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RESUMEN

El garambullo (Myrtillocactus geometrizans) es una fruta silvestre mexicana
recientemente estudiada. Se ha demostrado que dicha fruta contiene gran cantidad
de compuestos bioactivos caracterizados por su alta capacidad antioxidante.
También se ha confirmado que disminuye la viabilidad de células de cancer de
colon, mediante el arresto del ciclo celular, conduciendo a procesos de muerte como
apoptosis y necrosis. Por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del
extracto de fermentacion de garambullo (EFG) (IC50 15% durante 24 h) sobre la
expresion de 35 proteinas relacionadas con apoptosis a través de un arreglo de
anticuerpos en células de adenocarcinoma de colon SW480. Los resultados del
inmunoensayo se compararon estadisticamente contra un control de células sin
EFG. Entre los resultados mas relevantes, se encontré un aumento de proteinas
antiapoptoéticas como Bcl-2 (16%) y Bcl-x (34%) y la disminucion de citocromo C
(24%) y Smac/Diablo (16%). Asi mismo, disminuyé caspasa-3 escindida (35%), por
lo que se sugiere que no se produjo una permeabilidad mitocondrial relacionada
directamente con la via intrinseca de la apoptosis. Por otro lado, encontramos una
sobreexpresion del receptor de muerte TRAIL R2/DR5 (16%) y proteina adaptadora
FADD (16%) que participan en la via extrinseca de apoptosis y la via de necroptosis.
Por otra parte, también una disminucion de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP)
como XIAP (10%), survivina (16.5%) vy livina (12%). En conjunto, estos resultados
sugieren que la muerte apoptotica inducida por el EFG pudiera ocurrir por la via
extrinseca de apoptosis y necroptosis. Sin embargo, al ser este trabajo de
investigacién el primero que explora la relacién del EFG y la expresion de proteinas
relacionadas con el proceso de apoptosis en las células SW480, es importante
continuar con estudios que permitan conocer mas a fondo la activacion de las vias
sugeridas.

Palabras clave: Cancer de colon, digestién gastrointestinal in vitro, garambullo,
apoptosis, proteinas.



SUMMARY

Garambullo (Myrtillocactus geometrizans) is a recently studied Mexican wild fruit.
This fruit has been shown to contain many bioactive compounds characterized by
their high antioxidant capacity. It has also been confirmed that it decreases the
viability of colon cancer cells, by arresting the cell cycle, leading to death processes
such as apoptosis and necrosis. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the effect of garambullo fermentation extract (EFG) (15% in 24 h) on the
expression of 35 proteins related to apoptosis of colon adenocarcinoma cells
(SW480) through of an array of antibodies. The results of the sandwich
immunoassay were statistically compared against a control of untreated cells. These
show the increase in antiapoptotic proteins Bcl-2 (16%) and Bcl-x (34%) and the
decrease in cytochrome C (24%) and Smac/Diablo (16%). Likewise, cleaved
caspase-3 decreased, suggesting that mitochondrial permeability related to the
intrinsic apoptosis pathway did not occur. On the other hand, overexpression of the
death receptor TRAIL R2/DR5 (16%) and adapter protein FADD (16%) was shown,
which participate in the extrinsic pathway of apoptosis and the necroptosis pathway.
There was also a decrease in inhibitor of apoptosis proteins (IAP) such as XIAP
(10%), survivin (16.5%) and livin (12%). Together, these results suggest that EFG-
induced apoptotic death could occur through the extrinsic pathway of apoptosis and
necroptosis. However, as it is the first work that explores the relationship between
EFG and protein expression in SW480 cells, it is important to continue with more
studies that allow for a deeper understanding of the activation of these suggested

pathways.
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1. INTRODUCCION

El garambullo (Myrtillocactus geometrizans) es un fruto endémico de Meéxico
perteneciente a la familia de las cactaceas, que se produce en zonas aridas y
semiaridas del pais como Querétaro, San Luis Potosi, Hidalgo y Estado de México
(Guzman-Maldonado et al.,2010). Se cosecha desde mayo a septiembre, se
recolecta en etapa madura y se han desarrollado varias presentaciones como

helados, mermelada, vino, entre otros (Hernandez-Lépez et al., 2008).

