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Abreviaturas

e A.G: acido galico

e A: acetato de etilo

e AAPH: 2-amidinopropano

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

e ABTS*: radical 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)
e ATP: adenosin tri fosfato

e BHT: butilhidroxitolueno

e C+: control positivo

e CAM: componentes de adhesién celular

e CAT: catalasa

e CCF: cromatografia en capa fina

e CM: cédncer de mama

e CS: control solvente

e CTE: cadena transportadora de electrones

e D: diclorometano

e DCEF: diclorofluoresceina

e DCFH2-DA: 2'-7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato

e DE: desviacién estandar

e DMSO: Dimetilsulféxido

e e-: electrones

e E: etanol

e EE: Equivalentes emodina

e EMT: transicién epitelio mesenquimal

e EO: estrés oxidativo

e FAB: fragmentacidén agente de bloqueo

e Fe II: ion de hierro II

e Fe III: ion de hierro III

e Fe: hierro

e FRAP: Ensayo del poder antioxidante reductor del hierro.
e GAE mg*L: acido galico miligramos de equivalentes de acido galico por litro

e GM: glandula mamaria



GSR: glutation reductasa

H: n-hexano

H+: hidrogeno

H,0;: peroxido de hidrégeno

HOe: radical hidroxilo

ICso: concentracion inhibitoria media
IL: interleucinas

M. caroliniana: Modiola caroliniana
MEC: matriz extracelular

MET: transicién epitelio mesenquimal
MMP: metaloproteinasas de matriz.
MnSOD: superdxido dismutasa de manganeso
02: oxigeno

05e-: radical superdxido

OMS: organizacion mundial de la salud
QE mg*L-1: miligramos de equivalentes de quercetina por litro
QT: quercetina

Redox: reduccién-oxidacién

RL: radical libre

RMN: resonancia magnética nuclear
RNS: especies reactivas del nitrégeno
ROS: especies reactivas de oxigeno
RTNF: factor de necrosis tumoral
SFB.: suero fetal bobino

SI: sistema Inmune

SRB: Sulforrodamina B

TAM: macrofagos asociados a tumores
TEM: transicion mesenquimal epitelial
TNFa: fator de necrosis tumoral
TP53: proteina supresora de tumores
TRAP: capacidad antioxidante total
TRX: TROLOX®: acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
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Resumen

El cdncer es una enfermedad no trasmisible que puede afectar a las mamas y las terapias que hoy
en dia se ofrecen suelen ser invasivas y costosas. Por ello el interés de encontrar nuevos y/o
mejorados tratamientos para controlar esta enfermedad. El cdncer se da por una serie de factores
y el impacto del microambiente tumoral es primordial para su progreso. Por ej. La relacion células
cancerosas y ROS o células cancerosas y compuestos antioxidantes. Ademas de ello se han descrito
otras caracteristicas propias del cancer como lo es la muerte celular y la migraciéon en procesos
metastasicos. En esta buUsqueda se presenta la fitoterapia como oportunidad y M. caroliniana es
una planta utilizada popularmente con fines medicinales, a la cual se le ha atribuido distintas
propiedades. Por lo tanto, nuestro objetivo ha sido evaluar los extractos de M. caroliniana con
respecto a los fitoconstituyentes, capacidad antioxidante, viabilidad celular, niveles de ROS vy
efectos sobre la migracion en lineas tumorales de mama. En cuanto a lo metodoldgico, a partir de
extractos de polaridad ascendente se analizé el contenido fitoquimico y la capacidad antioxidante
a través de espectrofotometria, la viabilidad celular mediante ensayos de citotoxicidad con
Sulforrodamina B, se midié la deteccién de ROS en las lineas tumorales MCF-7 y MDA-MB-231 y en
la linea no tumoral MCF-10A, y mediante el ensayo de membrana se midié migracion en la linea
MDA-MB-231. Los resultados arrojaron que los extractos de M. caroliniana, poseen fenoles,
flavonoides y antraquinonas, siendo los extractos diclorometano y acetato de etilo, los que
presentan la mayor concentracion de ellos. Ademas, los extractos de M. caroliniana poseen baja
capacidad antioxidante y reducen la viabilidad celular sin selectividad entre lineas tumorales y no
tumorales. También, los extractos de M. caroliniana elevan la generacion de ROS y reducen la
migracion celular en la linea MDA-MB-231. Los resultados obtenidos son competentes en términos
de propiedades anticancerigenas, evidenciando la capacidad para reducir la viabilidad en lineas
celulares tumorales y no tumorales, lo que sugiere que los efectos anticancerigenos podrian no
estar restringidos a células especificas. Por otra parte, el aumento de ROS podria ligarse con la
apoptosis y la baja en la migraciéon causada por los extractos podria tener un buen impacto en
cuanto a la inhibicién porcentual del desarrollo metastasico desde el tumor primario hacia otros
organos. Por estos hallazgos M. Caroliniana resulta ser potencialmente prometedora en el desarrollo

de terapias coadyuvantes o alternativas contra el cancer.

Palabras: extractos, citotoxicidad, cancer de mama, migracion, ROS, Modiola caroliniana.
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Introduccion

La mama

La mama, también llamado seno, son érganos que se presentan de a dos a cada lado de la linea
media y forman relieves ovoides o conicos, donde en su vértice se diferencia la areola mamaria y
el pezdén. Son de tamafios variables segln cada persona. En el caso de los varones son rudimentaria
y no desarrollan tejido glandular a diferencia de la mujer que si lo hace (1). A partir de tejido
ectodérmico, durante el desarrollo embrionario se origina la mama y en las mujeres comienza a
desarrollarse en la pubertad, bajo la influencia de estrégenos y progesterona, las cuales estan
reguladas por hormonas hipofisiarias, en respuesta a la GnRH hipotaldmica (2). La mama posee
caracteristicas distintivas que le diferencian de otros dérganos, en primer lugar, su funcion es
nutritiva hacia el lactante y se correlaciona con la supervivencia de este. En segundo lugar, el
sistema lobulillar pasa por cambios estructurales durante todo el largo de la vida, durante la
menarquia, embarazo y menopausia (3). Anatdmicamente, consta de una zona glandular apocrina
y un tejido subcutaneo que se ubica en la zona pectoral del térax, entre la segunda y sexta costilla.
Posee una glandula mamaria (GM) bajo la piel, de aspecto semiesférico con dos prolongaciones,
una axilar en esa direccion y una inferior dirigida al abdomen. La GM se compone de conductos y
lobulillos, de dos distinto tipos de células epiteliales, (las luminales y las mioepiteliales) y de dos
tipos de estroma (intralobulillar e interlobulillar). Ademas, la mama posee un ligamento suspensorio
gue se une a la superficie anterior de la GM, estableciendo zonas donde se acumula tejido adiposo
de forma variable. Cada uno de los elementos nombrados anteriormente pueden dar origen a
lesiones tanto benignas como malignas. (4).En la imagen N°1 se detallan las estructuras

anatémicas de la mama.
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Figura N°1 Anatomia de la mama femenina.

Lobulillos graldulares

Se muestra la mama y su conformacion anatémica. galatéforos

Seno galactéforo

Patologias de la mama

Al igual que cualquier otro 6rgano, este no esta libre de enfermedades, las que se pueden clasificar
en dos grandes grupos, en primera instancia tenemos las patologias benignas y luego las patologias
malignas.

Las patologias benignas representan un grupo de trastornos de amplia gama, que pueden definirse
como anormalidades descubiertas por pruebas de imagenes o por lesiones palpables encontradas
por autoexamen, o por reconocimiento de secrecion via pezon. Estas condiciones no malignas, por
lo general, no aumentan el riesgo de malignidad a través del tiempo en los pacientes.

Algunos autores indican que una buena clasificacién de las enfermedades no malignas es la

siguiente (5).
¢ Enfermedades no proliferativas: aumento de riesgo no sustancial.

e Trastornos proliferativos: aumento de riesgo leve-moderado.

e Hiperplasia atipica: aumento sustancial.
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La edad comprendida entre 15 y 30 afios es sobre todo el grupo de mayor incidencia con respecto
a las patologias benignas que afectan al drgano mamario, y dentro de ellos quienes tienen entre
21 y 30 aflos son el grupo a quienes mas repercuten. La lesidn mas comun es el fibroadenoma y
seguido de ello la fibroadenosis.

La patologia benigna se ha clasificado en 6 grandes grupos: Anomalias del desarrollo, trastornos
funcionales, procesos inflamatorios, procesos pseudotumorales, lesiones proliferativas y tumores
benignos. En cuanto a las patologias malignas, encontramos al cancer de mama y parecen ser mas
voluminosas y de una menor consistencia que los tumores benignos, poseen mayores cambios
quisticos y también se caracterizan por un aumento en la tasa mitética, ademas suelen presentar
células neoplasicas multinucleadas. Esta enfermedad representa un alto indice de mortalidad en la

poblacién mundial (6).

Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades no transmisibles de células que proliferan crdnica y
descontroladamente, que pueden dar origen a neoplasias, las neoplasias son nuevas formaciones
anormales de tejidos de caracteristicas tumorales benignas o malignas en alguna parte del cuerpo.
Estas diversas neoplasias confluyen en algunas caracteristicas que, mediante el analisis, nos
permiten constituir un marco légico para una mayor comprension de estas. Las Ultimas revisiones
en cuanto al contexto del céncer indican que los tumores son mucho mdas que una masa en
proliferacién y se propone que son tejidos complejos compuestos por variados tipos de células
disimiles, que participan interactuando heterotipicamente entre si. Y el origen de estos procesos
cancerosos se asocian al concepto “tumorigénesis”, el cual se define como: el origen produccién y
desarrollo de cancer, debido a cambios fenotipicos y genotipicos que alteran el desarrollo normal
entre la muerte y la proliferacion celular. Para comprender los procesos de tumorigénesis se debe
abarcar no tan solo los rasgos de las células cancerosas, sino que ademas debe incluirse la influencia

del microambiente tumoral en el crecimiento canceroso (7).

A través de diversos estudios, se ha llegado a consenso con respecto al cancer caracterizando a la
célula cancerigena, entre estas caracteristicas encontramos al mantenimiento de la sefalizacién
proliferativa, la evasion de supresores del crecimiento, la habilitacion de la inmortalidad replicativa,
la induccion de angiogénesis, la inestabilidad gendmica, la reprogramacion del metabolismo

energético celular, la inflamacién promotora de tumores, la evasion de la destruccién inmunitaria,
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la resistencia a la muerte celular y la activacion de invasién y metastasis (8). Por otro lado se ha
descrito que existe una relacion entre ROS y cancer (9). Caracteristica que sera abordada en esta
investigacion en conjunto con la resistencia a la muerte celular y la activacion e invasion de la

metastasis.

Resistencia a la muerte celular.

La apoptosis es un tipo de muerte celular regulada en la que las células reciben estimulos
extrinsecos o intrinsecos, para inducir su propia muerte (10). Existen dos rutas apoptéticas,
dependiendo del punto de inicio de esta. La via extrinseca y la via intrinseca. Esta ultima es el
proceso que comienza en las mitocondrias, las cuales son organelos membranosos que se encargan
de la generacion de energia celular y de la regulacién de la apoptosis, por lo tanto, la disfuncién
mitocondrial es un punto crucial en el proceso, ya que cuando la célula detecta sefiales de estrés
las mitocondrias liberan sefiales proapoptoticas como el citocromo c al citoplasma. Esta liberacion
de proteinas desencadena una cascada de sefalizacion que incluyen la activacién de la familia de
las caspasas que llevan a la fragmentacion del ADN y la desintegracion del citoesqueleto. A partir
de dafios o modificaciones en el ADN no permite a la célula continuar su ciclo y de este modo da
lugar a la muerte celular. Por otro lado, es posible que se produzca un estimulo desde el exterior
de la célula, lo que desencadena la via extrinseca de la apoptosis y la cual comienza cuando los
ligandos de muerte (citoquinas proapoptéticas y proinflamatorias) se unen a receptores con
dominio de muerte, como los del factor de necrosis tumoral (RTNF), que se encuentran en la
membrana celular (11). La maquinaria apoptética se compone de reguladores aguas arriba y aguas
abajo, los cuales derivan en la activacion de unas proteasas llamadas caspasas efectoras [8,9], que
permiten que se genere el proceso apoptotico (12).

En el caso de las células cancerosas, estas son capaces de superar la barrera regulatoria que genera
la apoptosis, produciéndose como consecuencia de ello la patogénesis del cancer. Las células
tumorales han desarrollado diferentes estrategias para eludir el mecanismo apoptético, ya sea
inhibiendo algunas funciones de supresores de tumores, como la proteina TP53, proteina que censa
el dafio al ADN, conocida como el guardian del genoma, que activa la apoptosis aumentando la
expresion de proteinas apoptoticas. Las células cancerosas eluden este mecanismo aumentando la
expresion de algunos reguladores antiapoptéticos, o llevando al alza sefiales de supervivencia, al
regular a la baja los factores proapoptéticos. Otra forma que también se ha descrito para inhibir la
actividad apoptoética, es interrumpir o bloquear el mecanismo normal de la via extrinseca ,la cual

se activa generalmente por ligandos que se unen a receptores de muerte que estan presentes en
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la superficie celular, activando cascadas intracelulares, que activan finalmente a caspasas

efectoras, las cuales producen la degradacién celular (8).

