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Resumen

Actividad bioldgica anticancerigena de extractos de maracuya
evaluados en células de cancer de colon humano.

Ramirez Maldonado, Valentina.'?; Arango Varela Sandra S°., Maldonado Celis
Maria® E., L6pez Ortiz, Juan B.*

'Grupo de Investigacién en Biotecnologia Animal, Escuela de Biociencias, Universidad Nacional
de Colombia sede Medellin.’Grupo de Investigacién e Innovacién Biomédica (GI°B)- Instituto
tecnolégico Metropolitano.3 Grupo de Investigacién Impacto de los Componentes Alimentarios en
la Salud (ICAS).Escuela de Nutricion y dietética, Universidad de Antioquia.

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y muerte a nivel mundial. Entre
estas neoplasias el Cancer de Colén (CC) ocupa el cuarto lugar en incidencia y
mortalidad. Debido a que su etiologia muestra una correlacion directa con habitos
dietarios no saludables, se ha ampliado la busqueda de constituyentes alimenticios
puedan contribuir a la prevencion y tratamiento de esta enfermedad. Algunos estudios de
extractos y fitoquimicos de especies del género Passiflora L. han mostrado actividad
biol6gica promisoria. Sin embargo, es poca la investigacion sobre la compleja mezcla de
fitoquimicos de especies como Passiflora edulis que podrian interactuar y presentar
actividad anticancerigena. El objetivo de este trabajo fue evaluar propiedades biol4gicas
del extracto acuoso del fruto y el extracto etandlico de hojas de maracuya en células de
adenocarcinoma de colon Caco-2, SW480 y su derivada metastasica SW620, y sobre la
linea celular no tumoral CHO-K1. Se realizé la marcha fitoquimica preliminar de ambos y
se evaluo el efecto sobre la viabilidad celular mediante MTT y exclusion del colorante azul
de tripano, el efecto antiproliferativo por sulforodamina B y eficiencia de clonacién, el
efecto inductor de muerte celular y sobre el ciclo celular por citometria de flujo, la actividad
de caspasa 3 y la proporcion de glutatiéon oxidado como medida del estrés oxidativo. Se
encontré un mejor efecto del extracto etandlico con una Dosis letal media (DLsy) de
167,62ug/ml a las 24 horas y una concentracion umbral en proporciones superiores a
229ug/ml, una inhibicién de la proliferaciéon de hasta 50% a las 24 de horas de tratamiento
con la DLgp y una reduccion en la eficiencia de clonacion relativa de hasta 76.6% para una
concentracion de 160.3ug/ml. Se observdé un incremento en el nimero de células
necroticas en cultivos tratados durante 48 horas y un incremento en las poblaciones
SubG1l y G2/M. Ademas se aumenté la actividad de Caspasa3 y se prob6 una
acumulacion del glutation oxidado y una selectividad celular con un mayor efecto en
células SW620 y menor en células CHO-K1. En su conjunto, esta investigacion sugiere
que P. edulis es una fuente potencial de compuestos fitoquimicos con propiedad
antiproliferativa y se constituye como una aproximacion a la aplicacion biotecnolégica para
el uso de esta especie.

Palabras clave: Passiflora edulis, apoptosis, ciclo celular, cancer.
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Anticancer activity of extracts of passion fruit evaluated on
human colon cancer cell lines.
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Cancer is a major cause of morbidity and death worldwide. Among these neoplasms
colon cancer (CC) is ranks fourth in incidence and mortality. Because its etiology shows a
direct correlation with unhealthy dietary habits, it has expanded the search for food
constituents can contribute to the prevention and treatment of this disease. Some studies
of extracts and phytochemicals species of P. edulis have shown promising biological
activity. However, there is little research on the complex mixture of phytochemicals
Passiflora edulis species as they could interact and present anticancer activity. The aim of
this study was to evaluate biological properties of aqueous extract of the fruit and the
ethanol extract of leaves in the adenocarcinoma of colon cell lines Caco-2, SW480 and its
metastatic derived SW620, and the non-tumor cell line CHO-K1. A preliminary
phytochemical analysis was performed and the effect on cell viability was evaluated by
MTT and exclusion of trypan blue dye methods. Sulforhodamine B and clonogenic assay
were employed using the LDg, to determinate the antiproliferative effect. Inducing cell
death effect and the cell cycle was assessed by flow cytometry , caspase 3 activity was
performed to. Finally, the proportion of oxidized glutathione was used like a measure of
oxidative stress. A better effect of the ethanol extract was found with a LDsy of 167,62
Mg/ml at 24 hours of treatment and there was a threshold concentration in excess of 229
Mg/ml proportions, inhibition of proliferation up to 50% at 24 hours of treatment was found
with LDsg and a reduction in relative cloning efficiency 76.6% up to a concentration of
160.3 pg/ml. An increase in the number of necrotic cells in cultures treated for 48 hours
and an increase in subG; and G,/M populations were observed. In addition Caspasa3
activity was increased and an accumulation of oxidized glutathione and cell selectivity
was tested with a greater effect on SW620 and smaller cells in CHO-K1 cells. Taken
together, this research suggests that P. edulis is a potential source of phytochemical
compounds with antiproliferative source property and establishes itself as an approach to
biotechnological application for the use of this species.

Keywords: Passiflora edulis, apoptosis, cell cycle, cancer.
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1. Introduccidn

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y muerte a nivel mundial y
constituye un grupo de enfermedades con grandes repercusiones emocionales, sociales
y econdmicas. En el afio 2012 se le atribuyeron 8,2 millones de muertes y se calcula que
cada afio se presentan mas de 14 millones de nuevos casos en el mundo (OMS, 2015). y
alrededor del 30% de estos casos son prevenibles segun su etiologia. Entre los tipos mas
comunes se encuentran el cancer de pulmon, estomago, colon, higado y mama. Siendo
estos mismos los que causan mas muertes cada afio (GLOBOCAN, 2015).

1.1 Caracteristicas generales del Cancer de colon (CC):

El cancer de colon ocupa el tercer puesto en incidencia entre todas las neoplasias y es la
cuarta causa de mortalidad por cancer de todo el mundo. En el 2015 se presentaron
95,270 de nuevos casos solo en estados unidos y se diagnosticO mas de 1 milléon de
nuevos casos de en todo el mundo (Datos estadisticos, American Cancer Society, 2016).
La etiologia de esta enfermedad es variable. Algunos estudios muestran que el factor de
riesgo genético por mutaciones soélo constituye entre 5y 10% para el desarrollo de la
enfermedad (Ospina, 2013), que entre el 15-20% se encuentra asociado a enfermedades
gue generan lesiones premalignas como la poliposis adenomatosa familiar (PAF), el
sindrome de Lynch y el sindrome de Gardner, mientras que entre el 70% y 90%
corresponde a la forma esporadica de la enfermedad que se encuentra ligada y
relacionada con factores y agentes exdgenos que potencian eventos de la transformacién
celular (Nufiez, 2006).

La “forma esporadica” como se ha descrito, consta de tres fases: (i) la fase de iniciacion
caracterizada por la aparicion de focos de criptas aberrantes correspondiente a un grupo
localizado de células alargadas, y cuya transformacion surge como consecuencia de
dafio genotdxico por accién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y/o activacion
metabdlica de carcindbgenos (Renehan, 2002). (ii) la Fase de promaocion cuyo periodo de
duracion es variable (de 10 a 20 afios) y en la que una pequefia proporcion de focos de
criptas aberrantes se transforman en pdlipos adenomatosos no invasivos, por
acumulacion de células preneoplésicas con division anormal. (iii) la fase de progresion,
en la que el crecimiento del tumor avanza hacia carcinoma y adquiere su potencial
metastésico en un periodo de entre de 1 a 5 afios (Calvert et al, 2002, bousserouel et al,
2010).

Los cambios morfolégicos de la secuencia adenoma-carcinoma estan asociados con
alteraciones progresivas de genes del epitelio normal como la inactivacion de genes
supresores de tumor, activacion de oncogenes, y mutaciones de multiples genes (Figura
1-4) que pueden afectar la regulacion y la expresion de genes involucrados en el ciclo
celular, apoptosis, adhesion y angiogénesis (Terzic et al, 2010).
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Figura 1-1. Modelo del desarrollo de cancer de colon. (Tomado de: Inflammation and colon
cancer. Terzic, 2010)

Muchas investigaciones sugieren que las alteraciones moleculares y celulares que se
presentan en la forma esporadica del cancer de colon, presentan una correlacion directa
con los habitos dietarios y que algunos factores pueden incrementar el riesgo de la
enfermedad como una ingesta reducida de fibra, frutas y vegetales (Tenesa, et al 2009,
Bingham, 2008), una dieta alta en calorias, carne y grasa, falta de actividad fisica,
consumo de tabaco y alcohol, entre otros (Sanabria et al, 2009). De acuerdo a este
planteamiento, se ha sugerido que los habitos alimenticios y el consumo de algunos
constituyentes dietarios pueden favorecer la aparicién y desarrollo del cancer, o por el
contrario pueden ser una buena fuente preventiva o terapéutica de esta enfermedad.
Desde esta perspectiva, se han planteado diferentes investigaciones como el programa
para la investigacion de productos naturales y el desarrollo de terapias del Instituto
Nacional del cancer de Estados unidos (NCI) y el programa de productos naturales en
contra del cancer (IRIS research) del Reino Unido. Las cuales estan dirigidas hacia la
basqueda e identificacion de compuestos derivados de alimentos y/o de productos
naturales que sean capaces de bloquear la fase de iniciacion del cancer, o que tengan la
capacidad para retardar o revertir el proceso de carcinogénesis.

Entre los compuestos a los que se les ha atribuido actividad bioldgica antitumoral se
incluyen vitaminas, minerales, saponinas, alcaloides, entre otros. La mayoria de estos
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son derivados de productos naturales y particularmente de plantas (Gragg, 2005), las
cuales constituyen una fuente importante de nuevos compuestos y una forma mas
productiva para el desarrollo de potenciales farmacos (Harvey, 2008; Mondal S, 2012).
Segun el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos han sido identificados y ya
registrados alrededor de 50.000 fitoquimicos con potencial actividad anticancerosa (NCI,
2015).

Entre las diferentes fuentes de productos naturales se encuentran las especies
pertenecientes a la familia Passifloraceae, Este grupo taxondémico presenta un interés
particular para la busqueda de compuestos con actividad biolégica. Como se describe a
continuacién, Especies de este grupo han sido empleada por la medicina tradicional en
diferentes poblaciones y constituye una enorme riqueza no solo en términos de
diversidad y de recurso genéticos, si no a nivel econdmico respecto al uso nutricional de
algunas de sus especies (Bugallo, 2011).

1.2 Caracteristicas generales de la familia Passifloraceae:

Esta familia comprende 18 géneros con 660 especies con gran diversidad en su forma de
crecimiento, posicionamiento de las hojas y en su composicion floral. Pueden ser lianas
0 enredaderas que trepan por medio de zarcillos, o especies arbdreas. Respecto a su
filotaxia pueden presentar hojas alternas con laminas foliares que generalmente son
enteras, pero también pueden ser lobadas con o sin estipulas. Sus peciolos pueden o no
llevar glandulas las cuales pueden ser sésiles o estipitadas y casi siempre pareadas. Las
flores tienen un androginoforo prominente pero con menor frecuencia, pueden presentar
solamente ginéforo. Presentan una corona extraestaminal bien desarrollada, aunque en
algunas especies se ve reducida a una fila de pequefios tubérculos o dientecillos.
Respecto al fruto, presenta generalmente bayas, pero raramente pueden presentar
capsulas (Ocampo et al, 2007).

La distribucién de estas especies es pantropical con presencia desde el sudeste de Asia
y Australia, y un centro de diversidad que se presenta en América Central y del Sur, en
donde la mayoria de las especies son endémicas. En esta region se encuentran cuatro
géneros: Ancistrothyrsus, Dilkea, Mitostemma y Passiflora, alcanzando alrededor de 500
especies (Escobar, 1986). Este ultimo género ha cobrado interés desde varios puntos de
vista: para la industria Agricola y de alimentos es de relevancia econémica por presentar
el mayor nimero de especies frutales comestibles (Albert L. 1993, Tafur. 2005) y un
centro de diversidad amplio que se extiende desde los Andes colombianos y
ecuatorianos hasta el brazil (Hernandez, 2000), algunas especies como Passiflora edulis
(maracuyd), Passiflora ligularis (granadilla) y Passiflora mollissima (curuba) aparecen en
los principales renglones de exportacion para consumo, mientras que otras como P.
amethystina y P. umbilicata se comercializan como ornamentales por la vistosidad de sus
flores y la curiosa forma de sus hojas (Bugallo, 2011). Desde la perspectiva biomédica,
las especies del género Passiflora L. han cobrado interés especialmente por parte de las
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industrias farmacéuticas y cosméticas, ya que algunas especies han sido empleadas por
la medicina tradicional para el tratamiento de diferentes enfermedades (Dhawan, 2004) y
podrian ser usadas para la busqueda de potenciales farmacos y el desarrollo de nuevos
productos (Perry et al, 1991).

1.2.1 El género Passiflora: Actividad Bioldgica y algunos metabolitos
secundarios:

Este género ha sido empleado por la medicina tradicional en diferentes paises. Se ha
usado para el tratamiento de alteraciones como el insomnio y la ansiedad, neurosis,
neuralgia e histeria (Deng et al 2010), y como analgésico, antiespasmodico, y
antiasmatico (Rodriguez, 2008). En poblaciones del Brazil por ejemplo, diferentes partes
de las plantas de especies de este género se emplean para el tratamiento de
dismenorrea, epilepsia, gquemaduras, hemorroides, y como diurético y analgésico
(Dhawan, 2004). En la India se ha empleado para disminuir la dependencia a opiaceos
por sus propiedades ansioliticas (Ingale, 2010). En Europa se ha empleado para el
tratamiento de constipaciones e infecciones leves. En América, es el grupo mas
comunmente utilizado en la fitoterapia occidental contemporanea. A este género, se le
han atribuido propiedades anti-inflamatorias (Pizzetti et al, 2007) y se ha empleado como
tratamiento para enfermedades cardiovasculares como la hipertension (Rojas et al,
2009), la hipertrigliceremia y la hipercolesterolemia, problemas de la piel, enfermedades
respiratorias como la bronquitis, asma, entre otras (Dhawan, 2004).

El conocimiento tradicional de Passiflora L. se encuentra bien soportado por estudios
cientificos, los cuales han demostrado in vitro e in vivo su actividad biolégica (Miroddi,
2013). Entre los diferentes efectos de plantas de este género se incluyen el efecto
sedativo, antiespasmadico, antihipertensivo, antiinflamatorio, antidiabético y antibacterial
(Calapai G et al, 2012). Las propiedades biol6gicas han sido atribuidas a la variedad de
compuestos presentes en especies de este género. Estudios fitoquimicos de sus hojas vy
frutos han mostrado la presencia de Flavonoides, alcaloides y glucésidos, y en extractos
de sus hoas saponinas y polifenoles (Yoshikawa, 2000), Ademas flavonas C-glicésidos
tales como vitexina, isovitexin, orientina e isoorientina que presentan propiedades
antioxidantes (Chassagne, 1998). La informacién fitoquimica de Passiflora edulis Sims
por ejemplo, demuestra la presencia de glucésidos como passiflorina, ademas de
luteolina-6-C-chinovosido, triterpenos, antocianinas, eugenol, y-lactonas, carotenos,
acido L-ascorbico, ésteres, aceites volatiles, aminoacidos, carbohidratos, tiamina,
riboflavina, &cido nicotinico, calcio, hierro y fosforo (Silva et al, 2012).

La presencia de diferentes compuestos en especies del género Passiflora L. con
actividad bioldgica promisoria y al conocimiento etnofarmacoldgico y cientifico de algunas
de sus especies, plantea la necesidad de conocer y evaluar la capacidad anticancerigena
de diferentes extractos de esta plantas. Debido a que el extracto etandlico de hojas de
especies como P. foetida y P incarnata han mostrado efecto citotoxico in vivo
(Asadujjaman, 2014) y citotoxico y anti-tumoral in vitro (Ozarowski, 2013; Sujana,2012)
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y a que se conoce poco sobre la actividad biolégica de P. edulis f. flavicarpa, se planted
la valoracion del efecto citotoxico, antiproliferativo, inductor de muerte celular y efecto
antioxidante de extractos de esta especie. En especial, de la porcion comestible del fruto
gue hasta ahora solo se emplea para consumo humano, y para la cual no se han
reportado actividades de este tipo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Evaluar la actividad anticancerigena del extracto acuoso de la pulpa del fruto y del
extracto etandlico de hojas de maracuya (Passiflora edulis f. flavicarpa) en células de
cancer de colon humano.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar el efecto sobre la viabilidad celular de extractos de maracuya en las
células de cancer de colon humano.

e Evaluar el efecto de extractos de maracuya en la proliferacién, ciclo celular y la
eficiencia de clonacién de células de cancer de colon humano.

e Establecer la capacidad pro-apoptética de extractos de maracuya en células de
cancer de colon humano.

e Establecer el estado oxidativo de células de cancer de colon humano expuestas a
extractos de maracuya.



Metodologia |-8-

3. Materiales y Méetodos

3.1. Localizacioén

El fruto de Passiflora edulis se recolecté en la finca El Mirador (Vereda La Herradura,
Municipio de La Tebaida, Armenia, Quindio), ubicada en las coordenadas geograficas
globales 4.4376°N, 75.8489°W a 1165msnm. Las muestras se transportaron al
Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del
Quindio, donde se procedi6 a realizar el lavado del material y la obtencion de los
extractos. Posteriormente, los extractos liofilizados se transportaron a los laboratorios de
Ciencias Biomédicas del Instituto Tecnolégico Metropolitano (ITM) y al laboratorio de
Genética la Universidad Nacional de Colombia en la Ciudad de Medellin donde se
realizaron los ensayos biologicos.