Actualmente se ha estudiado su composicion nutraceutica y compuestos bioactivos
que incluye polifenoles, betalainas vy fibra dietaria que pueden llegar al colon, en
donde son metabolizados por la microbiota intestinal, produciendo compuestos
como &cidos grasos de cadena corta que se les han atribuido beneficios a la salud
(Sanchez-Recillas et al. 2022), como contrarrestar efectos relacionados al cancer
de colon (CC). El CC es el tercer cancer mas comun en el mundo y la segunda
neoplasia mas letal para los dos sexos. (Bolafios-Catrrillo et al., 2015) y su incidencia
y mortalidad han ido en aumento en los ultimos afios a nivel mundial y nacional
(OMS, 2021). La mayoria de los factores de riesgo para el CC estan relacionados
con el estilo de vida, principalmente la alimentacion, de modo que los habitos poco
saludables aumentan las posibilidades de desarrollar dicha enfermedad hasta en un
70% (OMS, 2021). El CC se ha visto que puede ser prevenible a través de buenos
habitos alimenticios y varios grupos de investigacion se han concentrado en estudiar
los compuestos bioactivos que posee el garambullo (Myrtillocactus geometrizans),
describiéndose propiedades antiinflamatorias y citotoxicas (Sauro-Calixto et al.,
2011). Sin embargo, aun no existen reportes concretamente sobre las proteinas

involucradas en apoptosis en células SW480 tratadas con el EFG

12



1.1 Cancer

Segun la OMS (2021) el cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial y
se define como una enfermedad que se caracteriza por la multiplicacion rapida de
células anormales en cualquier parte del cuerpo, que se extienden y pueden invadir

otros Grganos.

En México, se registraron 90,123 muertes por tumores malignos en el 2021,
registrando una la tasa de defunciones de 7.06 por cada 10 mil habitantes ( INEGI
(2021).

1.2 Cancer de colon

El cancer colorrectal (CCR) es el segundo cancer mas comun en América de
acuerdo con datos de la OPS (2020), generando 1.4 millones de muertes y se
estima que en 2040 la incidencia aumentara a 6 millones de muertes anual (OPS,
2021). ElI CCR en nuestro pais ocupa el 3er lugar en cancer mas frecuente,
generando un aumento en su incidencia de acuerdo con la OMS (2021). ElI CCR es
un proceso que puede ser desencadenado por factores genéticos, epigenéticos y
ambientales, afectando tanto a mujeres y hombres, con una sintomatologia de dolor
abdominal, anemia y evacuaciones con sangre, y que al presentarse éstos en un
estado tardio generan metastasis ganglionar. La mayoria de los canceres de colon
son esporadicos y se generan inicialmente por una lesion displasica en un tiempo
de 6-8 afios (Kronberg, 2011). American Cancer Society (2018) sefalé que existe
la posibilidad (75%-90) de una cirugia en las etapas | y Il con una extirpacién de la

parte afectada.

1.3 Genética molecular del cancer de colon

La progresion de la carcinogénesis desde la mucosa colonica hasta el carcinoma
se describié por Fearon y Volgestein, que incluyen mutaciones de cuatro a cinco

genes para formar un tumor maligno, ocurriendo de una manera secuencial (Fearon

13



& Vogelstein 1990). La via de inestabilidad cromosémica (CIN) es la que se presenta
en mayor porcentaje (70-85%) respecto a la carcinogénesis caracterizada por
células aneuploides y pérdida de heterocigocidad (Garribba et al., 2023). En ésta,
se genera el desarrollo de focos de criptas aberrantes (FCA), activando la via de
sefalizacion de Wnt, generando una mutacion en el gen de la Poliposis Coli
Adenomatosa (Apc); posteriormente mutaciones en el protooncogén Ras, asi como
una alteracion en Tp53, especificamente en el cromosoma 18q, y finalmente
activando una mutacion en PIK3CA (Pino & Chung 2010). En la Figura 1 se muestra
el desarrollo de alteraciones en el epitelio celular hasta llegar a metastasis y las

modificaciones implicadas en el desarrollo de cancer de colon.

