeticién 4
20 102 102 102 102
40 95 95 95 95
80 82 82 83 83
120 70 72 69 72
200 14 14 14 14
Control negativo 100 100 100 100

La viabilidad se midié en funcion al control negativo sin extracto, tomado

como 100%.

Se observa que hubo una menor viabilidad celular a una concentracion

de 200 ug de AG/mL)
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Figura 5. Efecto de la concentracién de los extractos fendlicos de flores

anaranjadas de mastuerzo en la viabilidad celular de MCF-7

En la figura 5 se muestra el efecto de los extractos fenolicos de las flores

anaranjadas de mastuerzo, donde se observa que a medida que se incrementa

la concentracion del extracto la viabilidad disminuye.

71



Para determinar si existe diferencias estadisticas se realiz6 el anélisis de

varianza que se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Andlisis de varianza para el porcentaje de viabilidad celular

respecto a la concentracion de extractos fendlicos de flores

anaranjadas de mastuerzo

Fuente GL SC CM

concentracion 4 19704.65 4926.16 10913.65 0.000
Error 15 6.77 0.45

Total 19 19711.42

Del analisis de varianza se obtuvo que el valor de “p”” es menor que 0,05

por lo que se dice que la variable en estudio que es la concentracion de

compuestos fendlicos muestra diferencia estadistica entre las diferentes

concentraciones en la viabilidad celular. Por lo que se realiz6 la prueba de

comparacion de medias utilizando Tuckey, que se muestra en la tabla 12.

Tabla 12. Comparacion de medias de las concentraciones de compuestos

fendlicos, utilizando el método de Tukey y una confianza de

95.0%
concentracion N Media  Agrupacion
20 4 101.736 A
40 4 95.257 B
80 4 82.444 C
120 4 70.916 D
200 4 13.741 E
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

De la tabla 12 se deduce que existe diferencia significativa para las
diferentes concentraciones de compuestos fenolicos de flores de mastuerzo

anaranjadas.

Citotoxicidad de 5- FU sobre la viabilidad de las células MCF-7

Se evalu6 también la citotoxicidad del 5 — FU como un control positivo

a diferentes concentraciones, que se muestra en la tabla 13.

Tabla 13. Porcentajes de viabilidad de las células MCF-7 con las diferentes
concentraciones de 5 - FU
Concentracién Viabilidad Viabilidad Viabilidad Viabilidad

(ug/mL) (%) (%) (%) (%)
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Repeticion 4

500 102 102 102 102
1000 95 95 95 95
2000 82 82 83 83
4000 70 72 69 72
8000 14 14 14 14
Control negativo 100 100 100 100

La viabilidad se midié en funcion al control negativo sin extracto, tomado

como 100%.

Se observa en la tabla 13 que hubo menor viabilidad a una concentracion

de 8000 ug de 5-FU/mL
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Figura 6. Efecto de la concentracion 5 — FU en la viabilidad celular de

MCF-7

En la figura 6 se muestra la variacion del efecto de la concentracion de 5
—FU en laviabilidad celular de MCF-7. Se observé a medida que se incrementa

la concentracion de quimico la viabilidad celular es menor.

Para determinar si existe diferencia estadistica se realiz6 el analisis de

varianza que se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Analisis de varianza para el porcentaje de viabilidad celular
respecto a la concentracion 5-FU

Fuente GL SC CM F P
Concentracion 2 4 14615.35 3653.84 31379.51 0.000
Error 15 1.75 0.12

Total 19 14617.10
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Del anélisis de varianza se obtuvo un valor de “p” menor que 0,05 por lo

que se dice que la variable en estudio que es la concentracion de 5-UF muestra

diferencia estadistica entre las diferentes concentraciones en la viabilidad

celular. Por lo que se realizo la prueba de comparacién de media utilizando

Tuckey, que se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Comparacion de medias de las concentraciones de 5-UF,

utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0%,

Concentracion 2 N Media Agrupacion
500 4 107.038 A

1000 4 100.063 B

2000 4 75.558 C

4000 4 51.776 D

8000 4 36.758 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

De latabla 15 se deduce que existe diferencia altamente significativa para

las diferentes concentraciones de 5-FU.

Determinacién del valor de 1C50

Los valores de porcentaje de viabilidad fueron procesados en EXEL,

datos a los cuales se realiz6 una regresion de los datos para ajustarlos a una

curva sigmoidal para determinar la concentracion media inhibitoria de

crecimiento I1Csg
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Figura 7. Linea de tendencia para la determinacion del 1Cso

A partir de la ecuacion se halla el valor de Log ICsp cuyo resultado es

1,76.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria se halla el antilog

de 1,76, cuyo resultado es 57,54 ug de AG/mL.