3.2 Material Vegetal

Las hojas y el fruto de P. edulis se recolectaron entre las 6:00 am y 8:00 am verificando
que el vegetal estuviera completamente sano. Es decir, que por observacion visual
directa no se evidenciaran lesiones sobre los tejidos causada por plagas, enfermedades
o el ambiente. El fruto debia presentar madurez; la cual fue determinada por su
coloracién amarilla y su cascara dura. Las muestras vegetales una vez adquiridas, fueron
transportadas en bolsas de cierre hermético al Laboratorio de Bioquimica de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad del Quindio para su procesamiento.

MAYPOP
Passifiora incarnata I..
PassioxrLower FaiLy

Figura 3-1. llustracién de Maracuya (P. edulis f. flavicarpa). Autor desconocido
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Para llevar a cabo los objetivos fue necesaria la obtencién de los extractos y la de
descripciéon de una marcha fitoquimica preliminar. Para ello se siguié con la siguiente
metodologia:

3.2.1 Preparacion del extracto acuoso del fruto de Maracuya

Para la obtencion del jugo, el fruto maduro de P. edulis se lavo con agua de grifo y
posteriormente con agua destilada. La cdscara fue removida y la porcién comestible del
fruto se licu6 por métodos mecéanicos, se cold para eliminar las semillas y se filtr6 (poro
de 1mm) para garantizar su homogeneidad. Posteriormente se liofilizd y el sélido
resultante (previamente pesado) se resuspendié en agua destilada. Finalmente, el
extracto se filtr6 con poro de 0,22 um para conservar su esterilidad y se almacend
protegido de la luz a una temperatura de 4°C hasta su uso.

3.2.2 Preparacion del extracto etandlico de las hojas de Maracuya

Las hojas de P. edulis fueron inicialmente lavadas con agua de grifo y luego con agua
destilada para eliminar suciedades. El material vegetal se desec6 en un horno de aire
circulante a una temperatura constante de 40°C. Una vez seco, fue pulverizado utilizando
un molino y se lixivi6 durante 8 dias usando 500 ml de etanol al 96% (el lixiviado fue
recirculado constantemente). Luego, se procedié a separar la clorofila del extracto
etandlico mediante una extraccion liquido-liquido con etanol-agua (1:1) (Aguillon J, et al
2013) y se filtr6 con tamafio de poro de 25 um y carbdn activado de acuerdo a la
metodologia de Bilbao, 1997. El etanol fue evaporado a presiéon reducida (60mbar) y a
temperatura < 40°C en un rotaevaporador. El sélido resultante (previamente pesado) se
resuspendié en una solucion de Dimetilsulfoxido (DMSO) al 20% y se filtr6 con poro de
0,22um para conservar su esterilidad. Se almacen6 protegido de la luz a 4°C hasta su
uso.

3.2.3 Marcha fitoquimica preliminar

La marcha fitoquimica preliminar se realiz6 en el extracto acuoso del fruto del maracuya y
una fraccién etandlica de las hojas. Se establecié un perfil quimico de presencia o
ausencia de metabolitos secundarios y algunos glucidos. Se realizaron pruebas
cualitativas para la caracterizacion de compuestos como: taninos, flavonoides, quinonas,
esteroles, saponinas, glucésidos cardiotonicos, lactonas terpénicas, cumarinas y
alcaloides y aminas cuaternarias, y para la identificacion de azucares reductores (Bilbao,
1997, Sanabria, 1983).
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3.3 Lineas celulares

Se evaluaron tres lineas tumorales y una linea celular no tumoral. Las células SW480 y
SW620 fueron donadas por el Dr. Francis Raul, (laboratorio de prevencién nutricional del
cancer, IRCAD, Francia) quien las obtuvo de la American Type Culture Collection (ATCC
Manassas, USA). Las Lineas celulares fueron derivadas de las diferentes etapas de la
progresion de un tumor de cancer colorrectal de un mismo paciente (Leibovitz et al.,
1976). La linea celular SW480 se originé a partir de una fraccién quirdargica de un tumor
primario, moderadamente diferenciado (Duke’s, tipo B) y se caracteriza por su cariotipo
hipotriploide y por la presencia de entre 11 y 12 cromosomas marcadores que incluye
cromosomas dicéntricos; ademas presenta mutaciones en el gen p53. La linea SW620
fue aislada de un nédulo linfatico del mismo paciente, correspondiente al proceso de
metastasis (Duke’s tipo C). Puede caracterizarse por su cariotipo hiperdiploide (nimero
modal entre 46 y 53 cromosomas) con los mismos marcadores de la linea SW480
(Leibovitz et al., 1976, Gagos S, et al. 1995)

Finalmente, La linea celular Caco-2 correspondiente a células epiteliales derivadas de
adenocarcinoma colorrectal humano. Esta linea celular ha sido ampliamente utilizada
para estudios in vitro relacionados con funcién de asimilacién de compuestos debido a
gue presentan caracteristicas similares a las células intestinales maduras tales como
enterocitos o células mucosas. Se caracteriza por su nimero modal de 96 cromosomas y
por la presencia de 10 cromosomas marcadores entre los que se incluyen alteraciones
como 10qg-, t(11;17) y t(15;?) (Rao A.L, 2009). Esta linea celular fue proveida por el
laboratorio de Genética, Reparacion y Cancer de la Universidad de Antioquia.

Figura 3-2. Células de adenocarcinoma de colon humano SW480 (izquierda), y sus
derivadas metastasicas SW620 (derecha) con objetivo de 40X (400X de Magnificacion).

Como linea celular no tumoral se empleé la linea celular CHO-K1. Un subclon derivado
de la linea parental CHO obtenida y establecida a partir de un explante de tejido de
ovario de Cricetulus griseus (Nolan y Lee, 2012). Es empleada comUnmente para la
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evaluacion de compuestos in vitro y para la produccién de proteinas recombinantes (Xu
et al, 2011). Esta linea se caracteriza por su cariotipo heteromorfico con nimero modal
de entre 20 y 21 cromosomas (Kao, Puck 1974). Estas células fueron cedidas por el
laboratorio de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin, y se
emplearon para determinar el indice de Selectividad (SI) de los tratamientos (R Moo Puc,
et al 2009).

o = DLsg en las células CHO — K1 1
" DLs, en las células de cancer de colon M

Figura 3-3. Células de adenocarcinoma de colon Caco-2 (izquierda), y células no
tumorales CHO-K1 (derecha) con objetivo de 10X (100X de Magnificacion).

3.3.1 Condiciones de cultivo y Mantenimiento

Las células SW480, SW620 y Caco-2 fueron mantenidas y propagadas en frascos de
cultivo Falcon de 25 cm? en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s médium (DMEM) (Gibco)
con 25 mM de glucosa y 2 mM de L-glutamina, suplementado con 10% suero de caballo
(HS)(Gibco), 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina (Gibco) y 1% de aminoacidos
no esenciales (Gibco). Esta solucion se rotulé y empleé como “Medio de mantenimiento”.

Para la propagacion de las lineas celulares, el medio sobrenadante de cada cultivo fue
removido y reemplazado cada 48 horas y cada 8 dias (tiempo en el que se observo una
confluencia superior al 80%) se realizaron procedimientos de subcultivo. Para cada
transferencia se descart6 el sobrenadante dejando las células adheridas y se lavo la
superficie de Adhesion celular con tampon verseno (1X), se adicion6 1ml de tripsina-
EDTA (GIBCO) a una concentracion de 0.25% durante 5 minutos y luego se bloqueé la
actividad enziméatica con 2 ml de solucién STOP (Medio DMEM Suplementado con 20%
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de suero de caballo, 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina). La suspension
celular obtenida se transfirid a un tubo coénico de polipropileno estéril y se centrifugd a
2500 rpm durante 5 minutos. Se descartd nuevamente el sobrenadante y el botén celular
se resuspendio con 1ml de medio sin suero. Se estimo la viabilidad y concentracion
celular en cdmara de Neubawer y por exclusion de colorante con Azul de tripano 0.4%
(Gibco). En cada subcultivo se transfirieron 5x10* células por frasco T25 en un volumen
final de 5 ml medio de cultivo de mantenimiento (Maldonado, 2013).

La linea celular CHO-K1 fue mantenida bajo condiciones y métodos equivalentes a los
descritos anteriormente. Sin embargo, estas fueron expandidas con medio de cultivo
RPMI1640 (Gibco) suplementado con 5% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) y 100 Ul/ml
de penicilina, 100 pug/ml estreptomicina (Gibco). Ademas fueron transferidas 7x10* células
por frasco Tpara alcanzar la confluencia deseada cada 8 dias (de acuerdo a lo
establecido en el laboratorio de genética de la Universidad Nacional, Sede Medellin).

Todos los cultivos se mantuvieron en incubaciéon a 37°C en una atmosfera humeda
(>95%) y 5% CO, y los diferentes tratamientos se realizaron mientras las células se
encontraban en fase exponencial. El medio de cultivo fue removido y sustituido cada 48
horas.

3.4 Ensayos Biologicos

Los controles empleados en cada ensayo fueron: élulas en medio de mantenimiento y sin
tratamiento como control negativo (C-), células a las que se adicion6 H,0; (250 uM) al
medio de cultivo como control positivo (C+), y células expuestas a DMSO a una
concentracion de 0.2% en un periodo de exposicién igual a la duracién de cada
tratamiento como control solvente (CS).

Para todos los experimentos el medio se modificd. El suero se redujo al 3% y a los
cultivos de las lineas SW480, SW620 y Caco-2 se les suplementé con 10 pg/ml de
Insulina, 5 pg/ml de Transferrina, y 5 ng/ml de Selenio (medio ITS).

A continuacidon se presentan las metodologias empleadas para la evaluacion de la
actividad biolégica de los extractos. Para ambos, se emplearon diferentes
concentraciones adicionandolas en los cultivos celulares como relaciones
volumen/volumen.
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Tabla 3-1. Concentracion de extractos evaluados y su equivalencia en relacion peso-
volumen.

Porcentaje del Concentracion del Concentracion del | Concentracién DMSO
Tratamiento extracto Etandlico | extracto Acuoso del (%viv)*
(%VIV) de Hojas (pg/ml) fruto (pg/ml)
10 229 264 0.2
7 160.3 184.8 0.14
55 125.9 145.2 0.11
5 114.5 132 0.1
25 57.3 66 0.05
2 45.8 52.8 0.04
15 34.4 39.6 0.03
1 22.9 26.4 0.01

*Las concentraciones de DMSO se emplearon para descartar efecto de solvente en ensayos
correspondientes al extracto etandlico.

3.4.1 Evaluacion del efecto de los extractos de maracuya sobre la
viabilidad celular

e Pruebade MTT

El ensayo de MTT es comunmente empleado para determinar la viabilidad celular. Esta
prueba estad basada en la funcionalidad metabdlica asociado a oxidorreductasas
dependientes de NADP(H) (Mosmann, T. 1983) y en la capacidad celular para la
transformacion de la sal MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazoélico).
Este compuesto de color amarillo es captado por las células y reducido por la enzima
Succinato deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble como formazéan (de color
parpura). Este compuesto queda retenido en las células pero puede ser liberado y
solubilizado para ser cuantificado mediante un método colorimétrico (Riss, et al. 2013).
En este caso, la cantidad de formazan producido es directamente proporcional a la
viabilidad celular siempre y cuando las células se encuentren en fase exponencial
(Arencibia et al. 2003).

Para el desarrollo de esta prueba se emplearon cultivos con viabilidad superior al 95% de
las lineas celulares SW480, SW620, y Caco-2 a partir de los cuales se sembraron en
placas de cultivo de 96 pozos: 5000 células/pozo; y 6000 células/pozo de la linea CHO-
K1 en un volumen final de 100 ul de medio de mantenimiento. Los cultivos se dejaron por
un tiempo de establecimiento de 48 horas, y el efecto se evalué a 24, 48, 72 y 96 horas.
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Para evitar el agotamiento de nutrientes, el medio de cultivo fue sustituido cada 48 horas
manteniendo la concentracion de los tratamientos.

Posterior al tiempo de exposicion a cada extracto, se adicioné a cada pozo 20 pl de MTT
(5mg/ml en PBS) (SIGMA) y se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 4 horas en
oscuridad y agitacion orbital continua. Se agreg6 100 pl de Isopropanol acidificado (Triton
X-100 10%, HCI 0.8%) frio a cada pozo y se agité de forma orbital durante 30 minutos en
oscuridad y a temperatura ambiente. Finalmente, se tomaron las medidas de absorbancia
en el equipo Glomax™Promega a una longitud de onda de 560 nm, y se estimé el
porcentaje de viabilidad (respecto al control negativo) usando la ecuacién 2.

DO
% de Viabilidad = D—OT x 100 )
Cc

DO= Densidad Optica de cultivos tratados
DO.= Densidad 6ptica control Negativo (células sin tratamiento).

Este ensayo se realiz6 usando 7 réplicas de cada tratamiento y controles. Se
construyeron graficas de la absorbancia promedio para cada tiempo y de porcentaje de
viabilidad celular. Ademas se determind la dosis letal media (DLsg) por regresion lineal.

e Coloracion vital de azul de Tripano

El azul de Tripano ha sido empleado para colorear tejidos o células muertas de forma
selectiva debido a que es una molécula de gran tamafio y de carga negativa haciendo
gue su transito a través de la membrana sea restringido. Estas caracteristicas hacen que
el colorante solo ingrese a células que no poseen una adecuada integridad en sus
membranas, mientras que las células viables estan en capacidad para excluir el
colorante. Las células con membranas dafiadas se tifien de un color azul distintivo que
puede observarse facilmente bajo el microscopio de campo claro (Tran et al. 2011)

Para la evaluacion, se inocularon 5000 células por pozo de cada una de las lineas
celulares en placas de cultivo de 24 pozos en un volumen final de 1 ml de medio ITS
durante un tiempo de 48 horas, posterior al cual se removié el sobrenadante y se
adicionaron los tratamientos. El ensayo se realizé por duplicado y se evalud la viabilidad
a diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 horas). Para evitar el agotamiento de nutrientes, el
medio fue sustituido cada 48 horas manteniendo la concentracion del extracto. Posterior
al tiempo de tratamiento, se empled el método para subcultivos descrito previamente y
cual se obtuvieron alicuotas de cada uno de los cultivos tratados. Estas suspensiones
celulares se mezclaron en proporcién 1:1 con azul de Tripano (0.4%) y se incubaron por
3 minutos a 37°C en atmésfera humeda con 5% de CO,. Se tomaron 10 pl de dicha la
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mezcla y se sirvieron en cada campo de la cAmara de Neubawer para hacer el recuento
usando un objetivo de 40X.

El porcentaje de viabilidad celular se calculé usando la ecuacion 3, descrita como:

Numero de céulas viables

% de viabilidad = ( ) X 100 3)

Numero de células totales

Los resultados de esta prueba se reportaron como porcentaje de viabilidad promedio y se
construyeron graficas de viabilidad respecto a la concentracion de tratamiento adicionado
para la evaluacién Dosis-respuesta y la determinacion de la Dosis letal media (DLs) por
regresion lineal.

3.4.2. Evaluacion del efecto antiproliferativo de extractos de maracuya

e Sulforodamina B

Este ensayo es comunmente utilizado para estimar el contenido de proteina celular in
vitro (Skehan et al. 1990) y para la evaluacién de compuestos con actividad bioldgica y
descubrimiento de agentes neoplasicos Su implementacién se debe a la interaccion de
Sulforodamina (SRB) que en su estructura quimica que presenta 2 grupos sulfénicos (-
S0O3), con a cationes presentes en diferentes estructuras biolégicas o a biomoléculas
como proteinas en sus residuos amioacidicos basicos. Esta interaccion puede
incrementarse en condiciones acidas haciendo que se una con mayor afinidad y se
mantenga. De este modo se puede emplear para determinar el aumento en el contenido
de proteinas fijas debidas a proliferacion celular (Escobar et al. 2009).

El ensayo se realiz6 de acuerdo a lo establecido por Rahman et al. 2001 con algunas
modificaciones. Para esta prueba se cultivaron 3000 células/pozo de cada una de las
lineas celulares en placas de cultivos de 96 pozos en un volumen final de 100 ul de
medio ITS y se incubaron a diferentes tiempos (0, 2, 4, 6 dias) en presencia de las
diferentes concentraciones de los extractos. Para evitar la pérdida por evaporacion del
medio, y el agotamiento de nutrientes, el medio fue reconstituido cada 48 horas
manteniendo la concentracion de los tratamientos. Una vez transcurrido el periodo de
exposicion a los extractos, los cultivos fueron interrumpidos adicionando 100 pl de Acido
tricloroacético frio (MERCK) a una concentracion de 50% v/iv a cada pozo.
Inmediatamente, los cultivos se incubaron a 4°C durante 1 hora en oscuridad. Después
de este periodo, se removid el &cido y se adicion6 100 pl de Sulforodamina B (0.4% p/v
diluida en acido acético 1%) por pozo. La solucién de colorante se mantuvo en las células
adheridas y fijadas por 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente los excesos
de SRB se removieron lavando la superficie de adhesién con &cido acético (1% v/v en
agua destilada). Las placas se dejaron secar a temperatura ambiente durante un dia.
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Para la lectura de absorbancia, la SRB unida a las proteinas se solubilizé adicionando
200 pl de buffer Tris-HCI (10 mM pH10.5) a cada pozo y se agité de forma orbital durante
20 minutos. La densidad éptica se obtuvo a 490 nm por espectrofotometria.