S Activacié Pérdida de Mutacién en
Pérdida de covACion funcién p53 PI3K
funcién APC K-ras
l l S,
— —l —

Tumores
secundarios

o A

‘ ‘ Carcinoma ‘ ] Metastasis \

(

Hiperproliferacion epitelial)

INICIACION PROMOCION _ METASTASIS

Figura. 1 Secuencia de las alteraciones genéticas etiopatogénicas en el cancer de colon.
(Modificado de Korcaya & Wicha, 2010)

1.4 Apoptosis

La apoptosis es una forma de muerte celular programada, que se requiere para
mantener la homeostasis de los tejido por medio de la eliminacion selectiva de
células dafadas o0 envejecidas. Una familia de proteasas intracelulares
especializadas desencadena la apoptosis entre ellas estan las caspasas 8 y 10; las
cuales reciben sefiales detalladas, impulsan una cascada de procesos que activan
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la division de proteinas esenciales para el funcionamiento celular, como son las

proteinas citoesqueléticas y proteinas nucleares (Singh & Bosé, 2015).

Existen dos cascadas de apoptosis como vias principales: extrinseca e intrinseca
(Figura 3). La via extrinseca se desarrolla principalmente en citoplasma también
llamada “via mediada por receptores” y la via intrinseca se desarrolla en la
mitocondria (Jin & El-Deiry, 2005). La via extrinseca es activada por un ligando
especifico que se une a un receptor de muerte en la superficie celular, entre ellos:
los Factores de Necrosis Tumoral a y B (TNF-a y TNF-B), Fas (Apo-1), Dr3, Dr4
(TRAILR1), D5 (TRAILR2) (Fragoso et al., 2014). Inicia con el reclutamiento de
proteinas adaptadoras como FADD o TRADD vy la unién de su activacion, con pro-
caspasa 8 o 10 para formar el complejo de sefializacién inductor de muerte (DISC)
(Sosa, 2012). En este complejo DISC, la pro-caspasa 8 se activa mediante hidrolisis
parcial, para asi hidrolizar y activar a las caspasas 3 y 7, que culminaran en la

protedlisis del sustrato, desencadenando la muerte celular (Palacios et al. 2011).

La via intrinseca se inicia dentro de la célula y es activada por estimulos internos
como estrés celular, dafio al ADN, privacion de factores de crecimiento, especies
reactivas de oxigeno (Becerra y Pimienta 2009). Las proteinas de la familia Bcl-2
se activan produciendo un poro en la membrana externa de la mitocondria
(Machado y Eliécer, 2012). La permeabilidad de la membrana mitocondrial (PMM)
esta regulada por la familia Bcl-2, en especifico por Bcl-2 y Bax que inhiben o activan
la PMM respectivamente (Rea-Boutrois et al. 2008). La proteina p53 se activa por
dafio al ADN, a su vez activando Bax/Bak e iniciando la traslocacion de Bax a la
mitocondria, formando el poro que provoca la liberacién del citocromo C al citosol,
el cual se une al factor 1 de activacion de proteasa apoptética (Apaf-1) y a
Smac/Diablo (Singh & Bosé 2015), que en presencia de ATP atrae la procaspasa-9
para su activacion en el apoptosoma. La caspasa-9 hidroliza a la procaspasa-3 para

activarla en caspasa-3y 7, y asi iniciar la apoptosis (Palacios et al., 2011).
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Via extrinseca Via intrinseca
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apoptosis

Figura 2. Cascadas de sefializacién de la apoptosis con las dos vias principales: extrinseca e
intrinseca (Quijano 2016).