Los resultados muestran que a medida que se incrementa la

concentracion de extracto fendlico existe menor viabilidad celular.

76



CAPITULO V

DISCUSION

5.1 De la extraccion de los compuestos fendlicos

La mayor concentracion de compuestos fenolicos se obtuvo con
metanol al 80%; solucion hidroalcohdlica, se realiz6 el analisis estadistico
respectivo determinandose que existe diferencia estadistica significativa del
solvente metanol: agua respecto a los demas tratamientos. Se justifica este
resultado debido a que el metanol es considerado un solvente protico es decir
“que tiene la capacidad de formar puentes de hidrégeno y muy buen solvente
de sustancias hidrofilicas. EI metanol y el agua tienen propiedades semejantes
debido a que ambos poseen grupos hidroxilo que pueden formar puente de

hidrégeno”*?.
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Por lo que el metanol forma puente de hidrégeno con el agua y por lo
tanto es miscible (soluble) en este solvente. Ademas, el metanol es muy buen
solvente de sustancias polares. De modo que los polifenoles al presentar en su
estructura grupos hidroxi (OH) unidos directamente a un anillo aromatico
presentan propiedades semejantes a los alcoholes, y por lo tanto su

disponibilidad para unirse con enlaces o puentes de hidrégeno e hidroxilo.

Existe referencia de otros trabajos de investigacion en la cual
estudiaron también el efecto de diferentes solventes en la extracciéon de
compuestos fendlicos, como Scherer y Godoy* en la comparacion de
extraccion de compuestos fendlicos de Xanthium strumarium econtrd
resultados similares al encontrado en el presente trabajo, donde determina al
metanol como el solvente con una mayor concentracion de compuestos

fenolicos totales.

Amensour et al.*3, al extraer los compuestos fendlicos y determiné la
capacidad antioxidante de Myrtus evalud diversos solventes para la extraccion
concluyendo que el metanol es el que tenia una mayor concentracién de

compuestos fenolicos.

Del mismo modo Aksov y colaboradores44 en la extraccion de
fenolicos totales de Thermopsis turcica evidenciaron que el metanol es el mejor

solvente para la extraccidon de compuestos fendlicos totales.

“Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas con
actividad antioxidante que incluye a los fenoles acidos y flavonoides. Se

identificé que los fenoles acidos inhiben la actividad de agentes mutagenos,
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estimulando la actividad de la enzima fenolsulfotransferasa implicada en la
destoxificacion de compuestos metabdlicos potencialmente tdxicos y que
ademas poseen actividad bactericida, razén por la cual se realiz6 la capacidad
antioxidante de los extractos. Al realizar el anlisis estadistico muestra que
existe diferencia estadistica significativa del solvente metanol: agua respecto a
los deméas solventes, esto se puede correlacionar con el contenido de

compuestos fenolicos”.

Del analisis de capacidad antioxidante de los extractos se puede
evidenciar que al incrementarse la concentracion de compuestos fenolicos
también se incrementa la capacidad antioxidante, siendo mayor en el extracto

metandélico.

Un antioxidante es un compuesto quimico que hallandose presente a
bajas concentraciones con respecto a las de un sustrato oxidable, tiene la
propiedad de retardar la oxidacion de dicho sustrato. Conocidos también
porque protegen el sistema celular de efectos potencialmente perjudiciales en

los procesos que pueden causar una oxidacion excesiva®®.

En el organismo “existen sistemas bioldégicamente activos conocidos
como antioxidantes cuya accion es proteger y contribuir al equilibrio
fisiolégico de este modo garantizando la vida. Existen estudios
epidemioldgicos, experimentales y clinicos que demostraron que los
antioxidantes proveen una eficacia bioldgica en la prevencion y en la
disminucion de los efectos de aquellas enfermedades que son producidas por

estrés oxidativo46. Los antioxidantes deberian estar presentes en el organismo
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en concentraciones suficientes que permita prevenir la acumulacién de

elementos prooxidantes”.

La accidn del antioxidante es tal que al “reaccionar con el radical libre
le cede un electrén, oxidandose a su vez y transformandose en un radical libre
débil que no es téxico. La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
es debida a sus propiedades redox, las cuales juegan un papel importante en la
absorcion y neutralizacion de radicales libres y en la descomposicion de
peroxidos. La relacion entre el contenido de fendlicos y la actividad
antioxidante de las hierbas medicinales tuvo una correlacion lineal positiva; el
resultado fue el mismo para las hierbas conocidas en el ambiente culinario y

muchas hierbas medicinales estudiadas”.*’

Zheng y Wang46 en su estudio demostrd que a mayor contenido de

compuestos fenolicos mayor es la actividad antioxidante.