Este ensayo se realiz6 usando 7 réplicas de cada tratamiento y controles. Para los
resultados se construyeron graficas de absorbancia promedio para cada tiempo y se
reporto la concentracion inhibitoria media (Clsg) para cada tratamiento por regresion.

% Inhibicién = 1 — (g—‘o’z) x 100 (4)

DO= Densidad 6ptica de cultivos tratados
DO.= Densidad 6ptica control Negativo (células sin tratamiento).

e Eficiencia de clonacion:

Esta prueba se empled para determinar la capacidad proliferativa de las células con
previa exposicion a los tratamientos, de acuerdo a lo establecido por Franken et al. 2006,
y Rafehi et al. 2011. Para esta prueba, se emplearon Unicamente cultivos de las lineas
celulares SW480 y Caco-2 como modelos.

A partir de cultivos en fase exponencial se inocularon 10000 células/pozo de cada una de
las lineas celulares SW480 y Caco-2 en placas de cultivo de 6 pozos y usando como
volumen final de suspension 2 ml de medio ITS. Los cultivos fueron mantenidos en
incubacién durante 48 horas para el establecimiento (condiciones descritas previamente).
Se adicionaron proporciones del extracto etandlico correspondientes a 5%, 5.5% y 7%
debido a que en este rango de proporciones se incluy6d la DLsy encontrada por Azul de
tripano y SRB. Posterior al tiempo de tratamiento, se recolectd el sobrenadante de cada
cultivo tratado en un tubo cénico de polipropileno estéril de 15 ml (tubo A) y las células
adheridas al sustrato se lavaron con PBS (1X), se les adicioné 500 ul de tripsina/EDTA
(0.25%) a 37°C, y se incubaron durante 5 minutos a esta misma temperatura.
Posteriormente la accién de la Tripsina se bloqued con solucion STOP (Medio DMEM
Suplementado con 20% de suero de caballo, 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina), y la suspension celular obtenida para cada cultivo se recolecté y se
sirvio en el tubo A. Se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos y se removio el
sobrenadante para liberar a las células de los tratamientos solubles y el boton celular se
resuspendié en 1 ml de medio DMEM libre de suero. A partir de cada tubo se tomé una
alicuota de 10 pl que se emple6 para recuento por microscopia en cdmara de Neubawer
y se estimo el volumen necesario de cada suspension celular para la obtencién de 200
células. Dicho volumen, se mezclé con 2 ml de medio ITS y se sirvié en un nuevo pozo
en placas de cultivo de 6 pozos. Las muestras se incubaron durante 7 dias (el medio libre
de tratamientos, fue reemplazado cada 48 horas). Después de este periodo, se removid
el sobrenadante y se lavé dos veces la superficie de adhesion celular con 1 ml de PBS.
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Las células adheridas se fijaron con solucion de Carnoy (Metanol- &cido acético en
proporcion 3:1lrespectivamente) y se tifieron con cristal violeta (0.5% p/v) durante 10
minutos. Luego, se lavaron con abundante agua destilada y se dejaron secar de forma
horizontal a temperatura ambiente. En microscopio invertido se cont6 el numero de
colonias formadas (usando como criterio de inclusién a colonias con 50 0 més células) en
cada uno de los tratamientos y se relacionaron con el nimero de células inoculadas vy el
namero de colonias encontradas en el control negativo.

Este ensayo se realiz6 por duplicado en dos momentos independientes y los resultados
se expresaron como porcentaje de eficiencia de clonacién absoluta (ECA) y eficiencia de
clonacion relativa (ECR). Esta Ultima, se emple6 para determinar el efecto
antiproliferativo de cada tratamiento.

ECA = (Nl’lmero de colonias de tratamiento) « 100 c
B Numero de células inoculadas ®)
ECR = ( ECA de tratamiento ) 00 e

~ \ECA de control negativo ®)

3.4.3 Efecto del extracto etandlico de hojas de maracuya sobre el ciclo
celular

La distribucién del ciclo celular fue analizada mediante el marcaje de ADN con Yoduro de
propidio (IP) (Darzynkiewicz, S et al. 1992). En este ensayo, se realiz6 un proceso
analogo al del numeral anterior en las fases de cultivo, tratamiento y recoleccién celular
por tripsinizacion.

A partir de la suspensién celular obtenida se tomé una alicuota de cada uno de los
cultivos tratados y se conté en camara de Neubawer. Se estim6 el volumen necesario
para obtener 1x10° células y se fijaron con 1 ml de Metanol-PBS en proporcién 9:1 (V/v).
Las suspensiones celulares se almacenaron a -20°C durante 2 horas y luego se
centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos. Se removio el sobrenadante y el exceso de
metanol se removié lavando dos veces con PBS frio y centrifugaciones sucesivas. Los
botones celulares obtenidos se resuspendieron en 500 pl PBS (250 pg/ml RNAsaA, 10
png/ml de IP), y se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos en oscuridad. Las
suspensiones celulares de cada tratamiento y control se analizaron con el Citometro de
flujo FACSCantoll de la Unidad de Citometria de la sede de Investigaciones Universitaria
(Universidad de Antioquia).
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Este ensayo se realiz6 por duplicado en dos momentos indepencientes y los resultados
se presentaron como porcentajes promedio en cada fase del ciclo celular y se analizaron
con los programas FlowJo (versién 6.0) y ModFit LT™ (Version 4.0).

3.4.4. Efecto inductor de muerte celular del extracto etandlico de Maracuya

e Deteccion de apoptosis por citometria de flujo con Anexina V y
contratinciéon con Yoduro de Propidio

El efector inductor de apoptosis se evalué mediante la captacion de Yoduro de propidio
(IP) y la unién de Anexina V que permite identificar la Fosfatidilserina (Hingorani et al.
2011). Este componente fosfolipidico usualmente se encuentra en la cara interna de la
membrana celular (hacia el lado citosoélico), y se expone hacia la superficie externa de la
misma por acciéon de la Flipasa como un evento celular de apoptosis temprana (Engeland
et al. 1998).

El efecto del extracto etandlico a concentraciones de 5%, 5.5%, y 7% v/v se evalu6 por
duplicado en dos momentos independientes en las lineas celulares SW480 y Caco-2.
Para ello se inocularon 3x10° células/pozo en 2 ml de medio ITS en placas de 6 pozos.
Los cultivos se incubaron durante 48 horas para su establecimiento como se describié
previamente y posteriormente fueron tratados durante 48 horas. Al finalizar el periodo de
exposicion, se recolecto el sobrenadante de cada uno de los cultivos y se transfirié en un
tubo cénico de polipropileno (tubo A). Las células adheridas se lavaron 2 veces con PBS
a 37°C, se les adicion6 500 pl/pozo de tripsina/EDTA (0.25%) y se incubaron durante 5
minutos a 37°C. El blogueo enzimatico se realizé con adicién de 2 ml de solucién STOP
(Medio DMEM Suplementado con 20% de suero de caballo, 100 Ul/ml penicilina, 100
pg/ml estreptomicina). La suspension celular obtenida en cada caso, se recolecté y se
adicion6 sobre el medio recolectado inicialmente en el Tubo A. Se centrifug6 a 2500 rpm
durante 5 minutos a temperatura ambiente y se descarté el sobrenadante. El botén
celular se resuspendié en 1ml de medio DMEN y se estim6 el volumen necesario para
obtener 1x10° células por ml. Este volumen, se transfiri6 a un tubo de poliestireno para
citometria (tubo B) y se centrifugé. Luego se realizaron lavados con 1 ml de PBS (1X) y
se centifugd dos veces a 2500 rpm durante 5 minutos. Las células obtenidas se
mezclaron con 1 ml tampén de union a Anexina V (10 mM Hepes; 0.14 M NaCl; 2.5 mM
CaCl,; pH 7.4) y se adicion6 4 pl de anexina V-FITC (annexin-V—FLUQOS staining kit) y 10
pL de IP (1 mg/mL). Las muestras se incubaron durante 15 minutos a 4°C en oscuridad y
posteriormente se centrifugaron para remover el sobrenadante con excesos de Anexina
V y IP. Se adicion6 1 ml de PBS 1X y se analizaron en el Citbmetro de flujo
FACSCantoll.

Esta prueba se realizé por duplicado en dos momentos independientes. Los resultados
se presentan de forma grafica y se analizaron con FlowJo (version 6.0) para reportar los
valores promedio de eventos positivos para cada poblacién celular analizada: Células
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viables (anexinaV- Negativo, IP-Negativo), Células con apoptosis temprana (AnexinaV-
positivo, IP-negativo), células con apoptosis tardia (AnexinaV-positivo, IP-Positivo), y
células necroticas (AnexinaV-negativo, IP-Positivo).

e Actividad de Caspasa 3:

La actividad de la enzima Caspasa 3 se estimd usando el Kit ApoTox-Glo™ TriplexAssay
(Promega). En el desarrollo de esta prueba se empled un sustrato (Caspase-Glo®) para
la Caspasa 3 como biomarcador de apoptosis (Figura 3-4). Este sustrato contiene el
tetrapéptido de secuencia DEVD (Résiduos amonoacidicos glutamato-Aspartato-valina-
Glutamato), que al ser transformado enzimaticamente produce una sefial luminiscente
gue es proporcional a la actividad de la caspasa.
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Figura 3-4. Representacion esquematica del proceso de degradacion de sustrato
mediado por caspasa 3 y caspasa 7. (Tomada de la guia de usario del Kit ApoToxGlo®)
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Para la evaluacién se emplearon las lineas celulares SW480 y Caco-2 tratadas con
concentraciones de 5%, 5.5% y 7% del extracto etandlico de hojas de P. edulis. Para ello
se sembraron 3000 células/pozo en un volumen final de 100 pl de medio de cultivo de
mantenimiento en placas de cultivo de 96 pozos, y se incubaron durante 24 horas para el
establecimiento. Al finalizar este periodo se removio el medio y se adicionaron las
diferentes concentraciones del extracto en medio ITS para estimar el efecto durante 24
horas. Posterior al tiempo de exposicion al extracto, se afadieron 50ul del sustrato
Caspase-Glo® 3/7 a todos los pocillos, se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente y se les midi6 la luminiscencia en el equipo GLOMAX (Promega).

El ensayo se realiz6 por cuadruplicado y los resultados se presentaron como unidades
arbitrarias de luminiscencia (RLU) y se compararon respecto al control negativo.
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3.4.5. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo de las células expuestas a los extractos se evalud usando el Kit de
luminiscencia GSH/GSSG-Glo™ (Promega). En este caso, se tomo el Glutatién Oxidado
(GSSG) como un buen indicador del estrés oxidativo celular ya que algunos compuestos
pueden reaccionar con el Glutatiéon reducido (GSH) y formar aductos incrementando los
niveles de GSSG (Sies, H, 1999). Este hecho reduce la proporcion GSH/GSSG y provoca
una disminucion de la capacidad antioxidante natural del Glutation (Griffith, 1999), lo que
se asocia a dafios en el ADN y a alteraciones en eventos de sefializacion celular
(Denzoin et al, 2013).

Para los ensayos se cultivaron 5.000 células/pozo de las lineas SW480 y Caco-2 en un
volumen final de 100 ul de Medio ITS por pocillo usando en placas de cultivo de 96
pozos. En este ensayo el tiempo de establecimiento y de exposicién a los tratamientos
fue de 24 horas. Se evaluaron concentraciones de 5%, 5.5% y 7% v/v. y la acumulacion
de glutation oxidado (GSSG) Se calcul6 asi: Se removié el medio de cultivo de cada pozo
e inmediatamente se adiciond 25 pl de reactivo de lisis para glutatién oxidado (0,5 pl de
Luciferina-NT, 0,25 pl de NEM 25 mM, 5 ul de Buffer de lisis 5X, 19,25 pl de agua
destilada) y se dejé actuar durante 5 minutos con agitacidon orbital y a temperatura
ambiente. Luego, se adicion6 25 pl de reactivo de generacion de Luciferina (0,7 pl de
DTT 10 OmM, 1,5 ul de Glutation-S-Transferasa y 22,8 ul de Buffer de reaccion de
Glutatién) a cada pozo y se mantuvieron las placas durante 30 minutos en oscuridad y a
temperatura ambiente. El sobrenadante obtenido en cada pozo fue transferido a una
placa de cultivo de 96 pozos blanca (disefiada para el equipo GLOMAX™ promega) y se
mezclé con 50 pl/pozo del reactivo de deteccion de Luciferina durante 15 minutos.
Finalmente, se obtuvo la luminiscencia en el equipo Glomax™ (Promega).

Este ensayo se realiz6 usando 4 réplicas de cada tratamiento por plato y dos ensayos
independientes para reproducibilidad. Los resultados se reportaron como luminiscencia
promedio en unidades arbitrarias de luminiscencia (LRU) y se compararon respecto al
control negativo.

3.5 Andlisis estadistico

Para todos los ensayos se usé un Disefio experimental completamente al azar con
“Proporcion de tratamiento” como unico factor. Los datos se analizaron mediante los
programas GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) y Excel para el
Analisis de varianza de una via (ANOVA) y una prueba de Tukey para comparaciones
multiples. Ademas una prueba Duncan de contraste entre cada tratamiento respecto al
control negativo. En todos los casos se consideraron diferencias estadisticamente
significativas cuando los valores p fueron menores que 0.05.
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4. Resultados.

4.1 Marcha fitoquimica preliminar.

Los resultados de la marcha fitoquimica preliminar se presentan como presencia o
ausencia de cada metabolito. Cuando se compararon ambos extractos, se encontrd
presencia de compuestos similares entre los extractos como Flavonoides, Quinonas,
Glicosidos cardiotonicos, Alcaloides, deoxiazlicares, azUcares reductores,
carotenoides y carbohidratos (Tabla 4-1). La diferencia se observé en la presencia de
Taninos en el extracto etandlico, y de Esteroles presentes Unicamente en el extracto
acuoso.

Tabla 4-1: Evaluacion cualitativa de metabolitos presentes en los extractos de P.
edulis Sims f. flavicarpa.

. Extracto acuoso Extracto
Metabolito L .
del fruto Etandlico de hoja
Taninos - +
Flavonoides + +
Quinonas + +
Esteroles + -
Saponinas - -
Glicésidos
. + +
cardioténicos
Lactonas terpénicas - -
Cumarinas - -
Alcaloides y/o N N
aminas cuaternarias
Deoxiazlcares + +
Azlcares
+ +
reductores
Carotenoides +
Carbohidratos +

*(-) Ausencia del metabolito, (+) presencia del metabolito.
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4.2 Ensayos biologicos

4.2.1 Efecto sobre la viabilidad celular de los extractos de maracuya,
mediante el método de MTT:

El efecto citotdxico se evalud inicialmente en células SW480 y SW620. La respuesta a
las diferentes concentraciones de los extractos y un periodo de exposicion de 24 horas
se estimo calculando el Porcentaje de viabilidad como la relacion entre Absorbancias de
células tratadas y células no tratadas.
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Figura 4-1. Efecto sobre la viabilidad celular de los extractos de P. edulis en células
SW480 y SW620. CS: células tratadas con 10% de Agua destilada (como control vehiculo
para el extracto acuoso), y con DMSO 0,2% (como control vehiculo para el extracto etanélico).
C+: Células expuestas a H,0, 250 uM durante 6 horas.*diferencias significativas.

Ambos extractos mostraron un efecto reductor en el Porcentaje de Viabilidad en células
SW480. De acuerdo al analisis de varianza se encontr6 que el extracto acuoso presenté
un efecto significativo (p<0.0001) entre al menos 2 de los tratamientos. La prueba de
contraste mostré que dicha diferencia se present6 a partir de la concentracion de 5.5% y
hasta 10% con respecto al control negativo (Anexo, Tabla A-1). El mayor efecto fue
generado por la concentracion de 10%, la cual disminuyé la viabilidad en un 16.98%.
Para este extracto, no se encontr6 efecto del solvente empleado (p=0.5225).

El extracto etandlico también redujo significativamente (p<0.0001) la viabilidad de las
células SW480 incluso con concentraciones bajas (Tabla A-2). En este caso la viabilidad
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se redujo como minimo en un porcentaje de 18.95% para la concentracion de 1.5%, y
como maximo en 62.72% para la concentracion de 10%. Aunque los cultivos tratados con
DMSO 0.2% como control solvente (CS) presentaron una disminucién en la viabilidad de
16.06%, esta diferencia no resulté significativa y por lo tanto, solo se atribuyeron los
efectos sobre esta linea celular a los compuestos presentes en el extracto.

El efecto de los extractos sobre la linea celular SW620 fue variable. Para el extracto
acuoso se observo diferencia significativa (p<0.0001) entre las absorbancias y por tanto
en la viabilidad celular para al menos dos tratamientos. La prueba de contraste mostré
que la disminucion en la absorbancia resulto significativa a partir del tratamiento de 5.5%
y se mantuvo hasta la concentracién de 10% (Anexos, tabla A-3). EI menor efecto sobre
la viabilidad se obtuvo con la concentracién de 1% (26,4 pug/ml) para la cual la viabilidad
disminuy6 en 1.49%, y el mayor efecto sobre la viabilidad con la concentracion de 10%
(264 pg/ml), con la cual la viabilidad disminuy6 en 18.50%.

Para probar si el efecto sobre la viabilidad celular fue dependiente de la dosis y estimar la
DLsg se realizé una Regresion lineal. Para el extracto acuoso no se encontrd un ajuste
lineal ni en células SW80 (R?=0.2352), ni en células SW620 (R?=0.2352) y por lo tanto la
dosis letal media no se determind por este método. En contraste, el efecto sobre la
viabilidad celular generado por el extracto etandlico si presentd un ajuste lineal para las
células SW480 (R?=0.8411) y SW620 solo para concentraciones superiores a 5%
(R?=0.699) (Anexos, Tabla A-4). De acuerdo a estos resultados se estimé una DLs, de
7.32% equivalente a 167.62 pg/ml y de 25.80% respectivamente; valor que supera a la
concentracion maxima evaluada en este estudio. Los controles de solvente (10% de
Agua destilada y DMSO 0.2%) no mostraron diferencias significativas y por lo tanto se
atribuy6 el efecto a los compuestos presentes en el extracto.