1.4.1 Proteina p53

El gen que codifica la proteina p53 se encuentra en el brazo corto del cromosoma
17 (7pl.3) y esta formado por 11 exones (Mufioz et al., 2018). La proteina p53 se
considera una proteina supresora de tumores, reparadora del dafio al ADN y otros
dafos celulares, e induce la expresion de genes diana generando una detencion del
ciclo celular y provocando apoptosis. La mutacion de p53, asi como su acumulacion
generan un dafio constante en el ADN y activacion de NF-kB por procesos
proinflamatorios provocando la inflamacién cronica y el desarrollo de cancer de
colon (Josse y Bours, 2016).

La proteina inactiva de p53 se localiza en el citoplasma a bajas concentraciones con
una vida media de 20 minutos, por lo que es necesario que reciba sefales o
modificaciones para generar una proteina funcional. Algunos de los estimulos como
el estrés celular (Silva et al., 2005) promueven que p53 active transcripcionalmente
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a un grupo de genes diana, incluyendo Puma, Bax, Noxa, Pig3 y Killer/DR5 (Riley
et al., 2008). Dentro de estos, el mas crucial es Puma, ya que su pérdida genera
cambios apoptoéticos parecidos a la falta de p53. Estudios actuales indican que p53
puede regular la apoptosis por una via independiente. Como resultado del estrés
celular u oxidativo, una fraccion de p53 se transloca a la mitocondria, donde
interactla con las proteinas antiapoptéticas Bcel-xL y Bcl-2 para inhibir sus funciones
y de esta manera generar la liberacion del citocromo C de las mitocondrias,

induciendo finalmente la apoptosis (Liu et al., 2014).

Se ha reportado que la via de sefalizacion de p53 es disfuncional en
aproximadamente el 80% de tumores humanos, debido a mutaciones y otros
mecanismos, por lo que se considera a p53 como un objetivo principal de estudio

en la terapia del cancer (Liu, 2021).

1.4.2 Proteina p21

La proteina p21 esta codificada por el gen supresor WAF1/CIP1, es considerada
supresora tumoral, y es inducida por la proteina p53 (Gémez et al. 2008). Se ha
demostrado su participacién en la reparacion y replicaciéon del ADN, asi como
modulacion de apoptosis (Negri et al., 2008). Se ha visto que p21 puede ser un
regulador de apoptosis con base al nivel de estrés genotdxico, estado de p53,
localizacion celular o tipo de célula, adquiriendo asi propiedades oncopromotoras u
oncosupresoras, y esto depedera del entorno competente o deficiente de p53
(Georgakilas et al., 2017). La proteina p21 tiene una vida media de 30 min, dando

lugar a su degradacion en el proteosoma (Sheaff et al., 2000; Bloom et al., 2003).

1.4.3 Proteinas de la familia BCL-2

Los linfomas de células B2 llamados BCL-2 se encuentran relacionados en la via

apoptaética. Se clasifican en tres subgrupos: antiapoptoticos (Bcl-2, Bel-W, Bcl-xL, a-
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1y Mcl-1), efectores proapoptéticos (Bax, Bak y Box) y proteinas proapoptoticas,
Gnicamente BH3 (Bid, Bim, Bad, Puma y Noxa) (Shaimas-Din et al., 2011).

BCL-2 es una familia de proteinas cuya funcion es regular los procesos de
permeabilizacion mitocondrial en la via intrinseca de la apoptosis, asi como la
dimerizacion y enlaces con otras proteinas. Su activacion inicial es en el citosol
generando la liberacién del citocromo C, que a su vez se une al Factor 1 activador
de la proteasa apoptotica o APAF-1 y de la caspasa-9, este complejo es llamado
apoptosoma. El apoptosoma regula proteinas como SMAC/Diablo que son liberadas
de la mitocondria e interceptan la accién de los inhibidores de las proteinas de
apoptosis (IAP), presentando un dominio BIR (Baculovirus iap repeats), siendo este
responsable de la union de caspasas y de IAP para desencadenar la apoptosis
(Shubach et al., 2015).