Al realizar la identificacion de los compuestos fendlicos se identifico

acido cafeico, acido p-cumarico, rutina y acido clorogénico.

Existen trabajos relacionados a cada uno de estos componentes, tales
como Kanimozhi y Prasad47, que mencionan que el acido cafeico se encuentra
naturalmente en el café, las frutas, las verduras y el aceite de oliva y exhibe
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiproliferativas. Se ha
informado que el &cido cafeico posee propiedades antioxidantes en las células
normales y propiedades pro-oxidantes en las células cancerosas. Este dafio
oxidativo del ADN mediado por prooxidantes y su sefializaciéon induce la

muerte celular por cancer apoptético.
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El tratamiento con &cido cafeico ha mejorado los niveles de especies
reactivas del oxigeno y el potencial alterado de la membrana mitocondrial en
las células cancerosas HelLa y ME-180. ElI aumento de los cambios
morfologicos apoptdticos en células tratadas con CA también se ha observado
en células Hela y ME-180. Concluye que el acido cafeico posee un efecto

anticancerigeno a través de su propiedad pro-oxidante.

El &cido p-cumarico y acido clorogénico que también lo encontramos
en tomates, zanahorias, pifias, fresas, pimientos verdes, evita la unién del &cido
nitrico a las aminas para formar nitrosaminas que son cancerigenas. Elimina el
acido nitrico del organismo. Vinet, Araos, Gentina, Knox y Guzman48, en su
publicacion del estudio del &cido p-cumarico menciona que el &cido p-
cumarico es un metabolito vegetal ubicuo con propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y anticancerigenas. En el estudio se evalud los efectos
preventivos de p-CA sobre el deterioro dependiente del endotelio producido

por la glucosa alta (HG) (D-glucosa 25 mM) en la aorta toracica de rata aislada.

Ganeshpurkar y Saluja *°, en su estudio del potencial farcologico de
rutina menciona que La comunidad cientifica contemporanea ha reconocido
actualmente que los flavonoides son una clase Unica de moléculas terapéuticas
debido a sus diversas propiedades. De estos, la rutina, también conocido como
vitamina P o rutésido, ha sido explorado para una serie de efectos
farmacoldgicos. Las hojas de té, las manzanas y muchas mas poseen rutina
como uno de los componentes activos. En la actualidad la rutina ha sido
observado por su efecto nutracéutico con propiedades antioxidantes,

anticancerigenas, antiinflamatorias, hipocolesterolémica.
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De la citotoxicidad de los extractos fenolicos de flores anaranjadas de

mastuerzo

En los resultados se observd que a medida que se incrementa la
concentracion de compuesto fendlicos de flores anaranjadas de mastuerzo y del
quimico 5-FU la toxicidad aumenta. Verificindose también que la
citotoxicidad de los extractos fendlicos es mayor que el quimico utilizado

comercialmente.

Se determind que la dosis compuestos fenolicos necesaria para reducir

in vitro el 50 % de células cancerigenas de mama IC50 fue de 57,54 ug / mL.

Existen diversos trabajos publicados en bases de datos internacionales
referido al efecto que tienen los compuestos fenolicos en la inhibicién del

crecimiento de células cancerigenas.

Xu * en su estudio de los compuestos fendlicos de hongos encontré un
IC50 de 0,1 mg/mL después de 48 horas de exposicion, en lineas celulares de

cancer de mama y otros.

Sumathy ! al estudiar las actividades citotoxicas y pro-apoptéticas del
extracto de hoja de Croton bonplandianus Baill. contra la linea celular de

cancer de pulmdn A549, encontrd un valor de 1C50 de 15,68 ug/mL.

Maznah et al.> estudio las propiedades anticancerigenas y contenido
fenolico de extractos preparados secuencialmente de diferentes partes de
plantas medicinales Indigenas de Malasia, encontré un valor de IC50 de 8,51

ug/mL en céancer de colon.
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Yi * en su estudio de actividad anticancer de uvas y arandanos en

células cancerigenas de higado encontré un valor de IC50 de 0,5 a 3 ug/mL.

Como podemos observar el valor de IC50 varia de una materia prima a
otra esto debido especialmente a su composicién en compuestos fendlicos, en
el presente trabajo se identificaron &cido cafeico, acido cumaérico, acido

clorogénico y rutina.