De acuerdo a los resultados descritos anteriormente y debido a que se obtuvo un mayor
efecto citotoxico del extracto etandélico sobre ambas lineas celulares, se determin6
continuar las demas pruebas Unicamente con este extracto. Ademas se incluyeron las
lineas celulares Caco-2 (derivada de adenocarcinoma) y CHO-K1 como linea celular no
maligna para evaluar la selectividad del extracto y evaluar su efecto para diferentes
tiempos de exposicion.

Debido a que se encontr6 un mejor efecto del extracto etandlico, se evaluo el efecto de
éste a diferentes tiempos de exposicion y se incluyeron las lineas celulares Caco-2 y
CHO-K1. Los resultados se presentan como valores de absorbancia promedio y (Figura
4-2) y como porcentajes de viabilidad respecto al control negativo en cada caso (Figuras
4-3 a 4-6).
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Figura 4-2. Absorbancia promedio a 560nm obtenida mediante el método de MTT en
cultivos tratados con el extracto etandlico de hojas de maracuya. CS: Células tratadas con
DMSO 0.2%(durante el mismo tiempo de tratamiento). C+: Células expuestas a H,O, 250 uM
durante 6 horas, C-: Células sin tratamiento.
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Figura 4-3. Efecto sobre la viabilidad celular del extracto etandlico de hojas de maracuya
en células SW480 evaluado mediante la prueba de MTT. Las diferencias que significativas
fueron obtenidas por la prueba de Dunnet para comparacién multiple respecto al control negativo.
En todos los casos p<0.001 (Tabla A-12). C+: Células expuestas a H,0, 250 uM durante 6 horas.

El efecto del extracto etandlico sobre las células SW620 mostrd6 también un
comportamiento Dosis-dependiente que resultd significativo para concentraciones
superiores a 2.5% a partir de las 48 horas (Figura 4-4, Tabla A-4). Para estas células, la
viabilidad disminuy6 a las 24 horas en un 10.13%, 18.31%, 21.40%, 23.94% para los
tratamientos de 5%,5.5%, 7% y 10% respectivamente. A las 48 horas en un 26.55%,
36.25%, 32,42% y 45.53%; y a las 72 horas se obtuvo el mejor efecto ya que la viabilidad
disminuyé en 39.56%, 52.27%, 51.59% y 61.71% para las concentraciones de
tratamiento descritas anteriormente alcanzando su valor de DLso, razon por la cual no se
evaluo su efecto a las 96 horas.
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Figura 4-4. Efecto sobre la viabilidad celular del extracto etandlico de hojas de
maracuya en células SW620 evaluado mediante la prueba de MTT. Las diferencias que
significativas fueron obtenidas por la prueba de Dunnet para comparacion multiple respecto al

control negativo. En todos los casos p<0.00. C+: Células expuestas a H,0O, 250 uM durante 6
horas.

El efecto del extracto sobre células Caco-2 resulté significativo a partir de las 24 horas
(Anexos, Tabla A-5). La Viabilidad de estas células a las 24 horas se redujo en 8.30%,
19.09%, 35.87% y 40.46% para las proporciones de tratamientos de 5%, 5.5%, 7% y
10% respectivamente. A las 48 horas en 6.79%, 16.91%, 20.61%, y 22.01%; a las 72
horas en 22.34%, 18.56%, 20.18% y 32.41%; y a las 96 horas en 24.84%, 27,07%,
29.92% y de 40.47% para las concentraciones de tratamiento descritas anteriormente.
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Figura 4-5. Efecto sobre la viabilidad celular del extracto etandlico de hojas de maracuya
en células Caco-2 evaluado mediante la prueba de MTT. Las diferencias que significativas
fueron obtenidas por la prueba de Dunnet para comparaciéon maltiple respecto al control negativo.
En todos los casos p<0.001. C+: Células expuestas a H,0, 250 uM durante 6 horas.

El efecto del extracto etanélico de Hojas de P. edulis result6 significativo (*) a partir de las
24 horas (Tabla A-6) en células CHO-K1. Al estimar el Porcentaje de viabilidad celular se
encontr6 que éste se redujo en 17.53%, 21.79%, 18.15% y 29.49% para las
concentraciones de 5%, 5.5%, 7% y 10% respectivamente. A las 48 horas en 35.29%,
28.78%, 33.47% y 34.59%:; a las 72 horas en 32.69%, 32.16%, 35.80% y de 37.83%:; y a
las 96 horas en 33.99%, 38.29%, 35.90% y 37.22% para las concentraciones descritas
anteriormente.
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Figura 4-6. Efecto sobre la viabilidad celular del extracto etanélico de hojas de
maracuya en células CHO-K1 evaluado mediante la prueba de MTT. Las diferencias
gue significativas fueron obtenidas por la prueba de Dunnet para comparacion mdultiple

respecto al control negativo. En todos los casos p<0.001. C+: Células expuestas a H,0O, 250
MM durante 6 horas.

Los resultados de la prueba de viabilidad mediante MTT se resumen en la Tabla 4-2, en
la que se estima la Dosis letal Media (DLsg) para cada tiempo y sistema celular evaluado.
Como se observa, el mayor efecto del extracto se present6 en las células SW480 en las
gue se requiri6 una menor proporcién de extracto para alcanzar la DL, a las 25 horas, y
en las células SW620 en mayores tiempos de exposicion.

De forma global, los resultados de la prueba de MTT mostraron que el DMSO 0.2%
empleado como control solvente presenta un efecto significativo sobre la viabilidad
celular para tiempos de exposicibn mayores a 48 horas para las células SW620, CaCo-2
y CHO-K1 (Figura 4-4 a 4-6). Por lo tanto, debe ser considerado como un factor sobre la
viabilidad celular en periodos de exposicion mas largos. En todos los casos existio una
relacion dosis-respuesta entre el tratamiento y el porcentaje de viabilidad celular, y
ademds se evidencid que el efecto se aumenta con el tiempo.
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Tabla 4-2: DLs, estimada mediante regresion lineal del extracto etandlico de hojas de
maracuya.

linea tiempo Ecuacién de Coeficiente de DLsg DLsg
celular  (Horas) regresion deterr(nRig)acic’m (%vIv) (Hg/ml)
96 Y =(-4.4235)X + 84,111 0.9561 7.716 176.696
SW480 72 Y =(-4.3858)X + 102,92 0.7278 12.294 281.532
48 Y= (-2.9481)X + 98,775 0.8973 16.544 378.85
24 Y=(-5.3167)X + 88,96 0.8411 7.32 167.62
96 - - - -
SW620 72 Y=(-5.9327)X + 91.272 0.9245 6.9567 159.308
48 Y= (-4.3296)X + 95.596 0.9388 10.5312 241.187
24 Y= (-1.6643)X + 92.952 0.699 25.8078 590.998
96 Y =(-2.136)X + 82.119 0.6286 15.036 344.324
72 Y =(-3.3222)X + 98.212 0.806 14.512 332.324
CaCo-2 48 Y=(-2.3087)X + 99.089 0.5502 21.262 486.899
24 Y=(-5.6738)X + 110.37 0.8268 10.64 243.656
96 Y=(-2.0256)X + 77.085 0.8858 13.731 314.439
CHO- 72 Y=(-1.973)X + 78.058 0.9569 14.221 325.661
K1l 48 Y=(-1.2524)X + 74.918 0.5545 NA NA
24 Y=(-0.3033)X + 79.616 0.0313 NA NA

Y: Porcentaje de Viabilidad, X: proporcién de tratamiento
NA: No sigue un ajuste lineal, (-) no evaluado.
valores obtenidos mediante MTT.

4.2.2 Efecto sobre la viabilidad celular del extracto etandlico de Hojas de
maracuya evaluado por el método de exclusion de colorante azul de
tripano:

La evaluacion del efecto citotoxico por este método se realizé Unicamente para el
extracto etandlico de hojas de P edulis por haber presentado un mayor efecto en la
prueba Tamizaje por la metodologia de MTT. Su efecto se evalu6 en el modelo in vitro
de céncer de colon que incluy6 las lineas SW480 y SW620, y la linea celular no
maligna CHO-K1 para determinar el indice de selectividad (SI).

En las figuras 4-7 a 4-10 se resumen los porcentajes promedio de viabilidad obtenido
para cada concentracion de extracto evaluada en tiempos de 24, 48, 72 y 96 horas.
Los valores que resultaron tener diferencia significativa respecto al control negativo se
subrayan con asterisco (*).
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Figura 4-7. Efecto del extracto etandlico de hojas de P. edulis sobre la viabilidad en
células SW480. a) efecto a las 24 h, b) efecto a las 48 h, c) efecto a las 72 h, d) efecto
a las 96 h. * Diferencias significativas (p<0.001) por ANOVA de una via y prueba de Dunnet
para comparacién multiple respecto al control negativo (C-). C+: Células expuestas a H,0, 250

MM durante 18 horas, CS: células tratadas con DMSO 0.2% durante el mismo tiempo de
exposicion al extracto.

Para esta linea celular se observé una disminucién en el porcentaje de viabilidad que
resultd significativo (Tabla A-14) para concentraciones de tratamiento superiores a 5% a
partir de las 24 horas, y superiores a 1.5% a las 48 horas. En este tiempo de exposicion
se detectdé una concentracion umbral (Figuras 4-7b a 4-7d) para la cual la viabilidad
disminuy6 hasta en un 61.28% para la el tratamiento de 7% y en 94.16% para la de 10%.
El efecto del extracto aumenté con el tiempo y se observd que concentraciones bajas
como 2% (equivalente a 52.8 pg/ml) disminuyeran la viabilidad en valores de hasta
34.9% (Figura 4-7c) a las 72 horas.

La DLso del extracto etandlico de hojas de P. edulis sobre células SW480 se estim6 por
regresion lineal para cada tiempo y se presentdé como relacién volumen-volumen de
tratamiento y su equivalente en pg/ml.
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Tabla 4-3: DLso estimada para el extracto etandlico de hojas de maracuya mediante la
prueba de exclusion de colorante azul de Tripano en células SW480.

Tiempo Ecuacién de Coeficiente de DLsg DLsg

(horas) Regresion Determinacion (Rz) (% viv) (ug/ml)
96 Y= (-10.026)X + 86.827 0.9011 3.6731 84.11
72 Y= (-8.8124)X + 94.351 0.9537 5.0327 115.24
48 Y= (-9.7845)X + 114.99 0.8645 6.6421 152.11
24 Y= (-2.7785)X + 100.89 0.6510 18.3156 419.42

Y: Porcentaje de Viabilidad, X: proporcién de tratamiento

El efecto sobre la viabilidad celular del extracto etandlico de hojas de P. edulis sobre
células SW620 se presenta en la figura 4-8. Las diferencias en los porcentajes de
viabilidad resultaron significativas a partir de las 24 horas de exposicion (Tabla A-15).
Para este tiempo, la viabilidad se redujo en valores de 28.71%, 32.89%, 36.68% y
36.43% para los tratamientos de 5, 5.5%, 7% y 10% respectivamente (Figura 4-8a). En
39.30%, 43.90%, 68.96%, 71.31% a las 48 horas (Figura 4-8b), en 55.53%, 68.82%,
73.51%, 94.08% a las 72 horas (Figura 4-8c), y a las 96 horas la viabilidad se redujo
hasta en mas del 50% cuando las concentraciones de tratamiento fueron mayores al 2%.

La DLso del extracto etandlico de hojas de P. edulis sobre células SW620 se estim6 por
regresion lineal para cada tiempo y se presentd como relacion volumen-volumen de
tratamiento y su equivalente en pg/ml.

Tabla 4-4: DLsy estimada para el extracto etandlico de hojas de maracuya mediante la
prueba de exclusiéon de colorante azul de Tripano en células SW620.

Tiempo Ecuaciéon de Coeficiente de DLsg DLsg
(horas) Regresién Determinacién (R2) estimada (% v/v) estimada (ug/ml)
96 Y=(-8.8142)X + 78.497 0.8654 3.2331 74.03
72 Y=(-8.6809)X + 87.495 0.9619 4.3193 98.91
48 Y=(-6.1866)X + 86.447 0.9143 5.8913 134.91
24 Y=(-2.3056)X + 82.589 0.7933 14.135 323.69

Y: Porcentaje de Viabilidad, X: concentracion de tratamiento
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Figura 4-8. Efecto del extracto etandlico de hojas de P. edulis sobre la viabilidad en
células SW620. a) efecto a las 24 h, b) efecto a las 48 h, c) efecto a las 72 h, d) efecto
a las 96 h. * Diferencias significativas (p<0.001) por ANOVA de una via y prueba de Dunnet
para comparacién multiple respecto al control negativo (C-). C+: Células expuestas a H,0, 250

MM durante 18 horas, CS: células tratadas con DMSO 0.2% durante el mismo tiempo de
exposicion al extracto.

Los resultados de viabilidad para células CHO-K1 tratadas con el extracto etandélico de
Hojas de P. edulis mostraron diferencia significativa (*) entre los tratamientos para
cada tiempo (Tabla A-16). La variacion en los porcentajes de viabilidad se resume en
la Figura 4-9. En esta, se observa que la viabilidad se redujo a las 24 horas en
12.92%, 12.88%, 29.80% y 45.21% para las concentraciones de 5, 5.5%, 7% y 10%
respectivamente (Figura 4-9a), a las 48 horas en 18.27%, 10.10%, 32.14%, 78.26%

(Figura 4-9b), y a las 72 horas en 15.63%, 17.78%, 36.59% y 71.93 para los mismos
tratamientos.
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Figura 4-9. Efecto del extracto etandlico de hojas de P. edulis sobre la viabilidad en
células CHO-K1. a) efecto a las 24 h, b) efecto a las 48 h, c) efecto a las 72 h, d)
efecto a las 96 h. * Diferencias significativas (p<0.001) por ANOVA de una via y prueba de
Dunnet para comparacion mdultiple respecto al control negativo (C-). C+: Células expuestas a

H,0, 250 uM durante 18 horas, CS: células tratadas con DMSO 0.2% durante el mismo tiempo
de exposicion al extracto.

El efecto del extracto sobre esta linea celular fue menor para cada concentracion y
tiempo evaluado en comparacion con las células del modelo de cancer de colon
SW480 y SW620 después de 24 de tratamiento. Ademas el efecto sobre la viabilidad
celular para la linea celular CHO-K1 tratada con el extracto acuoso siguié un ajuste
lineal para cada tiempo.
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Tabla 4-5: DLg, estimada para el extracto etandlico de hojas de maracuya mediante la
prueba de exclusién de colorante azul de Tripano en células CHO-K1.

Tiempo Ecuacion de Coeficiente de DLs DLsg
(horas) Regresion Determinacion (R2) estimada (% v/v) estimada (ug/ml)
96 Y=(-8.1602)X + 92.769 0.9241 5.2412 120.02
72 Y=(-6.6038)X + 106.47 0.8589 8.5512 195.82
48 Y=(-7.266)X + 111.13 0.8142 8.4132 192.66
24 Y=(-4.3999)X + 103.21 0.8891 12.093 276.93

Y: Porcentaje de Viabilidad, X: concentracion de tratamiento

El efecto de la concentracion del DMSO (0.2%) como control solvente (CS) no resulto
significativo cuando se comparo respecto a los cultivos sin tratamientos (C-). Este hecho
sugiere que el vehiculo empleado como solvente de los tratamientos no presenta efecto
citotoxico por permeabilizacion de la membrana y por lo tanto, los efectos en la viabilidad
se asociaron con los compuestos presentes en el extracto etandlico de hojas de P.
edulis.

Este ensayo de viabilidad por exclusion de colorante mostré un efecto diferencial en las 3
lineas celulares. Entre estas, las células SW620 presentaron mayor sensibilidad al
extracto y las células CHO-K1 una menor sensibilidad de acuerdo a las DLs, estimadas
para cada tiempo (Tablas 4-3, 4-4, 4-5). Este efecto se compar6 con las DLs, estimadas
mediante MTT y se determind el indice de selectividad (SI) para cada tiempo.

Tabla 4-6: indice de selectividad del extracto etandlico de hojas de P. edulis en el
modelo de cancer de colon SW480-SW620 respecto a células no malignas CHO-K1.

tiempo  PL50(Hg/mb) DL50(ug/ml) DL50(ug/ml) S S
P CHO-K1 SW480 SW620 SW480 SW620
96 120.02 84.11 74.03 1.43 1.62
72 195.82 115.24 98.91 1.70 1.98
48 192.66 152.11 134.91 1.27 1.43

24 276.93 419.42 323.69 0.66 0.86
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Tabla 4-7: Resumen de valores de DLs, del extracto etandlico de maracuya a 48 horas
de tratamiento en las diferentes lineas celulares.