Metastasis

Esta caracteristica de las células cancerigenas corresponde a la capacidad de disociarse,
diseminarse y colonizar sitios secundarios discontinuos, vale decir hacer metastasis, esta invasion
ocurre a partir del tumor primario a través de su membrana basal y representa una interesante
diferencia qué distingue a un tumor de un cancer (7, 14). Se han descrito algunos obstaculos que
deben atravesar las células cancerosas para generar la colonizacion metastasica. Para ello deben
independizarse del tumor primario, desprendiéndose de este e infiltrandose en tejidos distantes,
deben evadir defensas del sistema inmunitario, adaptarse al nuevo nicho y sobrevivir como célula
iniciadora del tumor secundario latente (15). El proceso antes descrito se le conoce como transicion
epitelio mesenquimal (EMT) y para que ocurra es necesario que las uniones de adhesion celular se
desensamblen, se generen remodelaciones de citoesqueleto y se pierda la polaridad celular. En
cuanto al ambiente extracelular, es necesario qué ocurra la degradaciéon de la membrana basal
primaria, la construccion de nuevos complejos de adhesion y el desarrollo de una nueva matriz
extracelular para la generacién tumorigénica secundaria (16). Una de las principales causas de
muertes por cancer se debe a la metastasis, comprometiendo o6rganos vitales, y llevando a la

muerte alrededor del 90% de los pacientes que presentan este diagndstico (17).

ROS y cancer

Los organismos aerobios necesitan el oxigeno (02) para la produccion de energia (ATP). No
obstante, este puede llegar a ser toxico ya que también produce especies reactivas de oxigeno
(ROS) (18). Estas son moléculas pequefas altamente reactivas y algunas de ellas, poseen en su
ultima capa de valencia, electrones (e-) desapareados. A la cuentan con esta caracteristica se les
denomina radicales libres (RL). La ROS son subproductos del metabolismo normal del 02, aunque
también los hay subproductos del nitrégeno (N). Entre las ROS encontramos al oxigeno singletes
(0-2) el radical hidroxilo (¢OH), el anion superoxido (O2e-) y moléculas no radicales como el
peroxido de hidrégeno (H202) entre otras (19). En el contexto celular normal, se metaboliza la

mayor parte del 02 sin la formacion de intermediarios téxicos, sélo se genera aproximadamente
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un 5% de ROS (40) A bajas concentraciones los ROS tienen funciones de sefalizacion celular
regulando actividad mitégena y proliferacion, imitando y amplificando la reaccion de los factores
de crecimiento, también estan relacionadas con el metabolismo y muerte celular apoptodtica, entre
otras funciones descritas (20). Cuando hay mayor demanda de O2 (procesos inflamatorios, etapas
de crecimiento, desarrollo activo), se producen mas ROS y al ocurrir un exceso en la produccion de
ellos, se produce estrés oxidativo (EQ). El estrés oxidativo es un desequilibrio que ocurre entre la
produccion de ROS y los sistemas antioxidantes del organismos encargados de neutralizar los
efectos de los ROS. Este se da ya que la produccidn de estos metabolitos reactivos en contraste a
la capacidad regulatoria de estos que posee la célula como mecanismo de defensa antioxidante
para eliminarlos permite un delta a favor de los ROS y este aumento puede conducir dafio en
biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos presentes en la célula (29 - 31). Ante el
aumento de ROS, la célula ha desarrollado mecanismos antioxidantes de respuesta rapidas y
eficientes para impedir o remover la posible agresién a las biomoléculas blanco. Este sistema de
regulacidn permite que la célula llegue a la homeostasis redox y en consecuencia a la sobrevivencia
celular, aunque también puede haber una disminucién/afectacion en los mecanismos de

detoxificacion y con ello promover el EO (23).

Las ROS residen en varios organelos de una membrana como los peroxisomas, endosomas,
fagosomas y también en citosol, ademas se encuentra en organelos de doble membrana como las
mitocondrias en estas los ROS poseen una mayor actividad Este organelo de doble membrana que
realiza metabolismo aerdbico fisioldgico, se ha descrito como el responsable del envejecimiento
celular y de la mayor fuente enddgena de producciéon de ROS, como subproducto natural de la
cadena transportadora de electrones y de la sintesis de ATP, a partir de reacciones de oxigeno
molecular en el sistema de fosforilacion oxidativa (24-26). En este sistema, los e- procedentes del
NADH*H*, pasan secuencialmente a través del complejo I, la ubiquinona, el complejo III y el
citocromo c llegando al complejo IV, quien lo cederd al oxigeno molecular formando H2O.
Alternativamente los e- del FADH2, producto final de la succinato deshidrogenasa o complejo II,
asi como de otras enzimas como la glicerol- 3-P deshidrogenasa, la ETF-ubiquinona oxidorreductasa
(primera enzima de la B-oxidacion de los acidos grasos) o la dihidroorotato deshidrogenasa (una
enzima relacionada con la biosintesis de pirimidinas), pasan a la ubiquinona y son canalizados por
el complejo III, citocromo c y complejo IV para que lleguen finalmente hasta la reduccion del
oxigeno molecular. Es en este transporte que acabamos de describir, donde el oxigeno es reducido

antes de llegar al complejo IV y dan origen a las ROS (27).
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La presencia de ROS se asocia al proceso de envejecimiento y a una diversidad de estados
patoldgicos entre ellos la carcinogénesis (28). Estos procesos surgen entre otras posibilidades, a
partir de una amplia variedad de mutaciones genéticas que pueden estar causadas por la influencia
de diferentes agentes tanto extrinsecos como intrinsecos (29). En este punto, las ROS toma un rol
representativo en cuanto a entidad carcinogénica, ya que contribuye en las diferentes etapas de la
evolucién tumoral actuando como un inductor en la inestabilidad gendmica, también en las vias de
sefializacidn relacionadas a la supervivencia, a la proliferacién, a la resistencia, a la antiapoptosis,
a la angiogénesis y la metastasis, ya sea en células preneoplasicas como en células neoplasicas
(30). Los oncogenes activan procesos de transformacion tumoral que conllevan aumento en las
ROS y en el EO, proceso que finalmente decanta en la oxidacion de macromoléculas, como acidos
grasos, proteinas y acidos nucleicos presentes en células animales. Estas biomoléculas tienen
electrones en orbitales superficiales que pueden ser capturados mediante procesos oxidativos o ser

compartidos en reacciones nucleofilicas para formar compuestos o aductos (31).

Epidemiologia del cancer de mama en Chile y el mundo

Tanto para Europa occidental como para USA, el cancer posee una alta prevalencia en diagnosticos
y fallecimientos por esta causa. En EE.UU, el cancer es la segunda causa principal de muerte y en
2020, cuatro millones de personas fueron diagnosticadas con cancer de las que fallecieron 1.4
millones a causa de esta enfermedad (42, 43).

En cuanto al cancer de mama (CM), enfermedad sistémica, polimorfa y multifactorial, que se
caracteriza por el rapido desarrollo de la proliferacion desordenada y descontrolada de células con
genes mutados de distintas zonas de la mama, especificamente en las zonas epiteliales que revisten
los conductos y/o lobulillos de la glandula mamaria (55, 56).El CM es un problema global de salud
y cada afo se diagnostican millones de casos en todo el mundo. Solo en 2020, se registraron
alrededor de 2.2 millones de nuevos diagndsticos y se estima que 684.996 mujeres murieron en el
mundo a causa de esta enfermedad . Para el mismo afio en Latinoamérica causo la mayor cantidad
de muertes de la zona (43, - 46). Y el CM prevalece en mujeres de entre 40 y 50 afios, aunque
puede afectar a cualquier rango etario. Solo en Estados Unidos afecta a alrededor de una de cada
14 mujeres entre 35 y 54 afios de edad, y se proyecta que este nimero aumente inclusive

haciéndose presente en varones (42, 54).
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Para Chile en el 2017, el cancer fue calificado como la 2° causa de muerte en el pais, 1 de cada 4
muertes ocurre por enfermedades de origen carcinogénico, inclusive en algunas regiones del pais
esta patologia lleva la delantera causando el mayor nimero de decesos(40). Asi como sucede en
otros paises, Chile no estd exento de un cambio significativo en la estructura etaria, conductual y
de habitos de vida no saludables de la poblacién, los cuales han tenido efecto acrecentando la
morbimortalidad por enfermedades no transmisibles, las mas importantes en este caso son las
enfermedades cardiovasculares y el cancer, ya que corresponden a la primera y segunda causa de
muerte en el pais (41). El 2022 el ministerio de salud de Chile indicé que hubo 28.492 muertes
inscritas, por causas neoplasicas. Este mismo informe indicd que el afio 2015, hubo un aumento
progresivo a partir del afio 1997 (42). Hasta el afio 2018, siete son las regiones del pais que llevan
la delantera en términos de mortalidad vinculada a neoplasias. Estas regiones son: Arica y

Parinacota, Tarapaca, Antofagasta, Maule, Biobio, Los Lagos, Aysén(43).

Al establecer las relaciones de muertes por cancer y sexo en el afio 2015, se indica que las
principales causas de muerte en varones son cancer de estbmago, cancer de prdstata y cancer de
pulmén. En el caso de las mujeres, la delantera la toma el cadncer de mama con 1.511 muertes
(16,6 por cada 100.000 habitantes), sequido del cancer del pulmdn con 1.262 muertes (13,8 por
cada 100.000 habitantes) (41). El cancer de mama al igual que el resto de los carcinomas, posee
algunas células con capacidad migratoria e invasiva, capaces de generar tumores secundarios en
distintos érganos a partir de la mama. El CM generalmente al momento del diagndstico inicial
presentan escasa evidencia de diseminacion, y los tratamientos utilizados para detener el cancer
en las primeras etapas, permiten que haya propagacién entre un 20% y un 30% desde el tumor
primario hacia otros érganos, llevando de este modo a complicaciones en los pacientes e incluso a
la muerte debido a la diseminacion de esta enfermedad. En cuanto al cancer de mama, constituye
un problema para la salud a nivel mundial, ya que cada afo se diagnostican millones de casos, tan
solo en el 2020 esta cifra aumentd alrededor de 2.200.000 diagndsticos. El mayor porcentaje de
muertes por este particular cancer corresponde a paises del continente africano y también en la
Polinesia. En Africa el fallecimiento de las mujeres ocurrié con mayor incidencia antes de los 50
afios. En Latinoamérica y el Caribe, la incidencia del cancer de mama reporta al menos 210.000
casos nuevos durante el 2020 resultando ser la localizacién que posee mayor ahinco en cuanto a
la frecuencia y mortalidad por esta causa (33). Y en ese mismo afo se estima que 684.996 mujeres
murieron en el mundo a causa de esta enfermedad (44 45). En cuya instancia, a los pacientes se
les propone como primera opcién de tratamiento la cirugia para extirpar el tumor primario. Al
llevarse a cabo la cirugia, abre la posibilidad de que en la zona pueden quedar residuos de células

cancerosas con capacidad migratoria y estas se vuelvan focos metastasicos (46).
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Factores de riesgo para desarrollar cancer de mama.

Los factores de riesgo para desarrollar CM han sido analizados. Y en primera instancia encontramos
a la obesidad postmenopausica, como el factor mas importante, seguido de ello el no dar de lactar
o haberlo realizado por menos de 6 meses, una menarquia menos a 12 afios también esta dentro
de esta lista y en ultimo factor encontramos que tener un primer parto después de los 30 anos o
nuliparidad es influyente en el desarrollo de este tipo de carcinoma (47). Se ha observado una
estrecha relacion significativa entre el cancer de mama vy los factores de riesgo antes nombrados.
Los factores de riesgo del cancer de mama incrementan la posibilidad de la aparicién de este. Se
han clasificado los factores de riesgo del cancer de mama en dos grandes grupos, los primeros son
los no modificables que representan los factores genéticos y hormonales, y también tenemos el
grupo de los modificables, este Ultimo hace referencia a la relacién con el ambiente y estilo de vida
(48). Entre los no modificables estédn: La menarquia y factores genéticos (edad, raza, antecedentes
familiares de cancer de mama y las enfermedades benignas propias del paciente) (49). El segundo
grupo se relaciona con estilo de vida, el impacto del medio ambiente en el organismo, alimentacion,
consumo de tabaco y alcohol, actividad fisica realizada por la persona, sobrepeso y obesidad. Los
factores genéticos antes nombrados tienen una mayor contribucién al desarrollo de cancer de
mama (50). En cuanto a los factores genéticos el principal es la edad (a medida que aumenta esta,
aumenta el riesgo de padecerlo); también existe la influencia de otros factores como la
predisposicion genética (si estan presentes los genes BRCA1 y BRCA2), la obesidad, el consumo de
tabaco, la ingesta de alcohol, la aplicacién de terapia hormonal de reemplazo, no tener hijos o que

el primer hijo sea mayor a 35 afios de la madre, no dar leche materna y una vida sedentaria (51).

Técnicas de deteccidn de cancer de mama.

El cancer de mama puede ser detectable por el surgimiento de sintomas, pero en muchas ocasiones
no se presentan evidencias de estos, por ello es por lo que destaca la importancia de la realizacién
de pruebas de deteccién programadas. Las pruebas de deteccion temprana son capaces de
reconocer un cancer de seno cuando es pequefio y no se ha extendido, ello implicaria mejores
prondsticos y también mejoras en los resultados tras los tratamientos propuestos al paciente (52).

Las recomendaciones para las mujeres segun la edad son las siguientes:
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Las recomendaciones para las mujeres segun la edad son las siguientes:

e De 40 a 44 afios - realizacién de una mamografia
e De 45 a 54 afios = realizacion de una mamografia cada afio.

e De 55 afos en adelante - realizacion de una mamografia cada 1 o 2 afios.

La mamografia consiste en una exploracién diagndstica de la mama y la glandula mamaria,
mediante la utilizacion de un equipo de rayos X modificado, el mamaografo. Este aparato se compone
de un tubo de rayos X adaptados para adquirir la mejor resolucion posible en la visualizacién de las
estructuras fibroepiteliales de la GM. Su capacidad de identificacion de lesiones de minimas
dimensiones ha favorecido su utilizacién en examenes de rutina para detectar tumores antes de

gue se manifiesten clinicamente o puedan ser palpables (53).