1.4.4 BH3

Las proteinas BH3 (Bid, Bim, Bad, Puma, Noxa y Bmf) son de la familia de BCL-2,
ayudan a la iniciacion de apoptosis, propagando sefiales de muerte celular tanto
intrinsecas como extrinsecas. Las BH3 inician la apoptosis activando a Bax y Bak y
suprimiendo las proteinas antiapoptéticas en el reticulo endoplasmico y mitocondria,

previniendo la muerte constitutiva (Singh & Bosé, 2015).

Estas proteinas se clasifican en “activadores” de Bax y Bak, que son Puma, Bim y
Bid, y también como “sensibilizadores” que son Bad y Noxa. Bim es un activador de
apoptosis, uniéndose a proteinas antiapoptoticas (MCL-1 y Bcl-XL), generando la
liberacién del secuestro de Bak. Otras proteinas son activadas por dafio al ADN,
como son Bim, Puma y Noxa, las cuales son dependientes de la proteina p53 (Labi
et al., 2006). Puma por el contrario es independiente de la apoptosis in vivo,
(Gallenne et al., 2009), generando la activacién de diferentes proteinas a partir de
su liberacién en sitios de captura, como son Bim y Bmf, estas se encuentran en
citoesqueleto inactivas y al liberarse generan la unién e inactivacion del factor

antiapoptético. Bim participa en los movimientos de los microtibulos y con ayuda
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de Puma retira las citocinas de los linfocitos para la activacion de Bax (Shubach et
al., 2015). La activacion de Bad se genera por su desfosforilacion, causada por
ausencia de sefales de supervivencia, permitiéndole alejarse de la proteina 14-3-
3B (proteina citosolica adaptadora) y llegar a mitocondria para generar la apoptosis
(Fletcher y Huang, 2006).

1.4.5 Receptores de TNF que contienen dominio de muerte

La familia de receptores de TNF con dominio de muerte (DD) tienen interaccién
proteina-proteina estructuralmente conservado en citoplasma (Croft, 2009).
Constituyen a un grupo multifuncional que permite la activacion de vias de
sefalizacion celular para supervivencia, apoptosis, necroptosis, diferenciacion
celular y respuestas inflamatorias (Kawasaki & Taira, 2002). La clasificacion de
estos receptores es: TNFR-1, Fas, DR3, DR4, DR5 y DR6 que interactian con otras
proteinas adaptadoras para iniciar la muerte celular (Wilson et al., 2009). Dos
receptores de muerte DR4 y DR5 posee un dominio de muerte citoplasmatico que
sirve para reclutamiento de proteina adaptadora FADD (proteina asociada a Fas)
(Shlyakhtina et al., 2017).

Anteriormente se creia que la apoptosis era la Unica forma en la que participaban
estos receptores de dominio de muerte (Vanden et al., 2014). Con el paso del tiempo
se descubrid que los estimulos que inducen la apoptosis a través de esta via activan
también la necroptosis de la familia de TNF, incluido TNFa y FasL (Chen et al.,
2017). Las investigaciones indican que TNF puede inducir la muerte independiente
o dependiente de caspasas mediante la activacion de RIPK1 (Vandenabeele et al.,
2010).

Se reconoce que las vias de sefalizacion de muerte celular programada comparten
componentes comunes, entre ellos estimulos de muerte que desencadenan
complejos moleculares presentes en la via y esto puede suceder por separado o
simultaneamente (He et al., 2009). Actualmente, se sigue investigando a fondo la

ejecucion por necroptosis. Al estudiar la linea celular HT-29 con TNF- a se ha
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identificado MLKL como un sustrato critico para activacién de RIPK3 al estimulo de

esta via (Vandenabeele et al., 2010).