Metodologia

linea -
celular exclusion MTT
de colorante
SW480 6.64% 16.54%
SW620 5.89% 10.53%
Caco-2 No se realiz6 21.26%
CHO-K1 8.41% 19.89%

4.2.3 Efecto antiproliferativo del extracto acuoso del fruto de maracuyéa
evaluado mediante Sulforodamina B.

Esta prueba se realiz6 inicialmente con ambos extractos (Acuoso del fruto y etandlico de
hojas de P. edulis) en las lineas celulares SW480 y SW620 como modelo in vitro de
cancer de colon. Debido a que el extracto etandlico presentd un mayor efecto inhibitorio
se selecciond para su posterior evaluacion en las lineas celulares CaCo-2 y CHO-K1.
Los resultados se presentan como porcentajes de inhibicion para las concentraciones de
extracto que tuvieron un efecto significativo (Figura 4-10 a 4-13)

El conjunto de datos obtenidos para la linea celular SW480 mostré que el efecto
antiproliferativo del extracto depende de la dosis adicionada y del tiempo de exposicion
(debido a la diferencia entre la absorbancia de los tratamientos y la del control negativo
gue fue mayor en todos los caso). La Dosis-dependencia y Tiempo dependencia se
prob6 mediante un Andlisis de varianza de dos vias que mostré la interaccion entre
dichos factores. Se encontré diferencia significativa entre al menos dos de los
tratamientos para un tiempo dado (p=0.0164), y en el efecto de cada tratamiento
respecto al tiempo (p<0.0001) (Anexos, Tabla A-7). Dicha diferencia se encontrd para
proporciones superiores al 2% a las 96 y 144 horas de tratamiento respectivamente
(Anexos, Tabla A-8).

Los resultados del efecto antiproliferativo del extracto acuoso sobre la linea celular
SW620 se describen de forma analoga. Los porcentajes de inhibicién para los que se
encontré diferencia significativa se presentan en la Figura 4-11. El Analisis de varianza
de dos vias (Tabla A-9) también mostré diferencia significativa entre al menos dos de los
tratamientos para un tiempo dado (p=0.0188) y entre el efecto de cada tratamiento
respecto al tiempo (p<0.0001) mostrando interaccion entre estos dos factores:
concentracion de tratamiento y tiempo. Se identificé un efecto inhibitorio significativo a
partir de las 48 horas para concentraciones iguales o mayores a 5.5%. Con la que se
obtuvo una inhibicion de 37.04% (Tabla A-10). El efecto inhibitorio aumenté
significativamente a concentraciones mayores a 2% con el cual se alcanzé una inhibicién
de hasta 30% a las 144 horas de tratamiento.
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Figura 4-10. Efecto antiproliferativo del extracto acuoso del fruto de P edulis en células
SW480. Porcentaje de inhibicién obtenido mediante la técnica de Sulforodamina B. C+, Células
tratadas con H,O, 250 uM durante 18 horas. (*) Diferencias Significativa (p<0.05).
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Figura 4-11. Efecto antiproliferativo del extracto acuoso del fruto de P edulis en células
SW620. Porcentaje de inhibicién obtenido mediante la técnica de Sulforodamina B. C+, Células
tratadas con H,0, 250 pM durante 18 horas. (*) Diferencias Significativa (p<0.05).
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Se intent6 establecer la Concentracién inhibitoria Medida (Clsg) del extracto mediante
regresion lineal. Sin embargo, para el conjunto de datos presentd valores de R?> muy
bajos y por lo tanto la Clsy no se determiné por este método.

4.2.4 Efecto antiproliferativo del extracto etandlico de Hojas de maracuya
evaluado por el método de SRB:

. Efecto antiproliferativo en células SW480:

Se encontré diferencia significativa entre al menos dos de los tratamientos para un
mismo tiempo y en el efecto de cada tratamiento respecto al tiempo (Tabla A-11). La
prueba de contraste mostr6 que dicha diferencia ocurre a concentraciones superiores a
5% a partir de las 48 horas de tratamiento (Figura 4-12b).

Concentracion de tratamientos (%v/v)
10 15 20 25 50 55 7.0 100 c- cCSs 80

Porcentaje de inhibicion
8
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© ©o o
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Figura 4-12. Efecto antiproliferativo del extracto etandlico de hojas de maracuya en
células SW480. Fotografias obtenidas de los cultivos tratados posterior a la solubilizacion del
complejo SRB-Proteina (lzquierda), porcentaje de inhibicion obtenido mediante la técnica de
Sulforodamina B (derecha).*diferencias Significativa (p<0.05).

Se debe resaltar que el porcentaje de inhibicion para proporcion de 5% fue muy bajo
(0.33%) y por tanto no se observa en la grafica, y que el porcentaje de inhibicion negativo
para la concentracion de 5.5% se debe a que la absorbancia promedio en estas
condiciones superé la absorbancia promedio del control negativo. la Cls, del extracto
sobre esta linea celular se encontr6 entre las concentraciones de 7% y 10% por
Regresion lineal (Tabla 4-9). Se observo que a mayor concentracion del extracto, se
obtuvo un mayor efecto inhibitorio. Este hecho se probd por regresion lineal a partir de
las 96 horas de tratamiento.
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Tabla 4-8: Clg, del extracto etandlico del fruto de maracuya determinado mediante SRB
en células SW480.

Tiempo Ecuacion de Coeficiente de Clgo Clgo
(horas) Regresion Determinacién (R2) estimada (% v/v) estimada (pg/ml)
144 Y=(8.4526)X- 38.478 0.8653 1.3631 31.214
96 Y=(7.8444)X- 16.356 0.9805 8.4590 193.71
48 Y=(2.0948)X+ 17.458 0.5149 15.5346 335.742
0 NA NA NA NA

Y: Porcentaje de Inhibicion, X: Proporcién de tratamiento, NA: No aplica.

° Efecto antiproliferativo en células SW620:

De acuerdo al Andlisis de varianza se encontré un efecto significativo en comparacién al
control negativo a partir de las 48 para concentraciones superiores a 5% (Tabla A-12). En
esta linea celular, las concentraciones superiores a 5% disminuyeron la absorbancia de
forma lineal con relacién dosis-dependiente y se alcanz6 un efecto umbral con 7% a las
48 horas de tratamiento. En este caso, el porcentaje de inhibicién alcanzé valores hasta
de 80%.
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Figura 4-13. Efecto antiproliferativo del extracto etandlico de hojas de maracuya en
células SW620. Fotografias obtenidas de los cultivos tratados posterior a la solubilizacion del
complejo SRB-Proteina (lzquierda), porcentaje de inhibicion obtenido mediante la técnica de
Sulforodamina B (derecha).*diferencias Significativa (p<0.05).
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. Efecto antiproliferativo en células CHO-K1:

En esta linea celular se obtuvo una disminucion en los valores de absorbancia de los
cultivos tratados respecto al control negativo a partir de las 96 horas (Tabla A-13). Este
hecho se atribuy6 al desprendimiento celular observado por microscopia.

El efecto inhibitorio de la proliferacién solo resulté significativo respecto al control
negativo a partir de las 48 horas. Sin embargo, el mayor efecto se alcanzo a las 96 horas,
en el cual la inhibicibn maxima se alcanzé para concentraciones de 5% y 5.5%
correspondiente a valores de 42.73% y de 48.91% respectivamente (Figura 4-14). En
este caso, no se alcanzo la ICxso con los valores de tratamiento y tiempo evaluados y el
efecto no siguid un ajuste lineal (tabla 4-10).
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Figura 4-14. Efecto antiproliferativo del extracto etandlico de hojas de maracuya en
células CHO-K1. Porcentaje de inhibicién obtenido mediante la técnica de Sulforodamina
B.*diferencias Significativa (p<0.05).

o Efecto antiproliferativo en células Caco-2:

La exposicion de las células al extracto etandlico generé un efecto inhibitorio del
crecimiento celular resulté significativo respecto al control negativo (p<0.001) para
todas las concentraciones a partir de las 48 horas de tratamiento.
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El mayor porcentaje de inhibicion se alcanz6 con la concentracion de 5% con el que se
alcanzaron valores de 36.31%, 45.70% y de 42.65% a las 48, 96 y 144 horas de
tratamiento respectivamente. El efecto de este extracto sobre esta linea celular no siguié
un ajuste lineal y por tanto no se estimo la ICso por este método.
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Figura 4-15. Efecto antiproliferativo del extracto etandlico de hojas de maracuya en
Células Caco-2. Porcentaje de inhibicion obtenido mediante la técnica de Sulforodamina
B.*diferencias Significativa (p<0.05).

Los resultados de las siguientes secciones estan basados en los valores de DL, hallados
por los métodos de Exclusion de colorante y MTT. Segun esto, solo se empleé un rango
concentracion en el que se incluyé la menor DLsg a 48 horas de exposicién. Los
tratamientos se limitaron a concentraciones de 5%, 5,5% y 7% del extracto etandlico por
presentar un mejor efecto. Ademds, para los demés ensayos de Actividad Bioldgica
(Eficiencia de clonacion, ensayos de efecto inductor de apoptosis y sobre el ciclo celular,
y de estrés oxidativo) se trataron Unicamente las lineas celulares SW480 y Caco-2 como
modelos de adenocarcinoma de Colon.
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4.2.5 Efecto antiproliferativo del extracto etandlico de Hojas de maracuya
evaluado por Eficiencia de clonacién:

Los resultados de esta prueba se presentan como porcentajes de eficiencia de clonacion
absoluta (ECA) y de clonacion relativa (ECR). En ambas lineas celulares se encontré una
reduccion significativa tanto de la ECA y de la ECR en los cultivos tratados.

En la linea Caco-2 se observo para los tratamientos de 5%, 5.5% y 7% una disminucion
en el porcentaje de ECA de 30%, 33.5%, 36.5% respectivamente, y una disminucion de
la ECR de 67.6%, 76.6%, 83.3% para cada una de las proporciones de extracto
evaluadas (Tabla 4-10). Los resultados pueden visualizarse en las Figuras 4-16 y 4-17.
Aunque el solvente redujo la eficiencia relativa en un valor de 14.5%, este porcentaje no
resultd significativo respecto al control negativo, por lo tanto los efectos sobre la
proliferacion se atribuyeron a los compuestos en el extracto (Anexos, Tabla A-17 y A-18).

En la linea SW480, se encontré un efecto inhibitorio de los tratamientos de 5%, 5.5% y
7%. Los cuales redujeron la ECA en valores de 24.5%, 38.35%, 49.25%, y de ECR en
38.14%, 59.54%, 76.66% respectivamente. La reduccion de la ECR para el solvente fue
de 8.95% y no resulté significativo respecto al control negativo. Por tanto, los efectos
sobre la eficiencia de clonacion se atribuyeron a los compuestos presentes en el extracto
(Anexo, Tabla A-19 y A-20)

Tabla 4-9: Eficiencia de clonacion de células de adenocarcinoma de colon tratadas con
el extracto etandlico de maracuya durante 48 horas.

Linea Tratamientos

celular C- CS C+ 5% 550% 7%
ECA 4475 3825 12.25* 145% 10.5%*  7.5*
ECR 100 85.47 27.37% 32.40% 23.46* 16.75*

Caco-2
% de
g 11.82 15.14 45.75* 32.52* b57.67* 55.25*
exclusion
ECA 64,25 58,5 8* 39,75* 26* 15*
SW480 ECR 100 91,05 12,45* 61,86* 40,46* 23,34*
% de
- 8,59 10,16 57,24* 15,01* 35,54* 38,75*
exclusion

(*) Diferencia significativa (p<0.001). C- (células sin tratamientos), C+ (células expuestas a H,0,
250 pM durante 6 horas), CS (células expuestas a DMSO 0.2% durante 48 horas).
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Figura 4-16: Cultivos de la linea celular Caco-2 tratados con el extracto etandlico de
P. edulis durante 48 horas. a. Control negativo (células sin tratamiento), b. Control solvente
(Células tratadas con DMSO 0.2%), c. Control positivo (Células tratadas con H,0, (250 pM)
durante 6 horas, d. Extracto etandlico al 5%(v/v), e. Extracto etandlico al 5.5%(v/v) f. Extracto
etandlico al 7%(v/v).

Figura 4-17: Colonias representativas de la linea celular Caco-2 tefiidos con cristal
violeta. Izquierda: morfologia de colonia de células SW620 incluida (Objetivo de 10X), Derecha:
Morfologia tipica de Colonias de células SW620 excluidas (Objetivo de 40X)
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4.2.6 Efecto sobre el ciclo celular del extracto etandlico de Hojas de
maracuya evaluado por citometria de flujo:

Los resultados de esta prueba se ilustran como histogramas de frecuencia en
comparacion a la distribucién de cultivos no tratados y como porcentajes promedio de
eventos encontrados para cada fase celular.

En ambas lineas celulares se observd alteraciones en el patrén de distribucion. En
general se observo un incremento las fase subG; (Indicativa de fragmentacion o pérdida
de ADN) y en subpoblacion Gy/G1, y una disminucion en la subpoblacion G,/M. Estas
variaciones fueron proporcionales a la concentracion del extracto evaluado. A mayor
concentracion, mayor efecto sobre ambas lineas celulares.

En las células SW480 se observo un incremento de eventos hipoploides en 37%, 39.1%
y de maximo 58.5% para las proporciones de tratamiento de 5%, 55% y 7%
respetivamente, en comparaciéon al control negativo para el que se obtuvo un valor
promedio de 11.2% en subG;. Ademas, el efecto del extracto sobre células SW480
generd una disminucién en las proporciones de células en las demas fases (Go/Gy, Sy
Go/M).
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Figura 4-18. Efecto sobre el ciclo celular del extracto etandlico de Hojas de P. edulis en
cultivos de células SW480 tratados con durante 48 horas. C- (células sin tratamiento), CS:
(células expuestas a DMSO 0.2% durante 48 horas). C+ (células tratadas con H,O, 250 uM
durante 6 horas).
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Los células Caco-2 tratadas con las mismas concentraciones de extracto etandlico de
hojas de P.edulis mostraron una menor variacion en la distribucién del ciclo celular en
comparacion con las células SW480. Sin embargo también mostraron una acumulacién
de eventos en la subpoblacion Hipoploide. Para esta subpoblacion se obtuvieron
incrementos de 5%, 10% y 13% para las proporciones de tratamiento de 5%, 5.5% y 7%
respetivamente. Ademas, el efecto del extracto sobre células SW480 generd un aumento
en la proporcion celular en la fase S y disminucion en la proporciones de células en G,/M.
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Figura 4-19. Efecto sobre el ciclo celular del extracto etandlico de Hojas de P. edulis en
cultivos de células Caco-2 tratados con durante 48 horas. C- (células sin tratamiento), CS:
(células expuestas a DMSO 0.2% durante 48 horas), C+ (células tratadas con H,O, 250 uM
durante 6 horas).

4.2.7 Efecto inductor de muerte celular del extracto etandélico de Hojas de
maracuya evaluado por citometria de flujo

Los resultados que se describen a continuacion corresponden a ensayos de la capacidad
inductora de necrosis y/o apoptosis del extracto en los sistemas celulares SW480 y
Caco-2. Los resultados se presentan como graficos de distribucién de puntos para los
diferentes marcajes con AnexinaV/IP, y como gréaficos de porcentaje para cada evento de
muerte celular.

El efecto del extracto sobre células SW480 se visualizé inicialmente de forma gréfica
(Figura 4-20). Se identificé un desplazamiento hacia el cuadrante Q3 (positivo para IP)
correspondiente a células necréticas en todos los tratamientos. Al comparar los valores
promedio de cada evento, se encontré6 que el extracto generé una disminucion en el
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porcentaje de células viables y un incremento no significativo (respecto al control
negativo) en las subpoblaciones apoptoticas tempranas y apoptéticas tardias (Tabla A-25
con p=0.8228, y tabla A-26 con p=0.6038). En contraste, la exposicion al extracto resultd
en un aumento significativo en las subpoblacion de células necréticas (Tabla A-27,
p=0.018). El control negativo presenté una proporcion promedio de células necréticas de
9.66% Y los tratamientos generaron aumentd hasta valores promedio de 13.6%, 14.6% y
30.2% (Figura 4-20). En este modelo se tuvo en cuenta la frecuencia basal de este tipo
de muerte in vitro (el control negativo presenta una poblacién necrotica claramente
diferenciada)
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Figura 4-20. Efecto de muerte por apoptosis/necrosis del extracto etandlico de hojas de
P.edulis en células SW480 tratadas durante 48 horas. Control negativo: células sin
tratamiento, control Positivo: células expuestas a H,O, 250 uM durante 6 horas, control solvente:
élulas expuestas a DMSO 0.2% durante 48 horas. Q1: Anexina V (+), IP (-), Q2: Anexina V (+), IP
(+), Q3: Anexina V (-), IP (+), Q4: Anexina V (-), IP (-). * Diferencia significativa (p<0.05).

El efecto del extracto sobre células Caco-2 mostré6 un aumento en el porcentaje de la
subpoblacién en el cuadrante Q3 correspondiente a células necroticas en todos los
tratamientos y un ligero desplazamiento hacia el cuadrante correspondiente a apoptosis
tardia. La disminucién en el porcentaje promedio de células viables y las variaciones en
las subpoblaciones apoptoticas tempranas y tardias no resultaron significativas (Tabla A-
21 con p=0.579 y tabla A-22 con p=0.495). En contraste, el aumento en el porcentaje de
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células necrdéticas si resulto significativo al compararse con esta misma subpoblacién en
del control negativo (Tabla A-23, p=0.0003); el cual presentd un porcentaje promedio de
3.8%. Se debe resaltar que para esta linea celular la exposicion al solvente (DMSO
0.2%) durante 48 horas también gener6 muerte celular y la variacién en su porcentaje
promedio fue significativo al compararlo con el control negativo.

A Control Negativo Control Positivo Control Solvente
s 1<1% <1% s 1<1% 6.5%| 1<1% <1%

- - 4
10 3 g Q2 10

95.8%

92.2%.
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Figura 4-21. Efecto de muerte por apoptosis/necrosis del extracto etandlico de hojas de
P.edulis en células Caco-2 tratadas durante 48 horas. Control negativo: células sin
tratamiento, control Positivo: células expuestas a H,O, 250 uM durante 6 horas, control solvente:
élulas expuestas a DMSO 0.2% durante 48 horas. Q1: Anexina V (+), IP (-), Q2: Anexina V (+), IP
(+), Q3: Anexina V (-), IP (+), Q4: Anexina V (-), IP (-). * Diferencia significativa (p<0.05).