Tratamientos convencionales y costos asociados

Existen un conjunto de métodos actuales para tratar el cancer incluido el de mama, entre estos
encontramos tratamientos que poseen en distintos costos asociados tras su aplicacion en el
paciente, algunos de ellos conllevan una baja efectividad y otros una alta secuela post tratamiento
(emocionales, sociales, econdmicos), dependiendo del tipo de cancer y etapa en la que esté, es la
propuesta de tratamiento que ofreceran los médicos. Por su parte el Instituto Nacional del Cancer
informa acerca de algunos tratamientos que nombraremos a continuacién. La cirugia,
inmunoterapia, quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida, terapia fotodindmica, terapia de
hipertermia, terapia con células madre y terapia hormonal, cada una de las cuales posee una forma

de accionar distinta pero que en comun poseen algunas desventajas y/o efectos secundarios (54).

Propuesta fitoterapia

Los organismos vegetales han evolucionado desarrollando distintos compuestos fitoquimicos que
forman parte de su naturaleza y estructura, donde algunos de ellos tienen actividad de defensa,
estructural y/o energética, mientras que otros cumplen distintas funciones, son los denominados
fitoquimicos (55). En estos reside un alto porcentaje de los principios activos de las plantas, que

son en realidad metabolitos primarios y secundarios, estos Ultimos de estructura relativamente
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compleja, que se diferencian de los primarios, porque estos estan universalmente distribuidos y
participan en la actividad celular de todo ser viviente (56). Por su parte si bien la investigacion
sobre productos naturales continla generando nuevos hallazgos moleculares con potenciales
bioactividades para tratamiento in vitro y clinico sobre distintas enfermedades, hasta el momento

se han establecido algunas clasificaciones de moléculas ya descritas (75).

Los principales tipos de fitoconstituyentes presentes en plantas son

Terpenoides y esteroides: Este término se refiere a un grupo de sustancias que tienen origenes
biosintéticos en comun y siguen la regla del isopropeno, desarrollada por Wallace en el afio 1866.
Depende el niumero de carbonos que tenga la molécula, se realiza la clasificacion. Entre estos

encontramos, aceites esenciales, iridoides, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, esteroides.

Compuestos fendlicos: Son un grupo de sustancias que poseen en comun un anillo aromatico con
un o mas sustituyentes hidroxilos y que se presentan generalmente como glicésidos. Son de
caracteristica polar y tiene tendencia a ser solubles en agua. Entre estos encontramos a los

flavonoides, cumarinas, cromenos y bendofuranos, xantonas, quinonas, lignanos.

Alcaloides: Estos son el grupo mas grande de metabolitos secundarios descritos hasta el momento.
Se encuentran en diferentes partes de la planta y se pueden encontrar en estado libre como
glucésidos o formando sales con acidos organicos. Se incluyen las sustancias que contienen 1 o
mas atomos de nitrégeno como parte de su sistema ciclico. Debido a la gran complejidad de
estructuras que presentan los alcaloides se clasifican segin su origen o clasifican segln la accién

fisioldgica que presentan. (66)

Los organismos vegetales al relacionarse con su entorno muchas veces oxidante, han desarrollado
sistemas de defensa para esto, mediante la formaciéon de moléculas antioxidantes, lo que ha logrado
amortiguar los efectos de radicales libres (RL), especies reactivas y oxidantes tanto exégenos como
enddgenos (57).Estas moléculas antioxidantes se pueden clasificar de la siguiente forma segun el

mecanismo de accion que realizan (58, 59):
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e Primarios > previene la formacion de RL.
Estos impiden la formacion de RL utilizando la descomposicién de H,0, o la quelacién de metales,
que participan en cadenas redox. Representantes de estos antioxidantes son la enzima catalasa, la
enzima glutatién peroxidasa, la enzima superéxido dismutasa, y algunas proteinas quelantes como

la transferrina o la ceruloplasmina.

e Secundarios - inactivan los radicales libres ya formados.
Estos también conocidos como los eliminadores o secuestrantes de RL (scavenger), inhiben el inicio
de la cadena y rompen su propagacion. Ejemplos de estos encontramos a las vitaminas A, C, Ey

coenzima Qio, a flavonoides y polifenoles.

e Terciarios = remedian el dafo oxidativo principalmente el ocasionado al ADN.
Son conocidos como de reparacion o también llamados sintesis de novo, reparan los dafios en el
ADN vy participan en la reconstruccidon de la membrana, ejemplos de estos son proteasas y

transferasas.

Como se menciona antes, en esta investigacion los bioconstituyentes celulares suelen ser un blanco
facil para distintos oxidantes por que sufren efectos adversos debido al desequilibrio que generan,
desestabilizando a las moléculas estructurales presentes en las células (60, 61). En base a lo
anterior, diversas enfermedades se han asociado al EO y los RL, por esta razén es que se han
propuesto, terapias ricas en antioxidantes, que van desde la ingesta de los compuestos, hasta la
extraccién y purificacién de sustancias antioxidantes con el objetivo de detener el deterioro
funcional producido por moléculas oxidantes en nuestras células. Estos distintos compuestos han
sido utilizados con fines medicinales, alimenticios, domésticos y cosméticos entre otros, en la
poblacién humana alrededor de todo el mundo (62-64). Terapéuticamente se pueden evaluar los
componentes vegetales para contribuir a mejoras en los tratamientos de las enfermedades, entre
ellas el cancer. Por ello es por lo que podemos establecer una relacién entre la salud humana y la
fitoquimica. Dentro de este contexto se propone que los extractos de la planta M. caroliniana

podrian contribuir como coadyuvante o tratamiento alternativo para el CM.
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Modiola caroliniana

M. caroliniana, es una especie vegetal que pertenece al Reino Plantae, y al Subreino Tracheobionta,
corresponde a la superdivision Spermatophyta y a la division Magnoliophyta, su clase es
Magnoliophyta y la Subclase es Dilleniidae perteneciente al orden de las Malvaceas (65). Su nombre
comun en Chile es péla- péla (pila pila), que significa muy fresco, es una “maleza” rastrera, que se
distribuye por casi todo Chile, la cual florece con un tono bermejo, (ver figura 4) (66) y se han
descrito la presencia de mucilagos en la planta (67). Culturalmente la etnia mapuche la ha utilizado
para fines antiinflamatorios, analgésico, depurativo, y emoliente, en aplicacién externa en heridas
y/o granos, utilizando formatos como cataplasmas o infusiones con la finalidad de curar afecciones
en érganos como el estdbmago, los bronquios o la piel. También, se le ha dado uso diurético y
cardiovascular, y algunos estudios han demostrado la capacidad hipotensora de los extracto de la
planta, e inclusive en algunas zonas del continente americano se le conoce como “sanalotodo” 79,
80).

Un estudio realizado en septiembre de 1977 indica que M. caroliniana es una especie invasora en
Chile y se encuentra a partir del afilo 1818 en 21 provincias del pais, desde la IV hasta la X regidn
incluida Juan Fernandez, con un rango alto de presencia (71, 72). Y en cuanto a su origen, parece
ser incierto y lo adjudican a Sudamérica, donde actualmente se ha encontrado con una alta
presencia en Argentina, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay e incluso en América del norte en U.S.A.
(73). En Europa se encuentra esta especie en lugares de temperaturas templadas, en algunas zonas
especificas de Espafia y Portugal (74). Es de habitat hUumedos y suelos fértiles, es una planta

rastrera, en Chile es comun encontrarla a orillas de caminos y en medio de siembras (75).

Actualmente en una farmacia en Chile se vende una solucién de Modiola en formato gotario, al cual
se indica como tratamiento complementario para la depresion, falta de animo y la desmotivacion
(76). Sin embargo, algunos estudios han demostrado la baja efectividad de M. caroliniana en
estados depresivos/ansiosos (75). Un estudio realizado para detectar componentes mayoritarios
concluyé que un extracto metandlico de M. caroliniana posee azucares reductores, mucilagos,
saponinas, flavonoides y a los menos un compuesto esteroideo unido a un anillo pentagonal no
saturado similar a los compuestos cardiotdnicos presentes en cardendlidos; y mediante analisis
HPLC MS-MS confirmaron la presencia de flavonoides, glucurénido de quercetina, metoxi-
quercetina ramnosa, derivados del acido clorogénico y derivados de apigenina ver figura N°2.
Ademas en el mismos estudio, se evalud la capacidad antioxidante indicando que posee una baja

capacidad antioxidante (77).
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Otro estudio indica que M. caroliniana ha sido evaluada en lineas tumorales HEPG2, HEP3B 2.1-7 y
sana PANC-1, a bajas concentraciones (100, 10, 1, 0.1 y 0.01 pg/mL), obteniéndose como
resultado que posee efectos estimulantes de la proliferacion y una nula actividad citotoxica en las
lineas celulares de pancreas e higado, tanto en células no tumorales como en células tumorales
(78).

a) b) <)

Figura N°4 imagenes de Modiola caroliniana. a) Imagen de la planta completa, b) Flor

caracteristica de M. caroliniana, c) Hoja de M. caroliniana.

Por los antecedentes expuestos es que surge el siguiente cuestionamiento: é{Los extractos de

Modiola caroliniana podrian tener efectos en procesos celulares asociados a carcinogénesis?
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Hipotesis

Los fitoconstituyentes en los extractos de Modiola caroliniana presentan actividad antioxidante,

disminuyen la viabilidad celular, aumentan los niveles de ROS y disminuyen la migracién celular en

las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar la concentracion de fitoconstituyentes y la capacidad antioxidante de los extractos
de Modiola caroliniana y sus efectos sobre la viabilidad celular, los niveles de ROS vy la
migracion celular en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB 231 y una

linea celular inmortalizada no tumoral de mama MCF-10A.

Objetivos especificos

Analizar la concentracion de fitoconstituyentes presentes en los extractos con polaridad
creciente de M. caroliniana.

Analizar la capacidad antioxidante de los extractos con polaridad creciente de M.
caroliniana.

Estudiar el efecto de los extractos de M. caroliniana sobre la citotoxicidad en las lineas
celulares de cancer de mama ( MCF-7 y MDA-MB 231) y la linea celular no tumoral (MCF-
10A).

Determinar el efecto de los extractos de M. caroliniana sobre los niveles de especies
reactivas de oxigeno ROS en las lineas celulares de cancer de mama ( MCF-7 y MDA-MB
231) y la linea celular no tumoral (MCF-10A).

Evaluar el efecto de los extractos de M. caroliniana sobre la migracién celular en las lineas
celulares de cancer de mama ( MCF-7 y MDA-MB 231) y la linea celular no tumoral (MCF-
10A).
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Metodologia.

Tipo de investigacion

La presente investigacidn es del tipo experimental in vitro, cuantitativo, transversal y prospectivo.

Disefio de investigacion

Disefio de investigacion metodolégica

Recoleccion del material vegetal

Hex
DCM
AcOEt
EtOH

Obtencion de los extractos secuenciales

* Fenoles i23ci0
« Flavonoides Determinacion de  Prkaaslialil
« Antraquinonas Fitoconstituyentes l

Viabilidad celular
) Ensayos
Cultivo celular ROS
. TRAP MCF-7 Migracion celular
. FRAP Cap-ac[dad *  MDA-MB-231
. DPPH antioxidante *  MCF-10A

Figura N°5: Disefio experimental general de la investigacion

Coleccion de Modiola caroliniana

M. caroliniana se colecciond en la regién del Maule especificamente en la localidad de Vara Gruesa,
(Latitud -35.830491393678024 y Longitud -71.52530907144342). La identificacion de las especies
fue asistida por Pamela Ramirez encargada del Herbario de Botanica VALPL de la Universidad de
Playa Ancha Ciencias de la Educacion.
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Obtencion de extractos

Una extraccion a partir de material vegetal ocurre cuando se ponen en contacto dos fases
inmiscibles, las cuales pueden ser liquidas, gaseosas o sélidas. El mecanismo de extraccion se basa
en la separacion de componentes tras la adicion de un disolvente que selectivamente lo disuelve
(79). El material fue secado en estufa a 40°C por 2 semanas, triturado y mezclado con solventes
de polaridad ascendente y asistido con sonicacion. Los solventes que se utilizaron fueron cuatro,
n-hexano (H) para adquirir compuestos de tipo lipidico, diclorometano (D) extrae principalmente
terpenoides, acetato de etilo (A) para obtener polifenoles y finalmente etanol (E) para extraer
especialmente flavonoides. Luego de ello, mediante rotavaporacion, se separaron los solventes del
material vegetal obteniéndose asi la extraccion de trabajo (ver figura 6), las que fueron utilizadas
para desarrollar los diferentes ensayos de caracterizacion y bioldgicas. A partir de cada uno de los
extractos, se generaron diluciones los que llamaremos extractos madre de (H-D-A-E) a las
siguientes proporciones, a 50mg de extracto madre por 1mL de E, y de ellos se realizaron los

ensayos que detallaremos en este apartado (90).

Ty

Figura 6: Viales ambar con los extractos realizados. MH: Extracto n-hexano de M. caroliniana; MD:
Extracto diclorometano de M. caroliniana;, MA: Extracto acetato de etilo de M. caroliniana;, ME:

Extracto de etanol de M. caroliniana.

Para cumplir con los objetivos propuestos en esta investigacion se llevaron a cabo las siguientes
actividades:

e Estimacion de fitoconstituyentes.

e Andlisis de capacidad antioxidante.

e Estudio de citotoxicidad.

e Evaluacién de la producciéon de ROS.

e Evaluacién de migracion.
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Evaluacion de los fitoconstituyentes.

Contenido de fenoles totales

En este ensayo se utilizé el reactivo Folin & Ciocalteu como medida del contenido en compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. El reactivo permitié obtener el contenido de polifenoles
mediante espectrofotometria, ya que este compuesto reacciona con moléculas organicas que

presentan uno o mas anillos aromaticos hidroxilados a pH basico (92).