1.4.6 Caspasas ejecutoras

Las caspasas pertenecen a la familia de cisteina-proteasas, también llamadas
verdugos (Nguyen et al., 2021), del cual deben su nombre por Cistein.ASPartico
proteASAS, por su actividad como proteasas que ataca residuos (extremo C-
terminal) y actda a nivel del enlace peptidico (Armenteros et al., 2019). Son las
caspasas 3, 6 y 7 que requieren de una protedlisis para activarse (Jordan, 2003).
La caspasa 3 de esta familia se vincula directamente a apoptosis, aumentando la
vulnerabilidad de la célula a su muerte y se ha identificado en diferentes tipos de
tumores como ameloblastomas, cancer de colon, pulmén y linfoma. (Garcia-Garcia
et al. 2006). La caspasa 3 y 7, también llamadas caspasas efectoras son
responsables de iniciar la fase de degradacion de apoptosis, como la fragmentacion
del ADN, la formacién de ampollas de membrana y la contraccion celular;
especificamente la caspasa 3 inhibe la produccién de ROS (especies reactivas de
oxigeno) y es necesaria en la destruccién correcta de la célula dafiada, relacionada

con la via intrinseca (Brentnall et al., 2013).

La caspasa 7 puede activarse en condiciones de muerte celular excesiva y/o
inflamaciéon (Lamkanfi et al., 2010). Algunos estudios con farmacos
quimioterapéuticos indican que las células in vitro e in vivo con deficiencia de
caspasa 3 pueden inducirse a apoptosis inhibiendo el complejo XIAP: p19/p12-
CASP7 (Guicciardi et al., 2013). Los estudios por Janicke y cols. (1998) en la linea
celular de carcinoma MCF-7 mostraron sensibilidad a la induccion de apoptosis
inducida por TNF sin la fragmentacion del ADN, aun con pérdida de funcion de
caspasa 3 (exon 3). Por lo que se pudo observar que caspasa 3 no es esencial para
la apoptosis inducida por TNF. Donde se caracterizaba por la ruptura de la
membrana plasmatica, despolarizacion mitocondrial, activacion de caspasas 8, 9y
7y la escision de PARP (Yang et al., 2011).
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La caspasa 6 comparte un predominio corto comun con caspasa 3y 7, pero adn
esta en investigacion su funcionalidad en cancer (Watanabe et al., 2008). Se ha
visto mayor expresion en colon fetal y adulto en comparacion a otros tejidos
humanos (Grossmann et al., 1998). También se encontré6 un aumento de esta
caspasa en tumores de colon de raton WT, sin embargo no generd influencia en la
formacion o aumento de tamafio en los tumores con tratamiento de azoximetano
(AOM) /sulfato de sodio dextrano (DSS) (Foveau.et al., 2014).

La American Society of Clinical Oncology (2019) indicé que varios estudios
reafirman la importancia de una alimentacion adecuada en la prevencion del
desarrollo del céancer, destacando alimentos naturales con propiedades
antioxidantes y con contenido de fibra y fitoquimicos. Por lo tanto, el estudio de
alimentos que presenten funcionalidad biolégica aporta evidencia de propiedades

que ayuden a la prevencion y/o inhibicion del desarrollo del cancer de colon.

2 Garambullo

El garambullo es un fruto conocido cientificamente como Myrtillocactus
geometrizans, es una especie perteneciente a la familia Cactacea y se encuentra
en la vegetacion silvestre de tierras altas de México, teniendo una buena adaptacion
en regiones arida y semiaridas como Hidalgo, Querétaro, San Luis Potosi, entre
otros (Guzméan-Maldonado et al.,2010).