4.2.8 Efecto del extracto etandlico de hojas de maracuya sobre la actividad
de la caspasa 3:

En este ensayo se evalud la luminiscencia (unidades relativas de Luminiscencia-RLU)
producida por el clivaje del sustrato DEVD mediante la accion enzimatica de las
caspasas 3y 7(Figura 3-4). En ambas lineas celulares la respuesta al tratamiento mostré
una relacion Dosis-respuesta con ajuste lineal y un incremento que resultd significativo
para todos los tratamientos cuando se compararon respecto al control negativo (Tabla 4-
12, p<0.001). El valor RLU del control negativo en células SW480 tuvo un valor promedio
igual a 2034.1 y los tratamientos generaron un incremento promedio en los valores RLU
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iguales a 33824.5, 35273.3 y 38281.8 para las concentraciones de 5%, 5.5% y 7%
respectivamente. El efecto sobre la actividad de caspasa 3/7 resulto mayor en las células
SW480 en comparacion a las células Caco-2 (Figura 4-22), en las cuales el valor
promedio de RLU del control negativo correspondio a 1766.1. En estas células se obtuvo
valores RLU promedio para los tratamientos de 12358.68,13283.38 y de 15130.23 para
las concentraciones de 5%, 5.5% y 7% respectivamente.
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Figura 4-22: Efecto del extracto etandlico de hojas de P. edulis en la actividad de las
caspasa3 en células Caco-2 y SW480. CS (células tratadas con DMSO 0.2% durante 48
horas), C+ (células expuestas a H,0, 250 uM durante 6 horas), C- (células sin tratamiento).

* Diferencia significativa (p<0.05).

Tabla 4-10: Coeficiente de determinacion correspondiente a la actividad de Caspasa 3
en cultivos tratados con el extracto etandlico de hojas de maracuya.

linea celular tiempo Ecuacion de regresion Coefipien_tg: de 2
(Horas) determinacién (R%)
Sw480 48 Y=90025X + 29191 0.9929
Caco-2 48 Y=55915X + 9490.3 0.9944

Y: Luminiscencia promedio (RLU), X: Proporcion de extracto etandlico de Hojas de P.edulis

4.2.9 Efecto en el contenido de glutation oxidado en células tratadas con el
extracto etanolico de Hojas de maracuya

El estrés oxidativo se evalué mediante el kit GSH/GSSGGIlo® usando el equipo Glomax.
Se encontré un incremento en los valores de luminiscencia y por tanto en el contenido de
Glutatién oxidado (GSSG) en los cultivos tratados con el extracto. El efecto mostré un
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efecto dosis-dependiente de relacion lineal (Tabla 4-14) y un mayor efecto sobre células
Caco-2 (Figura 4-23). Para estas células, el incremento en la proporcion de GSSG
resulté significativo (Tabla A-29, p=0.0029) en comparacién a células no tratadas.
Cuando se compararon los valores de luminiscencia para los tratamientos en ambas
lineas, se encontré un incremento superior casi de 10 veces en células Caco-2 respecto
a las células SW480 (Figura 4-24). Para estas células la variacién en el contenido de
glutation oxidado solo resulto significativo Unicamente para los tratamientos de 5.5% y de
7% (Tabla A-30, p=0.0030). Este hecho sugirié6 una mayor susceptibilidad de las células
Caco-2.
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Figura 4-23: Efecto del extracto etandlico de P. edulis en el contenido de Glutation
oxidado en células SW480 y Caco-2. CS (células tratadas con DMSO 0.2% durante 48 horas),
C+ (células expuestas a H,O, 250 uM durante 6 horas), C- (células sin tratamiento). * Diferencia
significativa (p<0.05).

Tabla 4-11: Coeficiente de determinacion para luminiscencia relacionada con la
proporcion de Glutation oxidado en cultivos tratados con el extracto etandlico de
maracuya.

linea celular tiempo Ecuacidon de regresion Coefipien_te de 2
(Horas) determinacién (R%)
SW480 48 Y=663.68X + 4319.3 0.9812
CaCo-2 48 Y=16372X + 54882 0.9940

Y: Luminiscencia promedio (RLU), X: Proporcion de extracto etandlico de Hojas de P.edulis.
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5.Discusion

En el presente estudio se evalud el extracto acuoso del fruto y el extracto etandlico de las
hojas de P. edulis f. flavicarpa. Durante su desarrollo fue posible establecer un efecto
negativo sobre la viabilidad celular de ambos extractos, y un efecto antiproliferativo,
inductor de muerte celular y de estrés oxidativo del extracto etandlico. La actividad
biolégica de ambos extractos fue evaluada in vitro sobre las lineas celulares de
adenocarcinoma de colon humano Caco-2, SW480, su derivada metastasica SW620, y
sobre la linea celular no tumoral CHO-K1.

El interés en la determinacion de algunas propiedades anticancerigenas de los extractos
de P. edulis se basé en la revisidon de investigaciones previas, en las que se describen
diferentes actividades bioldgicas para especies del género Passiflora L. Para P. edulis se
han descrito diferentes actividades biol6égicas como efecto ansiolitico, antihipertensivo,
antiasmatico, entre otros (Miroddi, 2013), pero hay poca informacién disponible sobre su
potencial anticancerigeno que podria estar mediado por un efecto citotéxico, genotoxico,
y/o antiproliferativo. Algunos de estos efectos han sido determinados en especies del
género Passiflora L. y que por su cercania evolutiva con P. edulis sugieren investigar
mas acerca de las propiedades biolégicas de esta especie. Por ejemplo, P. foetida
present6 un efecto antitumoral in vivo, con letalidad celular superior al 50%, en carcinoma
de Walker en ratones con dosis de 92mg/kg (Pessoa, 2006), P. incarnata mostré un
efecto citotdxico in vitro del extracto etandlico de hojas en un modelo de leucemia
linfblastica aguda (Ozarowski, 2013), y un efecto antitumoral en carcinoma de Ehrlich con
una DLsg, de 800 pg/ml (Sujana. 2012).

De acuerdo al objetivo inicial de esta investigacion se determind la presencia de algunos
metabolitos de interés en ambos extractos evaluados. Se identificé la presencia de
flavonoides, quinonas, alcaloides, deoxiazUcares, azucares reductores, carotenoides y
carbohidratos en ambos extractos, y la presencia de taninos Unicamente en el extracto
etandlico de hojas, y de esteroles y glicdsidos cardiotonicos en el extracto acuosos del
fruto (Tabla 4-1). Algunos autores han descrito metabolitos de estos mismos grupos de
moléculas para en extractos P. edulis. Dhawan & Kumar, 2001 describieron la presencia
de terpenos y carbohidratos tanto en el extracto acuoso y etanodlico de las hojas, y de
glicésidos como la “Passiflorina” y la  “Passicapsina”, alcaloides, carotenoides,
antocianinas, acido ascorbico y lactonas en diferentes partes de esta planta (Dhawan et
al, 2004), y Aguillon et al, 2013. Identificaron la presencia de taninos, flavonoides,
quinonas, glicésidos, carotenoides y carbohidratos en el extracto acuoso y el extracto
etandlico de hojas. Otros autores han reportado para este especie metabolitos de interés
como Vitamina A, Vitamina Bg, Tiamina, Riboflavina y flavonoides (Zibadi & Watson,
2012), y C-glicosilflavonas como isoorientina y presencia de &acido y-aminobutirico
(GABA)( Zeraik, 2012).
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La marcha fitoquimica preliminar descrita aqui difiere parcialmente en algunos aspectos a
lo reportado por otros autores. Como se menciond anteriormente, se determind la
presencia de alcaloides y taninos en el extracto etandlico de las hojas, lo que no se
encontraba descrito para esta especie. Las diferencias encontradas respecto a las
marchas fitoquimicas preliminares reportadas pueden deberse a diferentes factores. No
solo a la metodologia empleada, sino debido a que la presencia y cantidad determinada
de un metabolito o la ausencia de un compuesto quimico (asociado a metabolismo
primario como fotosintesis y respiracion, o metabolismo secundario) es variable en cada
caso y estd determinado tanto por factores bidticos, como la fenologia de la especie,
estado de madurez, y por factores abioticos como la presion ambiental (Ruiz, 2008). Este
hecho fue considerado como un punto importante en la caracterizacion de la actividad
biol6gica y la busqueda de compuestos promisorios de P.edulis, ya que las propiedades
identificadas y descritas en esta investigacion pueden resultar variables a las descritas
por otros autores. Entre las causas, se encuentra que las caracteristicas y propiedades
de cada extracto puede ser mediada y potenciada por la compleja mezcla de metabolitos
presentes en cada uno. De hecho, cada extracto en particular, podria ser mas efectivo
gue la administracién de algunos compuestos individualmente. Como se ha descrito, la
mayoria de compuestos aislados de especies del género Passiflora L. actGan como
“profarmacos”, pues su actividad requiere de una activacién metabdlica o es dependiente
de la interaccién con otros compuestos (Miroddi et al, 2013).

Las pruebas biol6gicas realizadas en este estudio revelaron que el extracto acuoso del
fruto y el extracto etandlico de hojas de P. edulis presentan actividad sobre la viabilidad
celular y un efecto antiproliferativo. ElI ensayo de MTT permitié establecer que el extracto
etandlico de hojas de esta especie presenta un mayor efecto sobre la viabilidad celular,
en comparacion con el extracto acuoso del fruto. A las 24 horas de tratamiento se
evidencié que una mayor susceptibilidad en las células SW80 en comparacion a las
demas lineas celulares. Este hecho resulta relevante en la busqueda de compuestos
anticancerigenos que sean selectivos para etapas iniciales del proceso de
carcinogeénesis teniendo en cuenta el origen de las células SW480. En comparacion, para
tiempos de tratamiento entre 48 y 96 horas, se obtuvo un mayor efecto sobre la viabilidad
en las células SW620, lo que sugiere que podria ser Util en las diferentes etapas de la
enfermedad. El efecto citotoxico generado por el extracto etandlico mostré un efecto
dosis- dependiente que permiti6 determinar valores de DLsy a 24 horas de tratamiento
iguales a 7.32% (167.62 pg/ml), 25.8% (590.98 ug/ml) para las lineas celulares SW480 y
SW620 respectivamente, y de 10.64 (243.65 pg/ml) para la linea celular Caco-2. Aunque
los valores de DLsy obtenidos para el extracto etandlico mediante la prueba de MTT
podrian considerarse no relevantes de acuerdo a los lineamientos propuestos por el NCI
por alcanzar valores superiores a 100 pg/ml, se considera que la reduccion de la
viabilidad es importante por ser extractos y no compuestos puros. Ademas se considero
la prueba de MTT como una buena herramienta por estar asociada a procesos
metabdlicos vitales para la célula como la respiracion celular (Stockert et al, 2012), y
porque permitid establecer que el efecto no dependia Unicamente de la dosis, sino que
se agudiza con el tiempo de exposicion y porque el analisis mostré que las diferencias en
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viabilidad respecto a los controles negativos fueron significativos para tiempos de
exposicion superiores a 24 horas sobre las células SW480, SW620 y CHOK1.

El efecto sobre la viabilidad celular detectado por el método de azul de tripano fue
evaluado solo para el extracto etandlico de las hojas por presentar un mejor efecto en la
prueba de MTT. El efecto resulté significativo sobre las lineas SW480, SW620 y CHO-K1
a partir de las 24 horas con proporciones de tratamientos superiores a 5%, lo que
sugiere un mecanismo de accién rapido y alteracion en la permeabilidad de la membrana
de estas células, evidenciando una actividad citotoxica relevante, pues la pérdida en la
integridad de membrana constituye un primer paso en eventos de muerte celular por
necrosis y en eventos tardios de apoptosis (Angosto, 2003). En esta prueba se
encontraron valores menores de DLsg 6.64% (152.11 pg/ml), 5.89% (134.91 pg/ml), y
8.45% (192.60 pg/ml) para las lineas celulares SW480, SW620, y CHO-K1
respectivamente, y fueron menores a los obtenidos por MTT. Ademas se establecié una
concentracion umbral entre 7% y 10% a partir de las 48 de exposicidén y una actividad
selectiva para células de origen tumoral (indice de selectividad, Tabla 4-6). Los
resultados cuantitativos de esta prueba permitieron establecer una relacién con cambios
morfologicos detectados por microscopia de campo claro en los cultivos expuestos al
extracto. En estos, se detectd perdida de la adhesién celular normal y la formacion de
vesiculas (Fotografias Anexas, Figuras Al a A3).

La prueba de Sulforrodamina B mostré que el extracto etandlico de las hojas posee un
mejor efecto inhibitorio de la proliferacion celular en comparacion al extracto acuoso del
fruto. En el modelo de carcinogénesis SW480-SW620 se encontr6 un porcentaje de
inhibicibn maximo para el extracto acuoso del fruto cercano al 40% a las 48 horas en las
células SW480, y del 50% a las 144 horas en células SW620. Este hecho revela una
menor susceptibilidad de las células derivadas metastasicas SW620 y sugiere que la
mezcla de compuestos presentes en el extracto acuoso de hojas podria ser Util en fases
iniciales del proceso de carcinogénesis. En contraste, el extracto etandlico generé un
mayor efecto sobre las células SW620, seguida por las células SW480, Caco-2 y CHO-
K1. Lo que sugiere, al igual que las pruebas de viabilidad, que el extracto etandlico de las
hojas tiene un mejor efecto sobre la fase metastasica de la enfermedad. Los resultados
del efecto inhibitorio de la proliferaciéon celular fueron menores a los encontrados por
otros autores como o el ICs igual a 600ug/ml evaluado por azul de tripano en células de
carcinoma de mama (carcinoma de EHRLICH) en ratonas (Sujana et al, 2012), la
concentracion de 100 pg/ml en células de adenocarcinoma de colon HCT-8, o los
valores encontrado Aguillion, et al 2012 por usando la misma metodologia y el modelo
SW480- SW620. En su trabajo se reportaron valores de ICso para el extracto etandlico de
hojas de P. eduls f flavicarpa de 524 pg/mly de 444 pg/ml para el extracto acuoso del
fruto en células SW480. Ademas IC50 de 442 pg/ml para el extracto etandlico y de 415
pg/ml en células SW620. De la prueba de efecto antiproliferacion de estos extractos de
debe resaltar que los valores maximos de inhibicion se presentaron en diferentes
tiempos de exposicion. El extracto acuoso mostré porcentajes de inhibicion méaximos
entre las 48 y las 96 horas, mientras que el extracto etandlico entre 96 y 144 horas, lo
gue podria estar relacionado con el mecanismo de captacion y el proceso metabdlico
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asociado a la mezcla de compuestos presentes en cada extracto y con la susceptibilidad
de las células a dichos compuestos. Ademas el efecto de los extractos puede estar ligado
a la fase de crecimiento en la que se encuentra el cultivo celular pues en cada etapa se
llevan a cabo procesos celulares y moleculares variables que implican retos y respuestas
particulares para las células cuando son expuestas a agentes exdgenos, mas aun si
estos presentan citotoxicidad y/o genotoxicidad. Como se ha descrito, los procesos in
vitro implican diferentes fases que incluyen el establecimiento (o fase adaptativa), la fase
de crecimiento exponencial, la fase quiescencia y una fase de muerte celular y un mismo
compuesto o grupo de ellos podria desencadenar respuestas diferenciales en cada una
de estas etapas(Freshney, 2005).

A partir de la consolidacion y comparacion de los datos obtenidos mediante MTT,
exclusion de colorante azul de tripano y antiproliferacion por Sulforodamina B, se
establecid que el mejor extracto para continuar con el desarrollo de la investigacion fue el
extracto etandlico de hojas con un tiempo de exposicion de 48 horas y proporciones de
tratamiento de 5%, 5.5% y 7%. En las pruebas de Eficiencia de clonacién, citometria y
estado oxidativo se seleccionaron Unicamente las celulares SW480 por presentar la
mayor susceptibilidad a 24 horas, pero una susceptibilidad intermedia en un tiempo igual
0 superior a 48 horas de tratamiento, y las células Caco-2 por presentar el menor efecto.
Ademas porque este disefio permitid6 probar el efecto del extracto etandlico de hojas
sobre dos modelos in vitro derivados de un mismo tejido pero correspondientes a
procesos nheoplasicos con caracteristicas citogenéticas y moleculares diferentes. El
resultado de la prueba de eficiencia de clonacién permitié determinar que la exposicion a
una concentraciéon de 5% (132 pg/ml) durante 48 horas es suficiente para reducir la
capacidad de proliferaciéon clonal en las lineas celulares SW480 y Caco-2 hasta valores
61.86% de y 32.4% respectivamente, y hasta 32.40% y 16.75% con una proporcion de
tratamiento de 7%. Este ensayo fue complementario y concordante con la prueba de
antiproliferacion con Sulforodamina B en la que las células Caco-2 presentaron un menor
efecto. Sin embargo, a diferencia esa prueba, la eficiencia de clonacion permitié
determinar que el extracto reduce la capacidad proliferativa y que dicho efecto se
mantiene aun cuando las células han sido liberadas del tratamiento. Como se observo,
dicha capacidad se redujo significativamente incluso hasta 7 dias después de haber sido
tratadas pero no es posible asegurar que el efecto sea conservado posterior a este
periodo, pues es posible que las pocas células viables recuperen su potencial replicativo
y puedan establecer colonias.