Para desarrollar este experimento se utilizd el reactivo antes mencionado en una proporcion 1:10,
protegiéndolo de la luz ya que es fotosensible. El experimento se realizé por triplicado y para cada
muestra se mezcld 500 pL (1mg/1mL) de los extractos de M. caroliniana (H-D-A-E) con el reactivo
Folin & Ciocalteau (2,5 mL). Ademas, se prepardé una muestra control, que en este caso le
llamaremos muestra blanco, el cual se prepard con 500 uL de etanol. Una vez realizada la mezcla
se agitd e incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Transcurrido el tiempo, la solucién fue
mezclada con carbonato de sodio Na2CO3 (2mL) y a mezcla fue agitada e incubada (resguardandola
de la luz) a temperatura ambiente, durante 2 horas. Finalmente, se evalud por espectrofotometria
a 700 nm y los datos de absorbancia se cuantificaron con relaciéon a una curva patrén calibrado de
acido galico. El total del contenido de polifenoles fue expresado en mili mol de equivalentes a acido
gélico GAE (mg*L!)

Contenido de flavonoides totales

Mediante reacciones con compuestos con AICl3; se determinaron contenidos de flavonoides mediante
espectrofotometria, al formarse un quelato coloreado. Este ensayo se realizd por triplicado. Se
mezclaron 5 mL de cada extracto (H-D-A-E) (1mg/mL) con 5 mL de solucién AICI3 al 2% en E y se
dejo reaccionar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron analizadas a una
longitud de onda de 415 nm mediante absorbancia. Los datos fueron extrapolados en una curva de
calibrado de quercetina. El resultado total de flavonoides se expresd en milimol equivalentes en
quercetina (QE mg*L1) (80).
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Contenido de antraquinonas totales

Tal como se realizd el ensayo para la determinacidon de la presencia de flavonoides, las
antraquinonas son estructuras quimicas capaces de formar quelatos cuando reaccionan con AICl3,
la diferencia radica en la longitud de onda con la que se reconocen, para estas la longitud de onda
es de 485 nm. Para esto, se mezcld 5 mL de extracto (1mg/mL) con 5 mL de una solucién de AICI3
(2% en E) y se dejod reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguido de ello se obtuvo
la absorbancia de cada extracto, y mediante espectrofotometria, a la longitud de onda de 485 nm
se leyeron los resultados para luego extrapolarlos en una curva estandar de emodina (EE). Las
antraquinonas totales fueron expresadas en milimol de equivalentes de emodina (EE mg*L1). Este

analisis fue realizado por triplicado (94).

Prueba de capacidad antioxidante total:

TRAP

Capacidad antioxidante total.

El potencial antioxidante de reactividad total se utiliza para evaluar la capacidad antioxidante de
los metabolitos secundarios presentes en la muestra. Para esto se utilizaron los reactivos 2,2'-
azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico) (ABTS) a 150uM y 2 amidino propano (ABAP) a 10
MM, donde ambos se mezclaron en una proporcién 1:1, y se mantuvieron a 45C° durante 30
minutos. Esta reaccién tiene una coloracion caracteristica verdeazulada. Se preparé una muestra
blanco con 1 mL de ABTS y las muestras problemas a analizar se prepararon 1mL de mezcla y 10
ML de extracto. La lectura se realiz6 a 734 nm cada 10 segundos hasta completar 50 segundos en
total (95). Para analizar los resultados se utilizé la siguiente ecuacién 1:

Ecuacién 1> A =A0—-A50’
A30°

La capacidad total de antioxidantes para TRAP se expresé en equivalentes mM Trolox (TEAC uM)

con una curva estandar para Trolox®. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
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FRAP

Ensayo del poder antioxidante reductor del hierro.

Es una técnica que se utiliza frecuentemente para la determinacidn de la capacidad antioxidante en
extractos mediante el poder reductor férrico. El ensayo evalla el poder que tienen los extractos de
reducir Fe*3 a Fe*2 ,mediante el reactivo FRAP el cual presenta 3 componentes, una solucidon Buffer
acetato de 300mM, el reactivo 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triacin (TPTZ) a 10mM y cloruro férrico a 20mM,
en las proporciones 10:1:1. Esta mezcla se debe utilizar de forma inmediata. Se prepard una
muestra blanco con 300 pL de la mezcla, mas 300 pL de H,O y 100 uL de E. Para las muestras de
nuestro interés, se prepararon 300 pL de mezcla mas 300 pL de agua y 100 pL de la muestra a
trabajar(1mg/mL). Una vez lista la mezcla, se incubaron a temperatura ambiente durante 30
minutos y se leyeron a una longitud de onda de 593 nm. Los valores de absorbancia fueron
extrapolados en una curva de calibrado de TROLOX® y expresados como TEAC (Mm) (81).

DPPHe

Ensayo de actividad secuestradora de DPPHe.

Mediante la actividad captadora del RL DPPHe (2,2 -dinitrofenil-1-picrilhidracil), se evalla la
capacidad antioxidante de las muestras a tratar, en este caso de la planta M. caroliniana. Para
desarrollar esta técnica se utilizd DPPHe a 50 uM en E absoluto, y se aumento el volumen hasta
aforar a 250mL sonicandolo. La muestra blanco se prepard con E y se midio la absorbancia a una
longitud de onda de 517 nm, obtenido de este modo (to). Para el resto de las muestras se realizaron
triplicado y se prepararon de la siguiente forma: 2,9mL de DPPHe +100 pL de extractos (10, 5y 1
mg/mL), se midié la absorbancia a 517 nm, tras 15 minutos de incubacién. La determinacion de la
absorbancia esta medida por el descuento del color que se obtiene, entre la muestra blanco y las

muestras problemas, y se calculd el % de secuestro del radical DPPHe con la ecuacion 2 (82).

Porcentaje de secuestro (%) = (Abs0- Abs 15° - Abs color) x 100
AbsO

Ecuaciéon 2 >

El resultado obtenido para cada concentracidon por extracto nos permitié calcular el ICso, que

representa la concentracion de extracto que causa el secuestro del 50% del radical DPPHe.
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Lineas celulares

Las lineas celulares procedentes de cancer de mama sobre las que se genero la evaluacion son
MCF-7 y MDA-MB 231 y la linea celular inmortalizada de mama no tumoral utilizada como control
corresponde a MCF-10A (98 - 100).

e MCF-7 (ATCC codigo HTB-22) Adenocarcinoma de mama, proveniente de tejido glandular

mamario.

e MDA-MB-231 (ATCC codigo HTB-26) Adenocarcinoma de mama proveniente de tejido

glandular mamario derivado del sitio metastasico.

e MCF-10A (ATCC) Célula epitelial de glandula mamaria no tumorigénica.

Evaluacion de viabilidad celular

En placas de 96 pocillos se agregd medio de cultivo es DMEM-Ham “s F12 complementado con suero
fetal bovino 10%, estreptomicina a 100 pg/mL y penicilina a 100 yg/mL. Fueron sembradas 5x103
células por pocillo, las cuales se obtuvieron de la siguiente manera: Las células de las diferentes
lineas a tratar fueron lavadas, tripsinizadas para posteriormente ser puestas en los pocillos. Una
vez listas las placas con sus respectivas lineas celulares, se procedié a generar los tratamientos.
Para ello, los extractos secuenciales de polaridad ascendente (H-D-A-E) de M. caroliniana ya
diluidos en etanol a [50mg/mL] (Solucién madre) se mantuvieron a -20°C. Para la realizacién de
cada experimento se prepard un volumen especifico de solucién de trabajo diluyendo 1:10 en Agua
estéril, la solucién madre, la cual se aplicd en los volimenes 10, 5, 2.5 y 1.25 pL en cada pocillo,
por cuadruplicado. Seguido de esto, las células fueron incubadas a 37°C con atmodsfera 5%
C0,/95% 0O, y tratadas con los extractos a las concentraciones indicadas durante 72h. Pasado el
tiempo, las células se fijaron con acido tricloroacético (TCA) al 50% con un volumen de 25 pL/pocillo
e incubadas a 4°C durante 1h. Luego las células fueron lavadas con agua destilada, 3 veces
mediante el mecanismo de inmersion. Después de lo cual, las células se tifieron con 0,1% de
Sulforrodamina B (SRB) disuelta en 1% de acido acético (50 pL/pocillo) durante 30 min y finalmente
fueron lavadas 3 veces con acido acético al 1% con un volumen de 150 pL/pocillo para eliminar el
colorante no unido. Para realizar la lectura de las placas, se utilizé 100 pL/pocillo de Tris Base a
100mM, y se analizé la densidad celular en un lector de placas a 540 nm (86).
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Evaluacion ROS por citometria de flujo

La produccién de ROS en cada tratamiento fue medida usando la sonda fluorescente 2'-7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH2-DA), sensible, lineal y precisa para la determinacién
de ROS. La sonda difunde a través de la membrana celular, donde es deacetilada por enzimas
esterasas citosolicas y es transformada en un compuesto no fluorescente e impermeable llamado
2'-7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH2). El DCFH2, en presencia de ROS o RNS, es oxidado por
dos electrones en dos sitios de su estructura (como se muestra en la Figura 7 y se convierte en 2" -
7 "-diclorofluoresceina (DCF), compuesto fluorescente. La DCF tiene un méaximo de absorcion a 503
nm y un maximo de emision a 523 nm en solucién acuosa y la intensidad de la fluorescencia dentro

de las células es proporcional a la cantidad de ROS producido (87).
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DCFH, DCF
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5o rY ’I L. ot - ROS < o =
/ w7 TR W 0 B ————————
/[, : - E)eacetllauon o
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No fluorescente 2

Membrana celular

Figura 7: Esquema de la sonda fluorescente 2’-7’-diclorodihidrofluoresceina al ingresar a la

célula y tornarse fluorescente en presencia de ROS.
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La DCFH2-DA a 10mM, se mantuvo en oscuridad y se agregé en las placas de 12 pocillos sembradas
con 1x10° células previamente, manteniéndolas durante 24h a 37°C con 5% de CO, y 100%
humedad relativa, antes de aplicar los tratamientos experimentales. Se agrego la solucién con la
sonda DCFH,-DA (10mM) para llegar a una concentracion 20 uM en los pocillos de la placa donde
se sembraron las células. Ademas, se mantuvo un pocillo sin tratamiento como CS y posterior a
esto se mantuvieron durante 30 a 60 minutos en oscuridad. Se elimind el medio y se agregd cada
uno de los tratamientos experimentales, como se explica a continuacion: los extractos secuenciales
(H- D A- E) de M. caroliniana a un ICsp 200 (ug/ mL), ademas se utilizé como control positivo (C+)
a 2-amidinopropano (AAPH) y se dejé un pocillo sin tratar como control (CS). Tras la aplicacién de
los tratamientos, se dejo actuar durante toda la noche. Se recogié el medio celular en un tubo
Eppendorf, se lavé y tripsinizd las células de los pocillos y se recogié todo en el mismo tubo
eppendorf. Seguido de ello se centrifugd a 1500 rpm durante 7 minutos, se eliminé el sobrenadante
y se realiz6 la resuspenciéon en 500 pL de PBS. Finalmente se analizd en el citdmetro de flujo con

una excitacion de 488 nm y de emision 550nm.

Migracidn mediante ensayo de la camara

Para este método se utilizd placas con 6 pocillos, cada uno con 3X105 células por pocillos,
resuspendidas en 2mL de medio incubadas por 24h antes de la aplicacion del tratamiento. El
tratamiento consistid en la aplicacion de los extractos secuenciales (H- D- A- E) a la concentracién
del ICs0 250 pug/ mL y se dejé actuar durante 24h. Posterior a ello, las células de cada pocillo fueron
tripsinizadas y centrifugadas cada uno por separado para asi ser llevadas a la cdmara de migracion.
La camara de migracién consta de un pocillo para tejido de cultivo celular de 8 mm de didmetro,
con una membrana porosa (cada poro de 8,0 um de didmetro), que se coloca en una placa de 24
pocillos para formar dos compartimentos (Ver figura 8). En el compartimento inferior se le agregé
250 pL de medio completo con10% de suero fetal bovino SFB. En el pocillo superior, el cual fue
sembrado con 2x105, células con SFB suplementado al 1%), se agregd medio incompleto de 10
mL de medio PBS y 2 mL tripsina. Esta diferencia de concentracién del medio permite que se forme
un gradiente de concentracidn quimiotdactico in vitro para las células, con el objetivo de inducir la
migracién. La membrana fue retirada de la cdmara y las células adheridas a la parte inferior de
esta fueron fijadas y tefiidas con 100 pL de cristal violeta al 0,1 % p/v en metanol al 50% v/v
durante 5’ y luego lavadas con agua destilada para retirar el exceso de colorante. Luego, las células

adheridas a la membrana se contaron en 40 campos a 40X en un microscopio éptico (88).
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Figura N°8 camara de migracion. En esta figura se observa la camara de migracidon que contiene
un medio incompleto en el compartimento superior, con la membrana porosa en su inferior. Esta
esta en contacto con el medio completo que esta inmerso en el compartimento inferior (8A). En la
membrana las células estan en la parte superior. En la figura (8B) las células migraron hacia la
parte inferior de la membrana porosa. Imagen obtenida del protocolo de migracién del laboratorio
de Bioensayos de la Universidad de Valparaiso, facultad de Medicina a cargo del Dr. Joan Villena

Garcia.

Para obtener el % de migracién se utiliza la siguiente ecuacién 3:

Ecuacion 3 > %MIGRACION= N° CELULAS TRAT(H) X100
N°¢ CELULAS CONTROL
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Estadistica

Los datos obtenidos durante esta investigacion fueron sometidos a andlisis estadisticos, y los
resultados de las pruebas de distribucién precisan con qué tipos de datos nos encontramos,
pudiendo ser estos paramétricos o no parameétricos. Para datos paramétricos, se utilizé ANOVA one
way y para datos no paramétricos se utilizo ANOVA Kruskal-Wallis. El nivel de significancia fue de
0,05 para este estudio y los datos se presentan utilizando media + desviacion estandar (SD). Los
softwares que se utilizaron fueron el Graph Pad Prism, Sigma Plot 12.0, Estatistica 7.0. Todos los

resultados en graficos o tablas se presentan en SD y promedio.