En los dltimos afios se ha incrementado la demanda en el consumo de frutos que
contengan compuestos fitoquimicos, que es sabido proporcionan beneficios a la
salud, como en la prevencion de enfermedades como el cancer de colon, asi como
sus efectos antiproliferativos (Arredondo et al., 2020). Respecto al garambullo, se
conoce que tiene propiedades nutraceuticas y se ha estudiado su consumo que ha
estado presente a nivel de pueblos y comunidades, principalmente en zonas rurales
(Corzo-Rios et al. 2017)
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En nuestro pais el consumo de cactdceas como alimento esta arraigado a nuestra
cultura y costumbres, aprovechando desde el tallo, el fruto y las semillas. El estudio
de alimentos naturales ha contribuido histéricamente al descubrimiento de farmacos
como fuentes de moléculas activas, asi como a minimizar los efectos adversos del
cancer y su tratamiento. Por ello se ha intensificado la busqueda de compuestos
bioactivos durante los ultimos afios, que permitan avanzar contra el cancer,
abriendo camino a alimentos naturales como el garambullo (Andrade y Rodriguez,

2022). La Figura 3 muestra garambullos cosechados de temporada.

Figura 3. Garambullo en estado maduro, cosechado y obtenido de Agrosintesis (2018).

2.1 Composicion nutricional y fisicoquimica del garambullo

Dentro de las propiedades que presenta el garambullo (Myrtillocactus
geometrizans), se ha demostrado que ayudan en el tratamiento de la diabetes y
prevencion del cancer (Corzo et al. 2017). El garambullo contiene proteinas, acido
linoleico y vitaminas como &cido ascérbico y carotenoides (Mufioz, 2010). También
se ha descrito que contiene gran cantidad de fitoquimicos como las betalainas que
son pigmentos naturales considerados de gran importancia por su actividad

antioxidante, asi como flavonoides y polifenoles (Pereira-Zaragoza et al., 1997).

Existen otras moléculas que contiene el garambullo, como son los compuestos
fendlicos que son producidos a partir del metabolismo secundario del fruto, y ayudan

a su crecimiento y reproduccién. Estos se han encontrado en mayor concentracion
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en frutos de madurez con equivalencia a la zarzamora (Nava, 2010) y frambuesa
(Herrera et al. 2011). A continuacién, se muestra en el Cuadro 1, la composicion
nutricional y fisicoquimica del garambullo con valor por cada nutriente de 100 g en

peso fresco (pf), y en el Cuadro 2 algunos fitoquimicos encontrados en garambullo.

CONTENIDO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
TABLA NUTRICIONAL ‘

COMPUESTO CONTENIDO (g/100g garambullo)
Energia (kcal/kJ) 83/346
Carbohidratos 16.3
Proteinas 2.1
Lipidos 1
Fibra total 0.8
VITAMINAS (mg/100g)
Carotenoides 4.34-2.44
O-tocoferol 0.025-0.023
Acido L-ascérbico 105.5-89.1
Acido Isoascorbico 8.6-8.4
LiPIDOS (mg)
Acido palmitico 1.4-1.1
Acido esteérico 0.7-0.4
Acido oleico 2.3-0.8
Acido linoleico 4.4-3.6
Acido linolénico 0.6-0.5
MINERALES (mg/100g)
Calcio ‘ 44
OTROS COMPONENTES
Humedad % 79.6
pH 3.63-3.47

Cuadro 1. Composicion nutricional y fisicoquimica del garambullo de un peso neto 100g de fruta
fresca. Teniendo un alto contenido de proteina en comparacion a ardndanos y frambuesas.
Adaptacion de Nava (2010), Mufioz (2010).
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Compuestos fendlicos 8.8-5.3
totales ()
Acido cinamico 60.3-27.4
Acido cloragénico 1.3-1.2
Catequina 8.1-7.79
Epicatequina 7.3-6.7
Acido vanilico 16.9-15.7
Acido cafeico 7.9-4.8
Acido p-hidroxibenzoico 11.4-10.09
Acido sinapico 2.4
Acido ferulico 518.9-340.9
Miricetina 1.7-1.4
Ac galico 8.8
BETALAINAS (mg)
Betalainas totales 23.3-14.3
Betacianinas 22.6-9.5
Betaxantinas 8.1-4.3

Cuadro 2. Contenido de compuestos bioactivos del garambullo en un peso neto de 100g de fruta
fresca cosechada del Estado de Guanajuato. Adaptacion de Nava (2010), Mufioz (2010).