El ensayo de citometria para efecto del extracto etandlico sobre el ciclo celular mostro
alteraciones en la distribucion de eventos para cada una de las fases del ciclo celular
con acumulacion en la fase SubG; y G,/M para las células Caco-2, y el aumento en
SubG1 y disminucibn en S y G,/M en células SW480. Estos resultados podrian
correlacionarse con los reportados por Neira, 2003 en otros modelos celulares. En su
estudio, que el extracto acuoso del fruto de P. edulis presenta un efecto sobre el ciclo
celular y que las mezclas de carotenoides y polifenoles presentes en el extracto etanélico
presentan un mejor efecto con una respuesta dosis dependiente. Este extracto generd
en tratamientos de 2% un incremento significativo en la subpoblacion Go/G; y un
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descenso en la subpoblacién en fase G,/M.en la linea celular MOLT-4, establecida a
partir de una muestra de un paciente con leucemia linfoblastica Aguda (ATCC, 2015).
Debido a que la acumulacion SubG; puede estar relacionada con eventos de apoptosis
gue indican fragmentacion especifica y pre-litca de ADN, o estar relacionada de forma
menos probable con eventos de inestabilidad genética que produzcan subclones
hipoploides (Langdon S, 2004), se sugiere realizar pruebas complementarias que
permitan a tener una mejor comprension del proceso de acumulacion generado por la
exposicion al extracto etandlico de hojas de P. edulis. Para esto, es preciso realizar
curvas de crecimiento mediante la prueba de funcion de acumulacion o la prueba de
Intercambio de crométidas hermanas (ICH). Esta ultima prueba permitiria estimar el
tiempo de generaciébn en cada caso (Latt S.A, 1980; Willson, 2007) y descartar la
correspondencia del pico SubG; con la presencia de subclones hipoploides derivados,
pues cada célula mitética podria ser analizada en los extendidos cromosémicos
obtenidos y estimar el niumero modal en cada caso.

Los resultados obtenidos mediante citometria de flujo para el efector inductor de muerte
celular del extracto etandlico de Hojas de P. edulis, mostraron que los tratamientos
generan muerte celular por necrosis en células SW480 y Caco-2. Se encontré un
aumento en valores de 13.6%, 14.6% y 30.2% para los tratamientos de 5%, 5.5% y 7%
en células SW480 y en valores de 10.8%, 11.7% y 19.9% para estos mismos
tratamientos en células Caco-2. En ambas lineas celulares se observé una respuesta
dosis- dependiente y una menor susceptibilidad de las células Caco-2 en concordancia a
las otras pruebas realizadas y puede estar relacionada con el grado de malignidad vy el
origen tumoral del que fue aislado. De otro lado, no se registraron incrementos
significativos para los eventos de apoptosis temprana y tardia en ninguno de los sistemas
evaluados, lo que descartaria que la acumulacion detectada en SubG; corresponda a
este tipo de eventos, y sugeriria que para este caso en particular, esta subpoblacién
podria estar representada por eventos relacionados con necrosis que presenta
fragmentacién post-litica del DNA. El efecto inductor de muerte detectado por citometria
de flujo se relaciona de forma directa con los resultados de la prueba de azul de tripano.
Aunque los valores encontrados de eventos de viabilidad promedio son mayores usando
citometria de flujo en comparacién con la exclusiéon de colorante, se probd con esta
tltima prueba que el efecto del extracto etandlico involucra dafio en la membrana celular
y que su consecuencia podria derivar finalmente en eventos celulares de necrosis. Las
diferencias en la proporcion de células viables puede deberse a la sensibilidad vy
especificidad de cada técnica y el nimero de eventos analizado (minimo 1X10* en
citometria de flujo, y hasta 1X10% recuentos en microscopia de campo claro en una
aumento de 10X).

Para descartar el efecto inductor de muerte por apoptosis del extracto etandlico de hojas
de P. edulis se evalu6 la actividad de la Caspasa efectora 3. La cuantificacion de la
luminiscencia producida por la escision de un sustrato especifico para esta proteina,
permiti6 determinar un aumento de su actividad que resultd significativo para las
proporciones de extracto de 5%, 5.5% y 7% en comparacion a los cultivos no tratados
para las lineas celular Caco-2 y SW480. En particular, con esta prueba se detectd un
mayor efecto sobre esta Ultima linea celular (de forma similar a lo obtenido en las
pruebas anteriores). Si bien los resultados de esta prueba no pueden compararse y
correlacionarse de forma directa con los obtenidos por citometria de flujo (por los
fundamentos de las técnicas); es posible inferir que la compleja mezcla del extracto
etandlico no solo presenta capacidad inductora de muerte celular por necrosis, sino que
desencadena procesos de apoptosis irreversibles bien sea mediante la via intrinseca o
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extrinseca y que conducen a la activacion de la caspasa 3 (efectora). En su conjunto, los
resultados de efecto inductor de muerte descritos aqui para el efecto pro- apoptdtico,
apoyan la hipotesis de otros autores que han evidenciado este mismo efecto en extractos
polares, carotenoides y polifenoles aislados de P.edulis en otros modelos de
carcinogénesis que incluyen las lineas celulares leucemoides MOLT-4, HL-60, CEM y
K562 (Deneira, 2003).

La dltima prueba realizada y correspondiente al estado oxidativo, mostré que la
exposicion de las lineas celulares Caco-2 y SW480 al extracto etandlico de hojas de P.
edulis durante 48 horas es suficiente para incrementar los valores de glutatibn oxidado
(GSSG). Estos resultados sugieren un incremento en el estrés celular por la
desregulacion en el sistema glutation que involucra las enzimas Glutation peroxidasa y la
glutation reductasa y que podria generar acumulaciéon de H,O, y NADP+. Este hecho
puede desencadenar eventos celulares como la peroxidacion lipidica produciendo dafio
en las membranas (concordante con la prueba de viabilidad por exclusién de colorante),
0 sobre algunas proteinas alterando transportadores idnicos y la capacidad para
mantener gradientes normales o alterando vias de sefializacion por la liberacién de calcio
gue activaria vias de muerte celular por apoptosis. Por otro lado, el microambiente con
altas proporciones de ROS generado por estas mismas células como parte de su
metabolismo, sumado al estado oxidativo con altas proporciones de GSSG generado por
el extracto etandlico, podria aumentar la oxidacion del ADN y producir fragmentacién
aleatoria del mismo. Un dafio agudo sobre este y una baja capacidad y eficiencia
reparativa podria tener como consecuencia un incremento en nimero de eventos de
necrosis que fue finalmente identificado por citometria de flujo.

En el analisis de los resultados se debe considerar que se encontrd un efecto diferencial
entre los tipos celulares evaluados. En las pruebas en las que se incluyeron las células
CHO-K1 y se calcul6 el indice de selectividad, se encontré un efecto diferencial entre
células malignas y no malignas (valor superior a 1 en todos los casos). Este resultado es
importante debido a que las células CHO-K1 se han constituido como un buen modelo
para la busqueda de compuestos anticancerigenos. Sin embargo se deben considerar la
variacion intrinseca ligada al origen de cada linea celular (especie y tipo de tejido). Este
hecho, plantea la necesidad de evaluacion de los extractos en el mayor nimero de tipos
celulares posibles ya que la respuesta celular estd mediada por la heterogeneidad en el
origen de cada linea celular y esta asociada a diferentes etapas de la enfermedad del
cancer colorectal, la inestabilidad genémica y la diversidad de fenotipos moleculares
disponibles (Ahmed et al, 2013, Yeunga et al 2010). Para disminuir esta variabilidad se
sugiere evaluar el mismo extracto y comparar la respuesta de otras lineas celulares
provenientes de cancer de colon humano como HT-29, HCT-6 entre otras.

Para finalizar, se debe resaltar que aunque el extracto acuoso del fruto de P. edulis
mostré un menor efecto citotoxico (por MTT) y antiproliferativo (por SRB), mostré un
mayor efecto sobre las células metastasicas SW620 en el modelo de carcinogénesis
SW480-SW620, por lo que se sugiere continuar con las evaluaciones de este extracto ya
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gue podria contener compuestos promisorios para el tratamiento en la fase metastasica
del adecarcinoma de colon humano.



Conclusidn

6. Conclusion

Los modelos in vitro derivados de neoplasias humanas han contribuido durante décadas
a la comprension de diferentes mecanismos moleculares en procesos de transformacion
celular y, han potenciado la busqueda de moléculas, mezclas de compuestos o el
desarrollo de farmacos con potencial anticancerigeno. El sistema de evaluacion in vitro
empleado en esta investigacion presentd ventajas Unicas como: conflictos bioéticos de
menor impacto, estandarizacion de técnicas de laboratorio para la evaluacién de la
actividad anticancerigena de extractos, facilidad para el control de los factores de
evaluacion y disefio experimental, entre otros.

En conjunto, el disefio experimental, las técnicas empleadas y los hallazgos de esta
investigacion permitieron establecer el potencial biol6gico de extractos de P. edulis. El
extracto acuoso del fruto de esta especie presentd efecto citotoxico sobre el modelo de
carcinogénesis de colon que incluye las células SW480 y SW620 y el extracto etanélico
de las hojas present6 efecto citotoxico, antiproliferativo, efecto inductor de muerte por
necrosis y apoptosis, y un estrés celular agudo sobre las lineas celulares SW480,
SW620, Caco-2 y CHOK1 bajo las condiciones evaluadas. De esta manera, Los
resultados de esta investigacion contribuyen al reconocimiento de P.edulis como una
especie potencial para la blusqueda de compuestos con actividad biologica y de uso
biotecnoldgico, y establece punto de partida para el fraccionamiento y aislamiento de
diferentes compuestos derivados de esta especie que pueden resultar promisorios para
guimioprevencién o como terapéuticos para el tratamiento del cancer.

56
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ANEXOS

Figura A-1. Efecto biolégico de las diferentes proporciones de extracto etandlico de Hojas de

P.edulis en células SW480 expuestas durante 48 horas. (Fotografias de campo claro con objetivo
de 10X.
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Figura A-2. Efecto biolégico de las diferentes proporciones de extracto etandlico de Hojas de
P.edulis en células SW620 expuestas durante 48 horas. (Fotografias de campo claro con objetivo
de 10X.
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Figura A-3. Efecto biolégico de las diferentes proporciones de extracto etandlico de Hojas de
P.edulis en células CHO-K1 expuestas durante 48 horas. (Fotografias de campo claro con objetivo
de 10X.
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Aunque el andlisis estadistico se realizd para los diferentes tiempos de exposicion a los
extractos, algunos de los resultados que se presentan a continuacion estan simplificados
y corresponden a un tiempo de exposicion de 48 horas (*). Esto con el fin de proveer la
mayor informacién posible y de forma que pudiera relacionarse con los ensayos de
citometria y estrés oxidativo en el que solo se evaluo este tiempo de exposicién.

Tabla A-1(*): ANOVA y comparacion multiple de los valores de absorbancia obtenidos
por MTT en cultivos de SW480 tratados con extracto acuoso del fruto de P. edulis.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between F (10, 66) =
columns) 0,787 10 0,0787 46,56 P < 0,0001
Residual (within columns) 0,1116 66 0,00169
Total 0,8986 76
Dcl(j)?nn;;tr'izg;gtt'gsl? I\/IID?fa;n 95% CI of diff, Significant? Summary
c-vs. 1 0,04916 -0,01223 t0 0,1106 No ns
c-vs. 1,5 -0,02801  -0,08940 to 0,03338 No ns
C-vs. 2 0,0368 -0,02459 to 0,09819 No ns
c-vs. 2,5 0,008807 -0,05258 to 0,07020 No ns
c-vs. 5 0,03601 -0,02538 to 0,09739 No ns
c-vs. 55 0,06541 0,004024 to 0,1268 Yes *
c-vs. 7 0,05644 -0,004947 t0 0,1178 No ns
c-vs. 10 0,1238 0,06241 to 0,1852 Yes Fkkx
c-vs. CS 0,01049 -0,05090 to 0,07188 No ns
c-vs. C+ 0,3617 0,3003 to 0,4231 Yes Fkkx

Tabla A-2(*): ANOVA y comparacion multiple respecto al control negativo para el efecto
citotoxico del extracto etandlico de hojas de P. edulis en células SW480, evaluado por
MTT.

ANOVA table ss DF MS F (DFn, DFd) P value
(bethv;z‘;tT;Tmns) 0,601 10 0,01601 F (10, 54) = 17,36 P < 0,0001
Residual 0,0498 54 0,0009223

(within columns)
Total 0,2099 64
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24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Dunnett's multiple
comparisons test Summary Summary Summary Summary

C-vs. 1 * ns ns Fkkk
C-vs. 15 ns ns ns Fkkk
C-vs. 2 ns *k ns Fkkk
C-vs. 25 ns * ns Fkkk
C_ VS. 5 ns *% *kk *kkk
C_ VS 5 5 * *% *kk*k *kkk
C_ VS. 7 *% *% *kk*k *kkk
C_ VS. 10 *kkk *k% *kkk *kkk
C_ VS C+ *kk*k *kkk *kk*k *kkk
C-vs.CS ns *x xk Fokkk

Tabla A-3(*): ANOVA y comparacion multiple para los valores de absorbancia obtenidos
en cultivos de SW620 tratados con extracto acuoso del fruto de P. edulis.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment F (10, 66) =
(between columns) 0,6063 10 0,06063 23,64 P < 0,0001
Residual
(within columns) 0,1693 66 0,002565
Total 0,7756 76
Dunnett.s multiple Mgan 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test Diff,
c-vs. 1 0,01039 -0,06523 to 0,08601 No ns
c-vs. 15 0,00945 -0,06617 to 0,08507 No ns
c-vs. 2 0,004934 -0,08056 to 0,07069 No ns
C-vs. 2,5 0,05409 -0,02153 to 0,1297 No ns
c-vs. 5 0,1137 0,03809 to 0,1893 Yes ok
c-vs. 55 0,1092 0,03361 to 0,1849 Yes *k
c-vs. 7 0,121 0,04541 to 0,1967 Yes ok
c-vs. 10 0,1285 0,05285 to 0,2041 Yes ok
C- VS. CS 0,04052 -0,03510t0 0,1161 No ns

c-vs. C+ 0,3144 0,2388 to 0,3900 Yes Fokkk
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Tabla A-4: ANOVA y Comparacion mdltiple respecto al control negativo para el efecto
citotdxico del extracto etandlico de hojas de P. edulis en células SW620, evaluado por

MTT.
ANOVA table SS DF F (DFn, DFd) P value
Treatment 0,5836 9 0,06485 F (9,60)=21,63 P <0,0001
(between columns)
_Residual 0,1799 60 0,002998
(within columns)
Total 0,7635 69
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Dunnett's multiple
comparisons test Summary  Summary Summary Summary

C-vs. 1 ns ns el -
C-vs. 15 ns ns ok -

C-vs.2 ns * el -
C-vs. 25 ns * ok -

C_ VS 5 nS *kkk *kkk -
C-vs. 5.5 ns ok ok -

C_ VS 7 nS *kkk *kkk -

C_ VS. 10 ns *kkk *kkk -

C-vs. C+ * ns * -
C-vs.CS ns *x *x -

Tabla A-5: ANOVA y Comparaciéon multiple respecto al control negativo para el efecto
citotoxico del extracto etandlico de hojas de P. edulis en células Caco-2, evaluado por

MTT.
ANOVA table SS DF F (DFn, DFd) P value
Treatment 0,06394 10 0,006394 F (10, 66) = 36,44 P < 0,0001
(between columns)
_Residual 0,01158 66 0,0001754
(within columns)
Total 0,07551 76
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24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Dunnett's multiple
comparisons test Summary  Summary Summary Summary
C-vs. 1 ns Fkkk ns *kkK
C-vs. 15 ns ns Fkkk *kkk
C-vs. 2 ns *k *kokk -
C-vs. 25 ns ns Fkkk *kkk
C-vs. 5 ns *k *kokk -
C-vs. 5.5 **% Kkkk Kk F—
C-vs. 7 ko kokk *kokk -
C-vs. 10 Kk okkk *kkk -
C-vs. C+ *kokk *kk *kkk —
C-vs.CS ns Fokkk Fokkk Sk
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Tabla A-6(*): ANOVA y Comparacién multiple respecto al control negativo para el efecto
citotoxico del extracto etandlico de hojas de P. edulis en células CHO-K1, evaluado por

MTT.

ANOVA table SS

DF

MS

F (DFn, DFd)

P value

Treatment
(between columns)

Residual
(within columns)

Total 1,347

1,248

0,0985

10

7 66
76

0,1248

0,001494

F (10, 66) = 83,56 P <0,0001

24 horas

48 horas 72 horas

96 horas

Dunnett's multiple
comparisons test

Summary

Summary Summary

Summary

C-vs. 1
C-vs. 15
C-vs. 2
C-vs. 25
C-vs. 5
C-vs.55
C-vs. 7
C-vs. 10
C-vs. C+
C-vs. CS

*kkk
*kkk

*kkk

*k%k
*kkk

*k%k
*kkk

*kkk

ns

*kkk
*kkk
*kkk
*kkk
*kkk
*kkk
*kkk
*kkk

*kkk

ns

Kkkk

*kkk

Kkkk

*kkk

Kkkk

*kkk

Kkkk

*kkk

Kkkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk
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Tabla A-7: ANOVA de dos vias para efecto antiproliferativo obtenido por SRB en células
SW480 del extracto acuoso del fruto de P. edulis.

P
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) value
P <
Row Factor 58,6 3 19,53 F (3, 30) = 84,15 0,0001
P=
Column Factor 6,327 10 0,6327 F (10, 30) = 2,726 0,0164

Residual 6,964 30 0,2321

Tabla A-8: Comparacion multiple respecto al control negativo para el efecto
antiproliferativo del extracto acuoso del fruto de P. edulis en células SW480.