No aplica comité de ética/bioética y bioseguridad.
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Resultados

Obtencidon extraccion secuenciales

Como resultado de la extraccidon se obtuvieron cuatro extractos de polaridad ascendente (H-D-A-
E) de la especie M. caroliniana. Estos extractos fueron utilizados para evaluar la composicién de
fitoconstituyentes, la capacidad antioxidante y analizar el efecto sobre la viabilidad celular, la
generacion de ROS y la migracion celular en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-
MB-231.

Tabla N°1 Rendimiento de los extractos.

El mayor rendimiento se obtuvo para el extracto de E con un 4,47 %, seguido de ello fue A con un

3,05% vy el porcentaje menor es para H con un % 1,53% en rendimiento.

Solvente Extracto seco Rendimiento
(gr) %
H 2,73 1,53
D 1,15 2,90
A 0,84 3,05
E 1,60 4,47
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Fitoconstituyentes

Concentracion de fitoconstituyentes de M. caroliniana

Las plantas son una rica fuente en diferentes tipos de sustancias que se relacionan con diversas
actividades bioldgicas, de ahi la relevancia de conocer la composicién de fitoconstituyentes (56).
En este trabajo se analizaron los siguientes grupos de fitoconstituyentes: fenoles, flavonoides y

antraquinonas.

Estimacion de fenoles totales:

Los fenoles son metabolitos secundarios que producen las plantas y que se han asociados con
diversas propiedades, taxondmicas, sensoriales, nutricionales y farmacoldgicas (89, 89). Por ello
la necesidad de realizar la cuantificacion de estos constituyentes presentes en los extractos
secuenciales: n-hexano, dicloro metano, acetato de etilo y etanol de M. caroliniana.

Para el analisis de fenoles se utiliza una curva de calibrado de acido galico, mediante la cual se
determinan los equivalentes de acido galico GAE (mg*L ) para cada uno de los extractos de M.

caroliniana, 1o cual se muestra en el figura N°9.
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Figura N°9 Estimacion de fenoles totales. Fenoles totales GAE (mg*L!) presentes extractos de
Modiola caroliniana. H: n-hexano; D: diclorometano; A: acetato de etilo; E: etanol. n=3, promedio
+ DE.
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La figura N°9 muestra que, para el caso de Fenoles Totales, GAE mg*L! el extracto D obtuvo la
mayor cantidad con 30,99 + 3,59 GAE mg*L! con valores similares a, A (29,1 + 4,14) y H (28,92+
1,89) en cuanto a E, hubo una mayor diferencia con un valor menor (24,89 + 6,86). Tras realizar
el analisis estadistico de los extractos realizados de la especie con respecto a la concentracién de
fenoles totales, se obtuvo un p= 0,516 lo que indica que no hay diferencia significativa entre ellos.

Las concentraciones a las que se realizaron las evaluaciones de los extractos son de 1mg/1mL.

Estimacion de flavonoides totales.

Para el analisis de flavonoides, se utilizd la curva de calibrado de quercetina, incluyendo los datos
obtenidos en cada uno de los extractos de M. caroliniana. Los valores se expresaron como

equivalentes de quercetina (QE mg*L1) lo cual se muestra en la figura N°10.
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Figura N°10 Estimacion de flavonoides totales. Flavonoides totales (QE mg* L) de extractos
de M. caroliniana. H: n-hexano; D: diclorometano; A: acetato de etilo; E: etanol. (n=3, promedio,
DE), p<0,05, las columnas que presentan un asterisco (*) sobre ellas representan la diferencia
significativa con las otras.

Para flavonoides totales el valor mas alto lo lleva el extracto D (108,42 + 2,13 QE mg*L!), en
segundo lugar, el extracto A (99,41 + 5,13 QE mg*L!), seguido de esto encontramos Al extracto
H (64,99 + 3,48 QE mg*L1) y en ultimo lugar a E (40,17 + 3,77 QE mg*L!). Ademas, el resultado
de p= 0,0156indica que existe diferencia significativa entre los extractos, siendo D y A los extractos
con mayor concentracidn de este fitoconstituyente .
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Estimacidon de antraquinonas totales.
Para analizar el contenido de antraquinonas presentes en los extractos de M. caroliniana se utilizé

la curva de calibrado de emodina, mediante el cual se interpolan los datos obteniéndose valores de

antraquinonas en (EE mg*L! ) para cada una de las muestras de extractos. Ver figura N°11.
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Figura N°11 Estimacion de antraquinonas totales. La estimacion de antraquinonas totales (EE*
mg*L!) en base a los extractos de M. caroliniana. H: n-hexano; D: diclorometano; A: acetato de
etilo; E: etanol. (n=3, promedio, DE) p< 0,05. Las columnas que presentan asterisco (*) sobre

ellas representan la diferencia significativa con las otras.

El analisis estadistico del contenido total de antraquinonas en los extractos de M. caroliniana arrojo
un p= 0,0216, por lo tanto, hay diferencia significativa entre el contenido de antraquinonas de
estos extractos evaluados y se puede observar en la figura N°11 que los extractos de polaridad
media (D y A) obtuvieron los resultados mas elevados. El valor mas alto es para D (14,25 + 0,89
EE mg*L1), seguido de ello encontramos al extracto A (12,72 + 2,07 EE mg*L!), el tercer lugar
es para H (6,76 + 0,234 EE mg*L!) y finalmente E (5,68 + 0,68 EE mg*L1).
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Capacidad antioxidante total para M. caroliniana.

La capacidad antioxidante que presentan los extractos de M. caroliniana fue determinada por
ensayos fotométricos TRAP, FRAP. y DPPHe. Estos nos entregaran un panorama de la capacidad

antioxidante de los extractos en estudio.

Capacidad antioxidante total TRAP

La capacidad antioxidante total TRAP, se basa en la capacidad de algunos antioxidantes de
secuestrar un electrén desapareado del radical blanco. Para esto se utiliza el radical estable 2,2'-
azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico) (ABTSe), que presenta un color azulado y su
absorbancia es calculada por espectrofotometria. Al haber presencia de antioxidantes en los
extractos esta coloracion disminuye y por lo tanto se presenta variabilidad en los valores de la
absorbancia.
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Capacidad antioxidante total(TEAC mM)

Figura 12 Capacidad secuestradora de radicales libres TRAP. Expresada en valores de mM Trolox
™ (equivalente TEAC) de los Extractos de M. caroliniana. H: n-hexano; D: diclorometano; A:
acetato de etilo; E: etanol. (n=3, promedio DE) p<0,05. Los diferentes iconos presentes sobre
las columnas representan la diferencias significativas de los resultados obtenidos. Y los controles

A.G: &cido, galico y BHT: Butilhidroxitolueno.

43



El andlisis estadistico correspondiente para este ensayo, indica que hay diferencia significativa entre
los resultados obtenidos, (p= 0,0156), lo que implica que hay diferente actividad antioxidante entre
los extractos. El extracto E (0,01 + 0,0005 TEAC mM) presenta diferencia significativa con los
demas extractos que destaca por su elevado valor, le sigue D (0,0053 + 0,0003 TEAC mM),
contintda A (0,0044+ 0,0003 TEAC mM) y finalmente el menor valor para H (0,0014 + 0,0010
TEAC mM). En Cuanto a los controles positivos se utilizé BHT (1,06 + 0,02) y A.G. (1,13 + 0,01).

La capacidad antioxidante total FRAP

Los resultados determinados en este ensayo se obtienen a partir de la medicidon de la capacidad
antioxidante medida por la reduccion del ion férrico en cada uno de los extractos de M. caroliniana.
Esta técnica relaciona la capacidad antioxidante con la capacidad de los compuestos de quelar
metales, para este caso los cationes de fierro. Es un método medido por colorimetria en la figura

N°13 se muestran los resultados obtenidos en este ensayo.
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Figura N°13 Capacidad antioxidante total FRAP. Expresada en valores de mM TROLOX TM
(Equivalentes en TEAC), para los extractos de M. caroliniana. H: n-hexano; D: diclorometano;
A: acetato de etilo; E: etanol A.G.= acido galico y BHT= butilhidroxitolueno. (n=3 promedio, DE)
p<0,05. Los diferentes iconos presentes sobre las columnas representan la diferencias

significativas de los resultados obtenidos.
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Los resultados estadisticos arrojaron que p= 0,0249, por lo tanto, hay diferencias significativas
entre los resultados de cada extracto. El extracto D (0,0003 + 5,0688 TEAC mM) es el extracto que
representa el mayor valor y le asignamos un signo #.Para H (0,0002 + 2,8918 TEAC mM) y A
(0,0002+ 2,632 TEAC mM) no poseen diferencias significativas entre ellos y no estan representados

por iconos distintivos. Los controles positivos BHT (1,52 + 0,07) y Acido Galico (1,72 + 0,02).

ICso del radical DPPHe

Esta determinacion calcula los valores de concentracion inhibitoria media (ICso) de cada uno de los
extractos evaluados de la especie M. caroliniana contra el radical libre estable DPPHe y esto se

contrarresta con los patrones de referencia TROLOX™ y BHT como se muestra en la figura 14.
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Figura N°14 ICso del radical DPPHe. ICso del radical DPPHe (ICso mg*mL) de los extractos de M.
caroliniana. H: n-hexano; D: diclorometano; A: acetato de etilo; E: etanol, TRX: TROLOX ®(90).
(n= 3, promedio, DE) P<0,05. Las columnas que presentan asterisco (*) sobre ellas representan
la diferencia significativa con las otras. y BHT: Butilhidroxitolueno. (n= 3, promedio, DE) P<0,05.
Las columnas que presentan asterisco (*) sobre ellas representan la diferencia significativa con

las otras.

Los extractos E (13,6773+ 0,76 ICso mg*L1) y A (11,1877+ 1,13 ICsp mg*L!) sin diferencias
significativas entre ellas, representan un ICso mejor que el de los extractos H (28,6067+ 5,03 ICsp
mg*L1) y D (23,4866 + 5,63 ICso mg*L!), Las barras que tienen un asterisco tampoco poseen
diferencias significativas entre ella, pero entre los grupos H-D y A-E, si las hay, ya que su p<0,05.
Los controles positivos para este ensayo son TRX (0,1 + 0,06) y BHT (0,06 + 0,0).
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Viabilidad celular

La actividad citotoxica de los extractos generados de M. caroliniana se determindé mediante el

ensayo SRB, sobre las lineas de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 y la linea celular

inmortalizada de epitelio mamario no tumoral MCF-10A. Cada uno de los extractos (n-hexano,

diclorometano, acetato de etilo y etanol) fueron aplicados en 4 concentraciones 500-250-125-62,5

Mg*mL-1. Los resultados se expresan en porcentaje de viabilidad con respecto al 100% de la

viabilidad de las células tratadas Unicamente con el solvente etanol 1%, el cual se expresa en este

caso como control solvente (CS). Se utilizé el software Graph Pad Prism para el analisis.

Porcentaje de viabilidad de la linea MCF-7.

En la figura 15 se observa el efecto sobre la viabilidad celular en la linea de cancer de mama MCF-

7 tras la aplicacion de los extractos. Los resultados indican un efecto de dosis dependencia para

todos los extractos estudiados.
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Figura N°15 Porcentaje de viabilidad de la linea MCF-7. Tras el tratamiento con los extractos

de la especie M. caroliniana a diferentes concentraciones (500, 250, 125 y 62.5 pg*mL-1) (H=

extracto n-hexano, D=, extracto diclorometano, A=extracto acetato de etilo, E= extracto etanol).

(* = p <0,05) y (** = mayor significancia en la diferencia que *). Cada grafico representa el

promedio de 3 experimentos con 4 réplicas cada uno (promedio + desviacidn estandar).
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El extracto mas activo fue n-hexano (500 ug*mL1) reduciendo el porcentaje de viabilidad celular
hasta 9,2 + 2,05%. Todos los extractos utilizados presentan resultados similares reduciendo la
viabilidad celular de forma significativa a las concentraciones de (500, 250, pg*mL1) vy

adicionalmente también para n-hexano y dicloro (125 pg*mL1).

Porcentaje de viabilidad de la linea MDA-MB-23.
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Figura N°16 Porcentaje de viabilidad de la linea MDA-MB-23. Tras el tratamiento con los
extractos de la especie M. caroliniana a diferentes concentraciones (500, 250, 125y 62.5 pg*mL-
1) (H= extracto n-hexano, D=, extracto diclorometano, A=extracto acetato de etilo, E= extracto
etanol. (*) (p < 0,05). Cada grafico representa el promedio de 3 experimentos con 4 réplicas

cada uno (promedio *desviacién estandar).

En la figura 16 se puede observar que los valores de viabilidad de la linea celular de céncer de
mama MDA-MB-231 disminuyen conforme aumentan la concentracién de los extractos de Modiola
caroliniana. El extracto mas activo fue el extracto de n-hexano (H) (500 pg*mL1) reduciendo el
porcentaje de viabilidad celular hasta el 15,6+ 6,2%. Todos los extractos utilizados presentan
resultados similares reduciendo la viabilidad celular de forma significativa a las concentraciones de
(500 y 250ug*mL-1).
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Porcentaje de viabilidad de la linea MCF-10A
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Figura N° 17 Porcentaje de viabilidad de la linea MCF-10A. Tras EL tratamiento con los extractos
de la especie M. caroliniana a diferentes concentraciones (500, 250, 125y 62.5 uyg*mL-1) (H=
extracto n-hexano, D=, extracto Diclorometano, A=extracto acetato de etilo, E= extracto etanol.
(*) (p < 0,05). Cada grafico representa el promedio de 3 experimentos con muestra (promedio

+ desviacion estandar).