También se atribuye la capacidad de inhibicién de crecimiento celular
a la actividad antioxidante determinado en el presente trabajo y presenta un
valor de 75 uM de trolox equivalente/100 mL de extracto. Se sabe ademas que
numerosos procesos fisioldgicos y bioquimicos en el cuerpo humano pueden
producir radicales libres centrados en oxigeno y otras especies de oxigeno
reactivo como subproductos. La sobreproduccion de tales radicales libres
puede causar dafio oxidativo a las biomoléculas (por ejemplo, lipidos,
proteinas, ADN), lo que eventualmente conduce a muchas enfermedades
cronicas, tales como aterosclerosis, cancer, diabetes, envejecimiento y otras
enfermedades degenerativas en humanos.*® Los estudios epidemiol6gicos han
demostrado que muchos de estos compuestos antioxidantes como los
compuestos fenolicos poseen actividades antiinflamatorias,
antiaterosclerdticas, antitumorales, antimutagénicas, anticancerigenas,
antibacterianas o antivirales en mayor o menor medida °* . La ingesta de
antioxidantes naturales se ha asociado con riesgos reducidos de cancer,
enfermedades cardiovasculares, diabetes y otras enfermedades asociadas con

el envejecimiento. %

83



Se tiene reportes que una amplia variedad de compuestos bioactivos,
especialmente compuestos fendlicos, poseen propiedades bioldgicas
importantes tales como actividades anticancerigenas, antivirales, antioxidantes
y antiinflamatorias. Los posibles efectos bioldgicos de diversos componentes
de frutas y verduras sugirieron un mecanismo plausible para efectos
protectores, como la reduccién del dafio oxidativo del ADN o el aumento de la

actividad de enzimas capaces de desintoxicar carcindgenos "8

Los acidos fenolicos son componentes extraidos de las plantas que se
encuentran en una amplia gama de alimentos vegetales comunmente
consumidos, como frutas, verduras, cereales, legumbres y bebidas. Las
principales funciones de los &cidos fendlicos en las plantas son la

pigmentacion, el crecimiento, la reproduccion y la resistencia a los patdgenos.

59,60
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CONCLUSIONES

El solvente metanol al 80% tiene un mejor rendimiento de extraccion de

compuestos fendlicos.

Los compuestos fenolicos identificados fueron acido cafeico, acido cumarico,
acido clorogénico y rutina, en los extractos fendlicos de flores anaranjadas de

mastuerzo.

Los extractos fenolicos de flores anaranjadas de mastuerzo muestran efecto
citotoxico en lineas celulares de cancer de mama MCF-7 a diversas

concentraciones.

Se determino que la dosis compuestos fenodlicos necesaria para reducir in vitro

el 50 % de células cancerigenas de mama IC50 fue de 57,54 ug / mL.
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RECOMENDACIONES

Realizar la separacion de los diferentes compuestos fenolicos y realizar las

pruebas de citotoxicidad.
Se recomienda continuar con el estudio en sistemas in vivo.

Determinar la citotoxicidad de otros materiales vegetales de la zona.
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Anexo 1. Instrumento de evaluacion

INSTRUMENTOS DE EVALUACION PARA LA CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN LOS
EXTRACTOS
LUGAR DE EVALUACION:
FECHA:
HORA:

ANALISTA:

y=0.3743X-
SOLVENTE |ABS1 |cl ABS2 c2 ABS 3 c3 promabs |0.0141 CONCENTRACION
Etanol 99%
Etanol:agua
(80:20)
Metanol
99%
Metanol :
agua (80:20)




INSTRUMENTOS DE EVALUACION PARA LA DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

LUGAR DE EVALUACION:
FECHA:
HORA:

ANALISTA:

SOLVENTE Ao Aml

Am?2

Am3

% inhibicién 1

% inhibicién 2

%
inhibicién 3

PROMEDIO

Etanol 99%

Etanol:agua (80:20)

Metanol 99%

Metanol : agua
(80:20)




INSTRUMENTOS DE EVALUACION PARA LA DETERMINACION DE VIABILIDAD CELULAR

LUGAR DE EVALUACION:

FECHA:

HORA:

ANALISTA:

concentracion
ug/ml

absorvancia

absorvancia
2

abosrvacnia
3

absorvancia
4

promedio

vial

via2

via3

viad

PROM

control
negativo




Anexo 2. Curva estandar de &cido gélico a 755 nm.
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Figura : Curva estandar de acido galico a 755 nm

Obteniendo la siguiente ecuacion:

y =0.3743 x - 0.0141 R2 = 0.9887

Donde:
Y: La densidad Optica o absorbancia leida de la muestra
X: El valor de fenoles totales expresados en equivalente de ug de AG/mL de

extracto metandlico