O horas 48 horas 96 horas 144 horas

Dunnett's multiple

comparisons test Summary Summary Summary  Summary

C-vs. 1 ns ns * ns
C-vs. 15 ns ns ** ns
C-vs.2 * Fkkx * ns
C-vs. 25 ns ns * ns
C-vs. 5 ns Fokkk ns ns
C-vs. 5,5 ns Fokkk ns ns
C-vs. 7 ns Fokkk ns rork
C-vs. 10 ns Fokkk ns *
C_ VS. C+ ns *kkk *kkk *kkk
C-vs.CS ns *x *x ns

Tabla A-9: ANOVA de dos vias para efecto antiproliferativo obtenido por SRB del
extracto acuoso del fruto de P. edulis en células SW620.

P
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) value
P <
Row Factor 32,78 3 10,93 F(3,30)=74,71 0,0001
P=
Column Factor 3,884 10 0,3884 F (10, 30) = 2,656 0,0188

Residual 4,387 30 0,1462
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Tabla A-10: Comparacion mudltiple respecto al control negativo para el efecto
antiproliferativo del extracto acuoso del fruto de P. edulis en células SW620.

O horas 48 horas 96 horas 144 horas

Dunnett's multiple
comparisons test Summary Summary Summary Summary

C-vs. 1 *k ns ns ns
C-vs. 15 *k ns ns Fkkk
- *kkk *kkk *kk*k
C-vs. 2 ns
C-vs. 2,5 ns ns ns *kk
- * *kkk *%k%
C-vs. 5 ns
C-vs. 55 ns Fkkk ns Fohkk
C_ VS 7 nS *kkk *kk*k *kk*k
C_ VS. 10 *%% *kkk nS *kkk
C_ VS C+ nS *kkk *kk*k *kk*k
C-vs. CS ns *k ns *

Tabla A-11: ANOVA y comparacién multiple respecto al control negativo a 96 horas para
el efecto antiproliferativo del extracto etandlico de hojas de fruto de P. edulis en células
SW480, evaluado por SRB.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment
(between columns) 0,01733 10 0,001733 F(10,66)=1,350 P =0,2235
Residual
(within columns) 0,08475 66 0,001284
Total 0,1021 76
0 horas 48 horas 96 horas 144 horas
Dunnett's multiple
comparisons test Summary Summary  Summary Summary
C-vs. 1 ns Forkk ns ns
C-vs. 15 ns Fokkx ns Ns
C-vs. 2 ns Fhkx ns Ns
C-vs. 25 ns Fokkx ns Ns
C-vs. 5 ns rork ns Ns
C-vs.55 ns *hk ns Ns
C-vs. 7 ns Fhkx Forkk Ns
C-vs. 10 ns *kkk *kkk *kkk
C_ VS. C+ ns *kkk *% *%*

C-vs. CS ns ns ns Ns
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Tabla A-12(*): ANOVA y comparacion multiple respecto al control negativo para el efecto
antiproliferativo del extracto etandlico de hojas de fruto de P. edulis en células SW620,

evaluado por SRB.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment
(between columns) 0,2164 10 0,02164 F (10,66)=18,31 P <0,0001
Residual
(within columns) 0,07803 66 0,001182
Total 0,2945 76
0 horas 48 horas 96 horas 144 horas
Dunnett's multiple
comparisons test Summary Summary Summary Summary
C_ VS. 1 nS *%k% *% *kkk
C-vs. 15 ns * ns ek
C-vs. 2 ns ns ns fakald
C-vs. 25 ns ns ns ek
C-vs. 5 ns * *k ns
C_ VS 55 I’]S *kk*k *%k% *kk*k
C_ VS. 7 nS *kkk *kkk *kkk
C_ VS lo I’]S *kk*k *kkk *kk*k
C-vs. C+ ns - - -
C-vs.CS ns * ns ns

(-) No calculado

Tabla A-13(*):ANOVA y comparacion multiple respecto al control negativo para el efecto
antiproliferativo del extracto etandlico de hojas de P. edulis en células CHO-K1, evaluado

por SRB..
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment
(between columns) 0,4856 10 0,04856 F (10, 66) =4,278 P =0,0001
Residual
(within columns) 0,7493 66 0,01135
Total 1,235 76
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0 horas 48 horas 96 horas 144 horas
Dunnett's multiple
comparisons test Summary Summary Summary  Summary
C-vs. 1 *k ns ns ns
C-vs. 15 * ns ns ns
C-vs. 2 ns ** ns ns
C-vs. 25 ns i ns ns
C-vs. 5 ns ns ns ns
C-vs.55 *x ns ns ns
C-vs. 7 * ns ns ns
C-vs. 10 ns wkk ns Fkk
C_ VS. C+ nS *kkk *% *k%
C-vs. CS ns ns ns ns

| 67

Tabla A-14: Comparacién multiple respecto al control negativo para el efecto citotoxico
del extracto etandlico de hojas de P. edulis en células SW480, evaluado por Azul de

tripano.

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Dunnett's multiple
comparisons test Summary Summary Summary Summary
C_ VS. C+ *kkk *kkk *kkk *kkk
C-vs.CS ns ns ns ns
C-vs. 1 ns ns ns ns
C-vs. 15 ns * ns ns
C-vs. 2 ns * ok *
C-vs. 25 ns * *x *x
C_ VS. 5 ns *kkk *kkk *kkk
C_ VS 5,5 *k%k *kkk *kkk *kkk
C_ VS. 7 *% *kkk *kkk *kkk

C-vs. 10

*kk

*kkk

*kkk

*kkk
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Tabla A-15: Comparacion multiple respecto al control negativo para el efecto citotdxico
del extracto etandlico de hojas de P. edulis en células SW620, evaluado por Azul de
tripano

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Dunnett's multiple
comparisons test Summary Summary Summary Summary

C_ VS. C+ *kkk *kkk *kkk *kkk
C-vs. CS * ns ns ns
C-vs. 1 ns * ns *
C-vs. 15 ns * *x *
C_ VS 2 ** * ** **
C_ VS. 2,5 *k%k *%% *k% *kkk
C_ VS 5 *%% *kkk *kkk *kkk
C_ VS. 5,5 *k% *kkk *kkk *kkk
C_ VS 7 *kkk *kkk *kkk *kkk
C_ VS. 10 *kkk *kkk *kkk *kkk

Tabla A-16: Comparacion multiple respecto al control negativo para el efecto citotdxico
del extracto etandlico de hojas de P. edulis en células CHO-K1, evaluado por Azul de
tripano.

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Dunnett's multiple
comparisons test Summary Summary Summary Summary

C_ VS. C+ *k% *kkk *kkk *kkk
C-vs.CS ns ns ns ns
C-vs. 1 ns ns ns ns
C-vs. 15 ns ns ns *
C-vs. 2 ns ns ns *x
C-vs. 25 ns ns ns *
C-vs. 5 ns ns ns Fokkok
C-vs. 5,5 ns ns ns Fohkk
C_ VS. 7 *kk *% **k% *kkk

C_ VS. 10 *kkk *kkk *kkk *kkk
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Tabla A-17(*): ANOVA y comparacion multiple respecto al control negativo del efecto
antiproliferativo (% de clonacion absoluta) del extracto etandlico de hojas de P. edulis en
células Caco-2, evaluado por eficiencia de clonacién.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment
(between columns) 2545 5 509 F(,6)=52,31 P<0,0001
Residual
(within columns) 58,38 6 9,729
Total 2603 11

Dunnett's multiple

. Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test

C- vs. 5% 30,25 19,68 to 40,82 Yes rkk
C- vs. 5,5% 34,25 23,68 to 44,82 Yes ok
C-vs. 7% 37,25 26,68 to 47,82 Yes Fkk
C-vs. C+ 32,5 21,93 to 43,07 Yes Fkk
C-vs.CS 6,5 -4,069 to 17,07 No ns

Tabla A-18(*): ANOVA y comparacion multiple respecto al control negativo del efecto
antiproliferativo (% de clonacién relativa) del extracto etanélico de hojas de P. edulis en
células Caco-2, evaluado por eficiencia de clonacién.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment
(between columns) 12709 5 2542 F (5, 6) = 1410 P <0,0001
Residual
(within columns) 10,81 6 1,802
Total 12720 11

Dunnett's multiple

. Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test

C- vs. 5% 67,46 62,91 to 72,01 Yes Fkkk
C-vs. 5,5% 76,56 72,01 t0 81,11 Yes Fkk
C-vs. 7% 83,22 78,67 to 87,77 Yes Tk

C-vs. C+ 72,76 68,21 to 77,31 Yes kkx
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Tabla A-19(*): ANOVA y comparacion multiple respecto al control negativo del efecto
antiproliferativo (% de clonacion absoluta) del extracto etandlico de hojas de P. edulis en
células SW480, evaluado por eficiencia de clonacion.

ANOVA table DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment
(between columns) 5280 5 1056 F (5, 6) = 33,39 P =0,0003
Residual
(within columns) 189,8 6 31,63
Total 5470 11
Dunnett's multiple Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary

comparisons test

C- vs. 5%
C-vs. 5,5%
C-vs. 7%
C-vs. C+
C-vs.CS

24,5
38,25
49,25
56,25

5,75

5,444 10 43,56
19,19 to 57,31
30,19 to 68,31
37,1910 75,31
-13,31to 24,81

Yes *

Yes i
Yes *k%
Yes *k%
No ns

Tabla A-20(*): ANOVA y comparacion multiple respecto al control negativo del efecto
antiproliferativo (% de clonacion relativa) del extracto etandlico de hojas de P. edulis en
células SW480, evaluado por eficiencia de clonacion.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment
(between columns) 12653 5 2531 F (5, 6) = 74,46 P < 0,0001
Residual
(within columns) 203,9 6 33,99
Total 12857 11
Eg;npe;:}zgilifslf Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary
C-vs. 5% 38,08 18,33 t0 57,84 Yes *x
C-vs. 5,5% 59,62 39,87 to 79,38 Yes Fkk
C-vs. 7% 76,3 56,55 to 96,06 Yes Fkkx
C-vs. C+ 87,28 67,52 to 107,0 Yes Fkkx
C-vs.CS 9,322 -10,43 to 29,08 No ns
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Tabla A-21(*): ANOVA y comparacion multiple para el efecto inductor de apoptosis del
extracto etandlico de hojas de P. edulis en células Caco-2 (Eventos de apoptosis
temprana)

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between 0,2586 5 005173 F(5,6)=0,8159 P =0,5792
columns)
Residual (within columns) 0,3804 6 0,0634
Total 0,6391 11
Dunnett_s multiple Mgan 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test Diff,
C-Vs. Cs -0,012 -0,8652 to 0,8412 No ns
C-Vs. c+ 0,357 -0,4962 to 1,210 No ns
c- vs. 5% 0,3165 -0,5367 to 1,170 No ns
c- vs. 5,50% 0,274 -0,5792 to 1,127 No ns
c-vs. 7% 0,1445 -0,7087 to 0,9977 No ns

Tabla A-22(*): ANOVA y comparacion mdultiple para el efecto inductor de apoptosis del
extracto etandlico de hojas de P. edulis en células Caco-2 (Eventos de apoptosis tardia).

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between 285149 5 57030 F (5, 6)=0,9874 P =0,4951
columns)
Residual (within columns) 346540 6 57757
Total 631689 11
Dunnett_s multiple 'V"?a” 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test Diff,
C-Vs. CS 416,5 -397,9to0 1231 No ns
C-Vs. c+ 404,6 -409,7 to 1219 No ns
c- vs. 5% 415,9 -398,5 to 1230 No ns
c- vs. 5,50% 415,5 -398,9 to 1230 No ns

c-Vvs. 7% 4149 -399,4 to 1229 No ns
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Tabla A-23(*): ANOVA y comparaciéon multiple para el efecto inductor de apoptosis del
extracto etandlico de hojas de P. edulis en células Caco-2 (Eventos de necrosis).

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between 2933 5 5865 F (5, 6)=31,48 P =0,0003
columns)
Residual (within columns) 111,8 6 18,63
Total 3045 11
Dunnett's multiple Me;an 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test Diff,
C-Vvs. Ccs 3,345 -11,28 to 17,97 No ns
C- Vs. c+ -39,7 -54,32 to -25,07 Yes ek
c- vs. 5% 4,97 -9,657 to 19,60 No ns
c- vs. 5,50% 2,405 -12,22 t0 17,03 No ns
c-vs. 7% -1,29 -15,92 to 13,34 No *

Tabla A-24 (*): ANOVA y comparacion multiple para el efecto inductor de apoptosis del
extracto etandlico de hojas de P. edulis en células Caco-2 (Eventos negativos para los
marcajes).

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between 4428 5 8857 F (5, 6)=5247 P <0,0001
columns)
Residual (within columns) 101,3 6 16,88
Total 4530 11
Dunnett_s multiple 'V"?a” 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test Diff,
C-Vs. CS -3 -16,92 to 10,92 No ns
C-Vvs. c+ 50,75 36,83 to 64,67 Yes Fokkk
c-vs. 5% -0,1 -14,02 to 13,82 No ns
c- vs. 5,50% -2,15 -16,07 to 11,77 No ns

c-Vvs. 7% 2,25 -11,67 to 16,17 No ns
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Tabla A-25(*): ANOVA y comparacion multiple para el efecto inductor de apoptosis del
extracto etandlico de hojas de P. edulis en células SW480 (Eventos de apoptosis
temprana).

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between 4 531044 5  0,000209 F(5 6)=04160 P =0,8228
columns)
Residual (within columns)  0,003011 6 0,000502
Total 0,004054 11
Dunnett.s multiple 'V'?a” 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test Diff,
C-Vs. Cs 0,005 -0,07090 to 0,08090 No ns
C-Vs. ct 0,0145 -0,06140 to 0,09040 No ns
c- vs. 5% -0,015 -0,09090 to 0,06090 No ns
c- vs. 5,50% 0,01 -0,06590 to 0,08590 No ns
C-Vs. 7% 0,005 -0,07090 to 0,08090 No ns

Tabla A-26(*): ANOVA y comparacion multiple para el efecto inductor de apoptosis del
extracto etandlico de hojas de P. edulis en células SW480 (Eventos de apoptosis tardia).

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between 0,01727 5 0003453 F(5,6)=0,7703 P =0,6038
columns)
Residual (within columns) 0,0269 6 0,004483
Total 0,04417 11
Dunnett_s multiple 'V"?a” 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test Diff,
C-Vs. Cs 0,015 -0,2119t0 0,2419 No ns
C- Vs. c+ 0,03 -0,1969 to 0,2569 No ns
c-vs. 5% -0,08 -0,3069 to 0,1469 No ns
c- vs. 5,50% 0,03 -0,1969 to 0,2569 No ns
c-vs. 7% 0,015 -0,21191t0 0,2419 No ns

Tabla A-27(*): ANOVA y comparacion multiple para el efecto inductor de apoptosis del
extracto etandlico de hojas de P. edulis en células SW480 (Eventos de Necrosis).

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between 1984 5 3967 F(56)=16,82 P =0,0018
columns)
Residual (within columns) 141,5 6 23,59

Total 2125 11
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Dunnett.s multiple 'V'?a” 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test Diff,
C- Vs. Cs -1,43 -17,89 to 15,03 No ns
C- VS. c+ -37,57 -54,02 to -21,11 Yes rkk
c-vs. 5% -4,225 -20,68 to 12,23 No ns
c- vs. 5,50% -5,06 -21,52 to 11,40 No ns
C- VS. 7% -8,365 -24,82 to 8,093 No i

Tabla A-28(*): ANOVA y comparacion multiple para el efecto inductor de apoptosis del
extracto etandlico de hojas de P. edulis en células SW480 (Eventos negativos para los

marcajes).
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between 1981 5 3962 F(5,6)=1685 P =0,0018
columns)
Residual (within columns) 141,1 6 23,51
Total 2122 11
Dunnett_s multiple Mgan 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test Diff,
C-Vs. Cs 1,45 -14,98 to0 17,88 No ns
C- VS. c+ 37,55 21,12 t0 53,98 Yes ok
c- vs. 5% 4,25 -12,18 to 20,68 No ns
c- vs. 5,50% 5,05 -11,38 to 21,48 No ns
c-vs. 7% 8,35 -8,081 to 24,78 No *

Tabla A-29(*): ANOVA y comparacion multiple respecto al control negativo del efecto del
extracto etandlico de hojas de P. edulis en células Caco-2, evaluado por GSH/GSSG

GLO®.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between
columns) 4998000000 5 999500000 F (5,18) =5,537 P =0,0029
Residual (within
columns) 3249000000 18 180500000
Total 8247000000 23
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Dunnett's multiple

. Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test

C-VSs. 7% -37454 -63690 to -1121 Yes *x
c-vs. 5.5% -23280 -49516 to 2956 Yes **
c- vs. 5% -4711 -30947 to 21525 Yes **
C- VS. CS 33,25 -26203 to 26269 No ns
C- VS. ct+ -205,5 -26441 to 26030 No ns

Tabla A-30(*): ANOVA y comparacion multiple respecto al control negativo del efecto del
extra@c):to etandlico de hojas de P. edulis en células SW480, evaluado por GSH/GSSG
GLO".

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between
columns) 48320000 5 9664000 F (5, 18) =5,528 P =0,0030
Residual (within
columns) 31470000 18 1748000
Total 79790000 23

Dunnett's multiple

. Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test

c-vs. 7% -3413 -5995 to -831,0 Yes *x
c- vs. 5.5% -2908 -5490 to -326,4 Yes *
c-vs. 5% -2086 -4667 to 496,4 No ns
C- VS. CS -178,3 -2760 to 2404 No ns

C- VS. c+ -43,5 -2625 to 2538 No ns
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