La figura 17 indica que la viabilidad de la linea celular MCF-10A se reduce al aumentar la
concentracidon de los extractos de M. caroliniana aplicados. El extracto mas activo fue el extracto
n-hexano a una concentracion de 500 yg*mL! disminuyendo la viabilidad celular hasta 11,0 +
2,97% respecto del control solvente. Seguido del extracto etanol con una viabilidad celular de (11,7
+ 4,02%). Los extractos utilizados presentan tendencias similares reduciendo la viabilidad celular

a las concentraciones (500 y 250 pg*mL™1).
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Comparaciones de ICsg

A continuacién, en la tabla N°2 se expresa el ICso de los tratamientos aplicados en las distintas
lineas celulares estudiadas. Los datos obtenidos durante el analisis estadistico se realizaron
mediante el programa Sigma Plot version 12.0.

Tabla N°2: Tabla de ICsq. Comparaciones de los valores de los ICsp obtenidos con respecto a la
viabilidad celular para las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-10A.

H D A E
MCF-7 222,6+19,9  2362+30,7 179,9+11,7  237,0+10,2
MDA- 292,7+23,9  200,7+20,1 241,1+223  266,7+256
MB231

MCF-10 242,3+0,7 203,8+5,4  197,5+20,7  265,8+23,3

En la tabla N°2 se muestran los valores ICsp obtenidos con respecto a la viabilidad celular. Destaca
por sobre todos los extractos, el extracto de acetato de etilo (A), cuyos valores de ICsp son mas

bajos para todas las lineas celulares excepto la linea MDA-MB-231.
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Generacion de ROS

Las ROS son moléculas quimicamente reactivas que se forman como un subproducto natural del
metabolismo normal del oxigeno en la célula. Tienen funciones importantes en la sefializacién y la
homeostasis celular. En concentraciones moderadas estan involucradas en varias vias de
sefializacidn, sintesis de estructuras celulares y defensa del huésped contra patégenos, pero a
niveles altos se produce estrés oxidativo (EO), el cual puede generar dafio a las moléculas
estructurales de la célula (DNA, proteinas y lipidos), pudiendo generar incluso la muerte celular
(91). Para analizar si la aplicacion de los extractos induce cambios en la produccion de ROS en las
lineas celulares estudiadas (ver figuras N°15B, N°16 y N°17) se utilizé la sonda DCFH,-DA, que en
presencia de ROS y/o RNS es oxidada a un compuesto fluorescente analizado mediante citometria

de flujo (ver Materiales y Métodos).

Porcentaje de ROS para MCF-7
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Figura N°18A Histograma de la generacién de ROS en MCF-7. Histograma del ensayo de
generacion de ROS en la linea MCF-7. Se destaca en cada color para cada extracto las alzas en
la cantidad de células detectadas con ROS. E= etanol, A= acetato de etilo, D= diclorometano,

H= n-hexano, C+= control positivo, CS, control solvente, (220 pg*mL-1).
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MCF-7 ROS
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Figura N°18B Porcentaje de células positivas para ROS MCF-7.

Porcentaje de células positivas para ROS producido por los tratamientos aplicados durante 24h
sobre la linea celular MCF-7. Se muestran los resultados obtenidos tras el tratamiento (24h) con
los diferentes extractos (220 pg*mLt) por triplicado (promedio +/- SD). CS: control solvente; C+:
control positivo; H: n-hexano; D: diclorometano; A: acetato de etilo; E: etanol. El control positivo
C+, se realizdé con un potente productor de ROS llamado 2-amidinopropano (AAPH). Los asteriscos

(*) representan diferencia significativa entre los resultados y el control solvente (CS).

La figura N°18B muestra la generacién de ROS en la linea celular MCF-7. Los resultados indican
que los extractos de M. caroliniana generan un incremento en el porcentaje de células positivas
para ROS hoy de manera significativa en relacién con el control solvente (CS). Ademas, se observa
mayor cantidad de células positivas para ROS que en el control positivo (C+ AAPH) con todos los
extractos utilizados. El tratamiento de n-hexano supera por mas del doble el % de células positivas
para ROS producido por control positivo (C+). Un resultado muy similar al que se obtiene con el
extracto de etanol el cual también dobla dicho porcentaje. Por otra parte, los extractos de
diclorometano y acetato de etilo casi doblan el porcentaje de células positivas para ROS obtenido

para el control positivo (C+).
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Porcentaje de ROS para MDA-MB-231
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Figura N°19 Porcentaje de ROS para MDA-MB-231. El porcentaje de ROS producido por los
tratamientos aplicados durante 24h sobre la linea celular MDA-MB-231. Se muestran los resultados
obtenidos tras el tratamiento (24h) con los diferentes extractos (220 ug*mL-!) por triplicado
(promedio +/- SD). CS: control solvente; C+: control positivo; H: n-hexano; D: diclorometano; A:
acetato de etilo; E: etanol. El control positivo C+, se realizd con un potente productor de ROS
llamado 2-amidinopropano (AAPH). Los asteriscos (*) representan diferencia significativa entre los

resultados y el control solvente (CS).

La figura N°19 muestran que todos los tratamientos aplicados incrementan la generacion de %
ROS en la linea celular MDA-MB-231. Los resultados indican que los diferentes extractos de M.
caroliniana generan mayor cantidad de ROS, que el C+ (AAPH). Todos los tratamientos sobrepasan
a C+ siendo el extracto de etanol (E) el que induce mayor produccién de ROS con un promedio de
(38,1 + 3,4). P<0,05.
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Porcentaje de ROS para MCF-10A
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Figura N°20 Porcentaje de ROS para MCF-10A. Porcentaje de ROS producido por los tratamientos
aplicados durante 24h sobre la linea celular MCF-10A. Se muestran los resultados obtenidos tras el
tratamiento (24h) con los diferentes extractos (220 pg*mL!) por triplicado (promedio +/- SD). CS:
control solvente; C+: control positivo; H: n-hexano; D: diclorometano; A: acetato de etilo; E:
etanol. El control positivo C+, se realizd con un potente productor de ROS llamado 2-
amidinopropano (AAPH). Los asteriscos (*) representan diferencia significativa entre los resultados
y el control solvente (CS).

En la figura N° 20 se muestra que todos los extractos de M. caroliniana generan un mayor
porcentaje de ROS que el control positivo (AAPH) y que el control solvente. El tratamiento de n-
hexano supera por casi el triple al porcentaje de ROS producido C+. etanol dobla el porcentaje de
produccidon de ROS en comparacion con el C+ al igual que n-hexano, dicloro y acetato finalmente

sobrepasa por casi el doble en comparacion con el C+.
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Migracién celular (ensayo de la cdmara de Boyden o transwell)

Mediante el ensayo de la cdmara de Boyden o transwell se estudio el efecto de los extractos de
Modiola caroliniana sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231, dado que esta linea
celular tiene una gran capacidad migratoria. Tras los resultados obtenidos en los ensayos de ROS
se quiso evaluar los efectos sobre la migracion celular,dado que los ROS contribuyen a diferentes
vias de sefalizacion incluidas proliferacion migracion y metastasis en céncer. Las células fueron
expuestas a los distintos extractos de M. caroliniana. Se evalud el efecto sobre la capacidad
migratoria de las células pasadas las 24h de exposicién con los extractos. en la figura N°18 se
muestran fotografias representativas. La cuantificacion de la figura N°21 se muestra en la tabla

N°4 como el porcentaje de migracion respecto el tratamiento control.

Objetivos

Extra- 10x 40x 100x
cto
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Figura N°21 Fotografias de las membranas transwell tras los tratamientos con los extractos de M.
caroliniana. La columna 1 muestra las fotografias realizadas con el objetivo 10x, la columna 2 con
el de 40x y la columna 3 con el objetivo 100X. Las flechas negras marcan las células tenidas con
tonalidad rosacea- purpura (tincidén cristal violeta) que fueron capaces de migrar a través de los
poros de la membrana que se distinguen en las imagenes. Se representan los diferentes
tratamientos: C (control), H (n-hexano), D (diclorometano), A (acetato de etilo) y E (etanol). Cada

fotografia esta enumera en nimeros romanos desde la I hasta la XV.

En la figura N°21 se muestran imagenes representativas obtenidas tras los tratamientos con los
diferentes extractos de M. caroliniana en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231. Las
imagenes control (C) muestran una alta proporcion de células tefiidas a los distintos aumentos
utilizados. En 10X se observa el area con los poros de las membranas bastante definidos, mientras
que las células son dificiles de percibir. En la imagen 40x las células migratorias son notorias, se
ven de un color purpura y se evidencia la diferencia entre estas y los poros de las membranas. En
la imagen 100X, se observa un pequefio cumulo de células dentro de uno de los poros de la
membrana. En el tratamiento con el extracto (D) se muestran una clara disminucion en la cantidad
de células por area en comparacion con el control, las células en este caso también poseen una
tincion purpura-rosacea. Algo similar se observa tras la aplicacion de los extractos de n-hexano,
acetato de etilo y etanol de M. caroliniana a una concentracion de 220 ug*mL. En general se
observa en todos los tratamientos una reduccion significativa, como indican los datos de la tabla
N°3, que reflejan el porcentaje de células migradas en relacion con el tratamiento control. En la
cual se detalla la cuantificacion de los resultados observados en la figura N°18 sobre la migracion

celular como el porcentaje migratorio (ver tabla N°3), en comparacién con el tratamiento control.
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Tabla N°3 Tabla porcentaje de células migradas en relacion con el control. Tabla N°3 Cada dato
representa la cuantificacion de 40 imagenes (promedio +/- DE) vs el tratamiento control
considerado como el 100%. Entre paréntesis se indica el nUmero total de células contadas a partir

del cual se calcularon los porcentajes de migracién. p<0,05.

Porcentaje de migracion

Control (644) 100%
H (201) 31,2%
D (127) 19,7 %
A (130) 20,1%

E (143) 22,2 %
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Discusion

Alrededor de 5000 son las especies vegetales que hasta hoy se conocen con usos terapéuticos en
el mundo (92). Entre estas encontramos a una malvacea llamada Modiola caroliniana de la cual es
conocida popularmente su uso como tratamiento para la inflamacién (93). La inflamacion sostenida
en el tiempo es un precursor del cancer, enfermedad crdnica no trasmisible de alto indice de
mortalidad en la poblacién mundial (94), siendo el cdncer de mama el mas diagnosticado a la fecha
(32). Este dato nos guidé a evaluar la actividad antioxidante, citotdéxica y antimigratoria de los

extractos de la especie Modiola caroliniana sobre lineas celulares de cancer de mama.

Las plantas producen metabolitos primarios y secundarios, los primeros se relacionan con su
crecimiento y generacién de estructuras, (hojas tallos, semillas etc.) y los segundos cumplen
funciones principalmente de supervivencia (como los flavonoides, fenoles, antocianinas, taninos,
cumarinas, terpenos, entre otros) (95). Estos componentes poseen actividad bioldgica en células
animales, como antioxidantes, antinflamatorias, anticancerigenas, etc. En este estudio evaluamos
algunas de las actividades bioldgicas antes nombradas, para ello se realizaron extracciones con los
solventes H, D, Ay E, a partir de M. caroliniana puesto que estos solventes tienen la capacidad de

extraer distintas moléculas de la planta segun su polaridad (96).

Algunas fuentes de informacién describen que el género Modiola posee 13 especies (97), mientras
que otras fuentes indican que este es un género monotipico que solo posee la especie Modiola
caroliniana (L.) G. Don (98) y que los nombres asociados a especies del género en realidad son
sinénimos de ella y se presentan en negrita en el siguiente parrafo, mientras que otros estan
pendientes por resolver si corresponden a sindbnimos o a otras especies. (Modiola decumbens,
Modiola eriocarpa, Modiola fissistipula, Modiola geranioides, Modiola lateritia, Modiola
erecta, Modiola macropodia, Modiola malvifolia, Modiola multifida, Modiola prostrata,
Modiola reptans, Modiola urticifolia) (99). Para esclarecer este asunto, nos quedaremos con
que el género Modiola posee mas de una especie, donde estas estdan aun en proceso de

reconocimiento y validacion de la comunidad botanica.

Modiola geranioides, es una especie validada por la comunidad cientifica y se encuentra
documentada. Posee los siguientes sindnimos segun las fuentes de informacidn: Modiolastrum
gilliesii, Modiolastrum geranioides y Malva gilliesii, (aceptada en 1841) (121, 122). Los estudios

realizados de esta especie no existen analisis de fitoconstituyentes, citotoxicidad y/o antioxidantes.
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Modiola lateritia, se presenta como una especie distinta a M. caroliniana aceptada por la comunidad
botanica, denominada como sinénimo de Modiolastrum lateritium (Hook.) Krapov. Esta especie
carece de estudios fitoquimicos, antioxidantes y/o de actividad bioldgica (102).

Modiola macropodia: la informacion es vaga con respecto a esta especie, pues no se especifica ni
como otra especie ni como sinénimo de M. caroliniana. Tampoco hay ningun tipo de estudio sobre
esta planta.

Modiola malvifolia, segun fuentes de informacidn esta especie distinta de M. caroliniana aceptada
por la comunidad botanica (103) y también es conocida como Modiolastrum malvifolium (Griseb.)
K. Schum. Es una especie que se le atribuye actividad analgésica utilizada comiUnmente para
mitigar el dolor de oidos (104). Un estudio realizado evalud la capacidad antinflamatoria de un
extracto acuoso, la cual resulto ser baja en comparacion con las otras especies evaluadas, Araujia
odorata (Hook. & Arn.) Fontella & Goyder (Apocynaceae) , Schinus fasciculatus (Griseb.) I.M.
Johnst. var. fasciculatus (Anacardiaceae), Jodina rhombifolia (Hook. et Arn.) Reissek y

(Cervantesiaceae y Sphaeralcea bonariensis (Cav.) Griseb. (Malvaceae) (105).

Con la finalidad de ampliar la informacién sobre M. caroliniana, se realizaron ensayos con los
extractos de polaridad creciente obtenidos con los solventes H, D, A y E. Para analizar
fitoconstituyentes, capacidad antioxidante, citotoxicidad, ROS y migracion. En cuanto a M.
caroliniana un estudio realizado por (Scheel,2011) y colaboradores (106), indican que mediante
evaluaciones de distintas reacciones el extracto metandlico, presentd los siguientes flavonoides:
metoxi-quercetina, quercetina hexosido-ramnosido, glucurénido de quercetina, derivados
sulfatados de quercetina y derivados de apigenina. Mediante espectrofotometria, también
encontramos presencia de flavonoides en los extractos estudiados, con mayor abundancia en Ay
D como era de esperar, puesto que en general los flavonoides son compuestos que se extraen a
polaridad media con tendencia a mayor polaridad (107). En cuanto a fenoles en este mismo estudio
se encuentra la presencia de acido clorogénico en el extracto metandlico, mientras que los
resultados de espectrofotometria indican la presencia de fenoles en todos los extractos sin
diferencia significativa. A pesar de que segun literatura, los solventes polares extraen mayor
cantidad de fenoles (108). El estudio antes mencionado no muestra la presencia de antraquinonas,
moléculas que si se encuentran presentes en extractos de M. caroliniana mediante la evaluacion
por espectrofotometria, donde se encuentra la mayor presencia en D y A, lo cual es coincidente con
literatura descrita anteriormente ya que en la generalidad son estructuras apolares, pero pueden
aumentar su polaridad dependiendo de los grupos funcionales que presenten, como OH o COOH, y
estos interactuar con solventes de polaridad media (109). Ademas el estudio indica la presencia de

otros componentes como saponinas, mucilagos, flavonoides, heterdsidos cardiotdnicos, heterdsidos
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con 2-desoxiazucares y mediante HPLC, se encuentran y flavonoides, ramndsido hexosido, EA
sulfato glucurénido y hexosa ramnosa (110). Cabe mencionar que el estudio indicado solo hace el
analisis en metanol, solvente levemente mas polar que etanol, mientas que nuestro estudio realiza
las evaluaciones en solventes de polaridad ascendente, H, D, A, E. Otro estudio reporta presencia
de glicin betaina en altas cantidades en extracto metandlico, de M. caroliniana mediante la técnica
CCF, RMN Y FAB, mientras que nuestros estudios fueron realizados por espectrofotometria y este
compuesto no fue evaluado en nuestra investigacién (111). Un tercer estudio indica que extractos
acuosos de M. caroliniana presentan fenoles y flavonoides y estos son capaces de esparcirse en el
suelo circundante de donde crece la planta y con esto disminuye la germinacidn y el crecimiento
de plantas proximas, otorgandole ventajas por los recursos por sobre estas (112). Lo que nos
podria dar una guia para comprender que la citotoxicidad de la especie estd dada por estos

compuestos presentes en ella.

La capacidad antioxidante es la facultad que poseen algunas moléculas para neutralizar el EO
causado por RL los cuales se han asociado a envejecimiento y enfermedades como el cancer (113).
Los extractos vegetales contienen moléculas que pueden neutralizar el efecto de los RL y por
consiguiente el EO en el cuerpo. Con la finalidad de comprender mas minuciosamente los principios
y propiedades antioxidantes de nuestras muestras de M. caroliniana, hemos sometido los extractos
a un conjunto de ensayos como TRAP, FRAP y DPPHe (114). Y con estos resultados obtener nueva

informacidn para robustecer el conocimiento de la capacidad antioxidante de la especie.

Para TRAP estos resultados indican que el extracto E, presenta una mayor reacciéon con ABTS en
comparacion con el resto de los extractos evaluados. Es probable que este resultado este ligado a
la mayor presencia de fenoles, flavonoides y antraquinonas de dicho extracto, como también se ha

descrito en estudios anteriores (115).

Para FRAP, los resultados arrojan que la mayor actividad corresponde a D, lo que implica que
moléculas de polaridad media son quienes posee la mayor capacidad reductora de Fe, lo que se
podria asociar con presencia de fenoles, flavonoides y antraquinonas, presentes en mayor medida
en este extracto. (116). Pero como se menciona anteriormente, el solvente D suele arrastrar a
terpenoides, y estad estudiado que algunos de ellos poseen la capacidad de formar quelatos con el
Fe (117), lo que implicaria que estos terpenoides puedan estar impidiendo un mayor resultado de
la actividad FRAP, y por lo tanto para dilucidar aquello, se proyecta la posibilidad de esclarecer los

tipos de moléculas que se encuentran en este extracto (D) mediante técnicas mas especificas.
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Para el caso de DPPHe, los mejores resultados fueron los obtenidos con el extracto A (coincide con
el mayor contenido de antraquinonas y flavonoides) y seguido de ello E, que presenta menor nivel
de antraquinonas y flavonoides que los extractos de menor polaridad como D y A, lo que podria
estar indicando es que estos compuestos y otros presentes en las muestras, actlan sinérgicamente
o tienen una mejor potencia, que los compuestos presentes en los extractos mas apolares. Un
estudio del extracto metandlico de M. caroliniana indica que posee una baja actividad antioxidante
con tan solo un 10% de accién en comparacion con el control positivo acido ascérbico (77).Los
resultados de la presente investigacion entregan datos similares para el extracto E (similar en
polaridad con metanol) se obtiene una baja actividad antioxidante en comparacién con los controles

positivos y por lo tanto son coincidentes ambos resultados.

La metodologia empleada para el analisis antioxidante de nuestros extractos incluye técnicas de
transferencia de e- como es el ensayo FRAP y de transferencia de atomos H* en el caso de TRAP.
DPPHe por su parte se ha demostrado que mide la capacidad antioxidante por los dos mecanismos
antes nombrados (120, 135). Por lo tanto, si establecemos relaciones de proporciéon de nuestros
resultados obtenidos, TRAP es el experimento que arrojé los mejores resultados en cuanto a
actividad antioxidante en comparacidon con sus controles positivos siendo el mas alto indice
antioxidante el extracto E. Por consiguiente, nos permitimos asociar que la mayor actividad
antioxidante en los extractos de M. caroliniana ocurren por transferencia de H*. A este resultado
se sigue DPPHe y en tercer lugar queda FRAP.

Se han establecido algunas relaciones entre las capacidades antioxidantes de especies vegetales y
la citotoxicidad asociadas a algunas enfermedades como el cancer (119). Es prudente destacar que
aun la relacion entre antioxidantes y el cancer es compleja y todavia no esta completamente
entendida, algunos estudios han sugerido que la suplementacién con antioxidantes puede tener un
papel en la prevencion del cancer en ciertas poblaciones, mientras que en otras los antioxidantes

pueden generar accidén protectora en células sanas y cancerigenas (122).

El efecto citotoxico puede ser determinado mediante ensayos a partir de lineas celulares de
humanos que han derivado de tejido tumorigénico y en que las células han experimentado una
serie de cambios que les propician alteraciones de su ciclo celular, entre otras caracteristicas. En el
caso del control, se utilizan lineas celulares derivadas de tejidos normales que han sido
inmortalizadas, lo que implica que no conservan todas las caracteristicas propias del tejido original
(84, 85). Los disefios experimentales incluyen estos dos tipos de lineas celulares, para poder

establecer relaciones entre las actividades bioldgicas estudiadas y la selectividad en la aplicacién
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de los tratamientos, con la finalidad de establecer posibles dianas terapéuticas contra el cancer
(121). En relacién con lo anterior, esta investigacion evalud la actividad citotdxica en las lineas de
cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 y control MCF-10A.

Un estudio realizado el afio 2018 con extractos de polaridad ascendente (H, D A y E) de la especie
M. caroliniana, mostré efectos estimulantes de la proliferacion y una nula actividad citotoxica en
las lineas celulares de cancer de pancreas e higado, HEPG2 y HEP3B 2.1-7 respectivamente, y en
la linea celular inmortalizada no tumoral PANC-1, a concentraciones de 100, 10, 1, 0.1 y 0.01
Hg/mL disueltos en DMSO (78). En contraste, las evaluaciones realizadas durante esta investigacion
en lineas de cdncer de mama demostraron que existe dosis dependencia respecto a la citotoxicidad
sobre las lineas tumorales de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 y linea no tumoral MCF-10A,
en todos los extractos evaluados. La diferencia de los resultados obtenidos en ambas
investigaciones podria darse por las concentraciones utilizadas y/o bien por el tipo de células en las
que se evallo la actividad de los extractos, este Ultimo parametro no es aplicable a los extractos,

ya que fueron realizados con los mismos solventes H, D, Ay E.

MCF-7 con el extracto A con un ICs (179,93 + 11,67) presenta la mayor citotoxicidad, para MDA-
MB-231 es el extracto D el que generé mayor citotoxicidad con un ICso (200,66 + 20,13) y para
MCF-10A el extracto A con un ICso (197,5 + 20,26). Nuestros resultados arrojan que no hay
selectividad tras los tratamientos de M. caroliniana puesto que los ICsp son similares para las lineas
tumorales como la no tumoral se presenta. Pese a los hallazgos de nuestra investigacion, estudios
previos demuestra que extractos de M. caroliniana no presentan toxicidad aguda al ser
administrado por via oral en ratones Mus musculus de la cepa Rockefeller, esto demostrado

mediante el analisis toxicoldgico DLsg (77).

Para la linea MCF-7, los resultados arrojan que los mejores y ICso son para los extractos D y A, lo
cual se puede asociar con la mayor concentracion de antraquinonas presente en estos extractos.
Ya que algunas de estas Ultimas se han caracterizado por tener algunas propiedades citotdxicas en
las células tumorales y no tumorales, ejemplo de esto es la doxorrubicina, que es ampliamente
utilizado en quimioterapias para matar células de forma no selectiva (122). Doxorrubicina
pertenece a la familia de las antraciclinas del grupo de las antraquinonas.
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Por lo general, los cientificos se centran en investigar los efectos citotdéxicos de compuestos
fendlicos, debido a que ciertas variantes de estos compuestos han mostrado resultados
significativos en cuanto a citotoxicidad (123). Nuestros estudio en este ambito nos indican que la
citotoxicidad mas pronunciada se observa cuando los extractos contienen mayores proporciones de
antraquinonas y flavonoides de polaridad media, (esto no lo excluye de presentar otras moléculas
en el mismo extracto). Es importante destacar que el extracto A es los que contienen las mayores
cantidades de estos compuestos junto con D (ver grafico 10 y 11). Basandonos en nuestros
experimentos, podemos establecer una relacion entre la presencia de estos componentes y la
actividad citotoxica observada. Esto se evidencia en los extractos H y E, donde también se
encuentran presentes los compuestos mencionados, aunque en proporciones menores, H 222,6 +
199) y E (237,0 + 10,02) exhiben valores de ICsp mas elevados que y A (179,9 + 11,7), lo que

refuerza ain mas la asociaciéon que hemos identificado.

Las ROS tienen la capacidad de inducir una amplia gama de respuestas celulares y pueden funcionar
como mensajeros secundarios estimulando la supervivencia y/o muerte celular (143, 144). Y
dependiendo del tipo, la concentracién y de fitoconstituyente administrado, se pueden obtener
efectos antioxidantes o prooxidantes , en las células tratadas(126). Algunos fitoconstituyentes han
demostrado tener la capacidad de prevenir la formacion de tumores y/o de frenar el desarrollo de
estos influyendo en las vias de muerte celular (127). Los polifenoles pueden generar actividad
antioxidante o aumentar ROS intracelular, influyendo en la eliminacién selectiva de células
cancerosas (130, 139). Este fendmeno resalta la complejidad de las interacciones celulares y
subraya la importancia de comprender en profundidad los efectos de las ROS en el contexto de la
sefalizacion celular. En particular no se han encontrado investigaciones previas que analicen la
produccion de ROS de extractos de la especie M. caroliniana, lo que dificulta la comparacién directa

de los resultados que hemos obtenido en nuestro estudio.

Esta investigacion arroja que a la concentracion 200 pg*mL™, los extractos H, D, A y E generaron
el aumento de ROS en diferentes proporciones en las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-
10A, lo cual probablemente se deba a las diferencias de las interacciones moleculares de cada tipo
de linea celular con cada extracto. El experimento de ROS sobre la linea MCF-7 obtuvo mayor %
para todos los tratamientos salvo el CS, le sigue el experimento sobre la linea MCF-10A, con la

misma salvedad que el anterior y el % inferior de produccién de ROS fue para MDA-MB-231.

MCF-7 son las células que presentaron mayor % de células ROS positivas tras los tratamientos,

predominando H doblando al control solvente AAPH resultados similares al resto de los extractos,
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Tedricamente la extraccidn con el solvente H obtiene compuestos lipidicos, ceras, pigmentos y
furanocumarinas, mientras que E extrae heterdsidos en general (143). Como se menciond antes,
no hay estudios de esta especie con sus extractos de cualquier polaridad y su efecto sobre la
produccion de ROS. Pero segun nuestros analisis encontramos presencia de fenoles, flavonoides y
antraquinonas en diferentes concentraciones en los extractos H, D, A y E .Esto se puede deber a
las distintas polaridades que pueden tener estos mismos compuestos por la interaccidn con distintos
grupos funcionales. y por lo tanto puede verse afectada la solubilidad de los compuestos en los
solventes. Por lo tanto, podemos deducir que este aumento de porcentaje de células con ROS esta
dado por fuente exdgena a partir de la interaccion entre los distintos componentes en nuestros
extractos con las lineas celulares de mama evaluadas, ahora bien, es posible que este aumento de

ROS sea dado por diferentes mecanismos.

En relacibn a MCF-7, en cuanto a fenoles y flavonoides son conocidos por tener actividades
antioxidantes (130), y estas a su vez regulan a la baja los niveles de ROS intracelular (131). Lo
gue podria darnos una idea de porque tras la aplicacion de los extractos D y A de M. caroliniana
ocurre que los % para D y A de ROS sean menores que para H y E, justamente donde hay mayor
presencia de los fitoconstituyentes fendlicos, flavonoicos. Otra hipdtesis que se baraja es que la
presencia de algunos flavonoides de origen natural produce autofagia mediante el aumento de ROS,
a través de la disfuncion mitocondrial, lo cual nos podria dar una idea de como se llega a la baja
en la viabilidad celular en las lineas de cancer de mama estudiadas en esta investigacion (132). Si
bien muchas veces se relaciona a los compuestos antioxidantes con alzas en la viabilidad celular,
en contextos especificos ciertos antioxidantes pueden presentar caracteristicas citotdxicas, ya que
se vuelven prooxidantes segln su concentracion y el contexto en el que se encuentren (133). Asi
que de esto emana la proyeccion de fraccionar los extractos y/o realizar una investigacion de los
fitoconstituyentes mas exhaustiva, para comprender si las antraquinonas presentes estan
ejerciendo una actividad citotéxica en la linea MCF-7. Ademas de medir disfuncién mitocondrial y
muerte celular por autofagia para los extractos o fracciones de estos que comprenden mayor

cantidad de flavonoides y asi observar el comportamiento celular en la misma linea.

Para la linea MDA-MB-231, nuestros resultados indican que a medida que aumenta la polaridad de
los extractos también aumenta la produccién de ROS, esto puede deberse a que este aumento en
la polaridad de los extractos incide en la interaccion de sus componentes con la célula,
produciéndose un aumento en el % de ROS, por fuente exdgena. En teoria, esto puede deberse a
que las moléculas liposolubles presentes en los extractos ejercen una menor actividad generadora

de ROS, mientras que los componentes polares aumentan significativamente la produccién de ROS
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y o bien las células MDA-MB-231 poseen mayor cantidad de receptores para este tipo de moleculas,
(las mas polares) y que justamente su respuesta sea la mayor produccién de ROS intracelular
(134). Un estudio presenta una buena hipdtesis en concordancia con nuestros resultados, ya que,
tras los tratamientos H, D, A y E aplicados, aumenta el % de células positivas para ROS y aumenta
la actividad de catalasa, pero al aumentar la concentracion de los extractos se genera agotamiento
de la enzima catalasa (CAT), lo que lleva a una mayor acumulacién de ROS y deriva en EO (135).
Pudiendo entonces ser esta la causa de muerte para las células tratadas con los extractos de M.
caroliniana. Por lo tanto, se propone medir la presencia y actividad de la enzima catalasa tras los
tratamientos de M. caroliniana. Para el caso de algunos fenoles de polaridad media como el
carvacrol, se ha descrito que genera apoptosis y presenta actividad antiproliferativa alterando el
potencial de membrana mitocondrial, incidiendo en la homeostasis del calcio y ademas generando
EO y peroxidacion lipidica. Por lo tanto, esta también podria ser una posibilidad para la actividad
generada por nuestros extractos, puesto que en los cuatro extractos encontramos la presencia de
fenoles que podrian estar ejerciendo la misma o muy parecida actividad (136). Por ello es por lo
que se establece la posibilidad de agudizar la experimentacion en cuanto a los componentes

presentes en nuestros extractos a través de técnicas mas especializadas como el HPLC.

En cuanto a nuestros resultados la produccion de ROS para MCF-10A el extracto H destaca por
sobre los otros extractos evaluados y a partir de D aumenta el % de ROS a medida que crece la
polaridad. El mismo estudio de terapia oxidativa (137), indica que para la linea celular no tumoral
MCF-10A tras el tratamiento oxidante aplicado, aumentan los niveles de radical superdxido
intracelular, y en consecuencia aumenta la actividad del sistema antioxidante, ademas la cadena
respiratoria no se ve alterada, es mas, aumentaron los niveles de la actividad del complejo III
(137). Por lo tanto, podriamos inferir que esta linea responde bien al aumento de ROS, esto podria
implicar que el extracto H podria ser un potente prooxidante que induce que la célula entre en EO

tras sus aplicacion.

Entre los sellos distintivos del cancer encontramos la proliferacién descontrolada. Las células
cancerosas suelen tener alteraciones en el ciclo celular, en la apoptosis (muerte celular regulada)
y en los mecanismos de reparacion del ADN, lo que les confiere en algunas ocasiones una mayor
capacidad de supervivencia y resistencia a tratamientos convencionales contra el cancer (138).
Otro de los sellos distintivos del cancer es que puede presentar capacidad de invasion y generar
tumores secundarios mediante la migracién y asi hacer metastasis, diseminandose desde el sitio

original del tumor a otros tejidos y érganos del cuerpo (139).
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Dentro de la gama de organelos en la célula, las mitocondria presentan importante implicancia
dentro de los procesos regulatorios de supervivencia y muerte celular (140), Ya que controlan la
via intrinseca apoptética, mediante liberacién de factores como citocromo c y activador de caspasas,
asimismo se ven implicadas en otros tipos de muertes como la necroptosis y autofagia (141). Por
lo tanto, nace una proyeccion para realizar experimentacién de la liberacién de citocromo c y poder
dilucidar si la muerte celular inducida por nuestros extractos se relaciona con actividad mitocondrial

apoptotica u otras muertes reguladas por la mitocondria.

En contextos normales estos organelos producen ROS intracelular los cuales participan en cascadas
de sefalizacién celular (142). El aumento de ROS via exdégena o enddgena puede generar EO y
mediante este provocar dafio oxidativo aumentando finalmente la inestabilidad gendmica en la
célula y conduciendo asi hacia enfermedades como el cancer (143). La programacion metabdlica
tumoral depende de los procesos de bioenergética que ocurren en la mitocondria y las funciones
biosintéticas relacionadas a esta. Un contribuyente del deficiente funcionamiento asociado al cancer
es la sobre produccion o sobreacumulacion de ROS en la célula (146) . Asi mismo en otras ocasiones
el aumento de ROS parece tener efectos, antitumorales, ya sea incidiendo en la proliferacién o en
la estimulacién de la apoptosis e inclusive afectando la migracion tumoral (145).

En relacion con nuestro estudio, nuestros datos indican que existe una baja en la viabilidad celular
de la lineas MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-10A tras la aplicacion de los extractos de Modiola
caroliniana. Este hecho podria estar relacionado con el alza de ROS en las células. Si bien no hemos
determinado con precision el mecanismo detras de la reduccion en la viabilidad celular en las lineas
celulares, la evidencia sugiere que el aumento de ROS pueda desencadenar la muerte celular a
través de la vida apoptética (146). Esto resalta la necesidad de realizar investigaciones mas
especificas para comprender como es el impacto del aumento de ROS con respecto a la viabilidad
celular y de este modo poder asociarlo con enfoques antitumorales. Para ello podria ser una diana
de investigacion analizar las vias de sefializacion que se activan en respuesta al aumento de ROS,
identificando proteinas reguladoras y su modulacién para potenciar efectos antitumorales. También
podria ser necesario explorar con mayor detalle cdmo es la regulaciéon de ROS puede influir en las
proliferacién celular y la migracion de células tumorales y junto con ello ver si los extractos de M.

caroliniana tienen potencial para detener la propagacién tumoral.

Por su parte la progresion de la metastasis esta dada en cierta etapa por la capacidad migratoria
gue poseen algunas células cancerosas, y esta capacidad migratoria a su vez esta relacionada con
una familia de proteinas que influyen en la degradacion de la matriz extracelular, entre otras

funciones, estas proteinas son las MMP (metaloproteinasas de matriz).
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La sobreexpresion de las MMP en cancer de mama se asocia con la progresion del carcinoma en
pruebas con ratones knock-out muestran que la proteina MMP3 esta relacionada con la formacidn
de nuevos tumores en glandula mamaria, tejido epitelial y en células estromales (147).

La MMP3 se relaciona con la degradacion y remodelacion de la MEC degradando una serie de
constituyentes de esta al activar una cascada proteolitica asociada con las células de invasion. La
sobreproduccién de MMP3 ha implicado enfermedades del tejido conectivo, cdmo artritis reumatoide
osteoartritis y procesos de invasion y metastasis en cancer (152, 153). Asimismo se ha demostrado
que la presencia de MMP3 se ha relacionado con una mayor expresion células MDA-MB-231, el cual
posee caracteristicas migratorias en comparacion con MCF-7 (no posee la expresiéon de MMP3) y
tampoco actividad metastasica, por lo tanto es posible correlacionar la metastasis con la expresion
de estas metaloproteinasas (150). De este modo la modulacién de la expresidon o de la degradacion
de estas proteinas exhibiria propiedades anti invasivas para cancer de mama. Por lo tanto, al
analizar nuestros resultados hubo una baja en la migracion celular de la linea celular MDA-MB-231
luego de la exposicion a los extractos y en consecuencia a lo anterior, una posibilidad que se baraja
es que la baja en la actividad migratoria tras el tratamiento de los extractos de Modiola caroliniana
sobre la linea celular de cancer MDA-MB-231 afecte algunos de los niveles de regulacidon de la
actividad catalitica de las MMP, por lo tanto puede ser que nuestros extractos generen algin cambio

en la via de sefializacion de la transcripcion de MMP3.

Otra forma de regular la actividad de MMP es mediante los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas de la matriz las TIMP, ya que se ha demostrado que estas funcionan como
inhibidores al bloquear la capacidad de las MMP (151). Un estudio evalud la subexpresion y
sobreexpresion de TIMP-1 en la linea de cancer de mama MDA-MB-231 la cual se expresa en niveles
moderados en esta linea celular. La eliminaciéon de TIMP-1 no tuvo efecto detectable sobre la
fisiologia celular y la tumorigénesis, pero la sobreexpresién de TIMP-1 inhibio la invasion celular y
generd cambio en la expresidon genética in vitro (152). Por lo tanto, creemos que existe una
posibilidad de que nuestros extractos pueden sobre expresar TIMP-1 y ser esta una de las causas
de la baja en la migracion en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231.

Es importante destacar que hay informaciéon contradictoria con respecto a TIMP, puesto que en
algunos estudios relacionan canceres agresivos con la presencia de TIMP y se ha establecido que
esto se debe al modelo de estudio, puesto que al parecer la actividad de TIMP se ve afectada en
modelos in vivo y modelos in vitro (152) . Entonces la propuesta es medir, si los extractos inducen
la sobreexpresion de TIMP-1, comprendiendo que estos puedan interactuar a diferentes niveles con

las vias de sefializacidn de la transcripcion responsable de la regulacién de TIMP-1, lo que podria
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dar indicios de potenciales dianas terapéuticas.

En sintesis, esta investigacion ha proporcionado una vision acerca del potencial terapéutico de los
extractos de Modiola caroliniana en el contexto del cancer de mama. Los resultados arrojados
consisten en una disminucidn significativa de la viabilidad celular dosis/dependiente ,presentando
una baja selectividad con el control no tumoral. Ademas, este efecto lo hemos correlacionado con
una significativa produccion de ROS, lo que nos sugiere una posible implicacién de estrés oxidativo
como mecanismo subyacente qué involucra la muerte celular o bien implicancias en la regulacion
del ciclo celular. Otro resultado arrojado tras esta investigacion es la marcada reduccion en la
migracion celular lo que subraya el potencial inhibitorio de los extractos de M. caroliniana para el
contexto de la migracion celular. Por su parte la caracterizacion de los extractos ha revelado bajos
indices de antioxidantes y presenta fenoles, flavonoides y antraquinonas. Todos estos hallazgos
respaldan hoy la hipotesis acerca de los efectos de M. caroliniana como fuente prometedora de
agentes terapéuticos contra el cancer de mama. No obstante para conocer el potencial real de los
extractos de M. caroliniana es esencial realizar nuevas investigaciones adicionales que profundicen
los mecanismos moleculares subyacentes y que exploren formas optimizadas para su aplicaciéon
clinica, por lo tanto este estudio presenta dianas beneficiosas sobre el conocimiento de la relacion
gue existe entre los extractos de M. caroliniana y el cancer de mama, para quienes deseen continuar

con la investigacion de terapias alternativas o coadyuvantes para el cancer de mama.
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Conclusiones

e Los extractos de M. caroliniana poseen fenoles, flavonoides y antraquinonas. Su mayor
concentracidén se encontré en los extractos D y A. Para fenoles no presenta diferencia

significativa, para flavonoides y antraquinonas, el contenido fue mayor en el extracto de D.

e Los extractos de M. caroliniana poseen baja capacidad antioxidante, para TRAP el extracto
E obtiene los mejores resultados, pero no resultan significativos. Para FRAP el extracto D
obtiene los mejores resultados, pero tampoco resultan significativos y DPPH el extracto A

posee el mejor ICsp.

e Los extractos de M. caroliniana reducen la viabilidad celular en MCF-7, MDA-MB-231, MCF-
10A. Sin diferencia significativa en los diferentes extractos H, A D, E. en relacion dosis-

dependencia, ademas no presentan selectividad.

e Los extractos de M. caroliniana aumentan la generacion de ROS. Para MCF-7 todos los
extractos aumentaron la produccidon de ROS, para MDA-MB-231 mientras aumenta la
polaridad también aumentaba la generacidon de ROS. Para MCF-10A el extracto H destaca

en la produccion de ROS.

e Los extractos de M. caroliniana, generan disminucion la migracién celular en la linea celular

MDA-MB-231. El extracto de D generd la mayor disminucién del porcentaje de migracién.
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