2.2Fibra dietética

El contenido de fibra del garambullo contiene 4 veces mas el contenido de fibra en
comparacion con la tuna, por lo tanto, puede convertirse en una fuente de fibra
dietaria (Guzméan-Maldonado et al. 2010). La fibra dietética (FD) esta compuesta
por componentes estructurales de las paredes celulares de los vegetales y frutos,
entre ellos esta la celulosa, hemicelulosa, pectinas y lignina, se sabe que son
compuestos no digeribles por el sistema digestivo humano (Badui-Dergal, 2013). La
FD se clasifica como soluble (viscosa), la cual es fermentada en colon por bacterias
(mucilagos, B-glucanos, pectinas, gomas y hemicelulosas) y la FD insoluble en agua

(no viscosa), que es limitada su fermentacién en colon (Fernandez-Miranda, 2010).
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La FD es un coadyuvante de la salud, particularmente en problemas nutricionales.
La FD soluble tiene acciones sobre el metabolismo de lipidos, hidratos de carbono
y es un potencial anticarcinogénico. La FD ayuda a la retencion de agua en la matriz
estructural generando una mezcla con poca viscosidad, que permite un aumento de
la masa fecal acelerando el transito intestinal, y otro beneficio es que disminuye el
contacto con potenciales carcinogénicos en la mucosa del colon (Escudero y
Gonzalez, 2006). Por recomendaciones de la FAO/OMS, la FD debe consumirse

como un minimo de 25g/dia.

La fibra funcional tiene otros polisacaridos no amilaceos o carbohidratos analogos,
entre ellos: el almidén resistente, oligosacaridos (inulina y disacéridos),
macronutrientes como proteinas y lipidos resistentes a la agresion de enzimas
digestivas y compuestos bioactivos como carotenos, fitoesteroles o polifenoles
(Zarzuelo y Géalvez 2010). La fibra es un componente complejo con caracteristicas
resistentes a la hidrolisis por las enzimas digestivas del intestino delgado, y al llegar
al intestino grueso es atacada por la microbiota colonica, produciéndose acidos
grasos de cadena corta (AGCC), asi como dioxido de carbono, metano e hidrégeno
(Trejo-Marquez et al.,2016).

Los principales AGCC incluyen el propionato, acetato y butirato con una
concentracion superior a 100 nM (Ganapathy et al., 2013). Los AGCC influyen en la
proteccion y disminucion de desarrollar cancer de colon, regulando las proteinas
Bax, p21, Bcl-2 y la hiperacetilacidon de histonas. Anteriormente se ha visto que una
alimentacion alta en fibra puede prevenir el desarrollo de cancer debido a la
formacion de AGCC, principalmente el butirato por accion de la microbiota (O'keefe,
2016). Posterior a la entrada celular, el butirato puede suprimir el crecimiento
tumoral mediante la detencion del ciclo celular y en una concentracion de 1-10
mmol/l aumenta la diferenciacion celular reduciendo la proliferacion de células

cancerosas e induciendo la muerte celular programada (Mirzaei et al., 2021).

Diversos estudios han demostrado que el garambullo posee actividad antidiabética,

antioxidante, antiinflamatoria y anticancerigena in vitro, sugiriendo que este efecto
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ha sido a través del butirato (Gomez-Maqueo et al., 2020). El butirato es la principal
fuente de energia de las células epiteliales intestinales, por lo que una disminucion
en la produccidn de butirato se ha relacionado con trastornos del colon, generando
una estimulacion de macréfagos como Th17 relacionados con tumores que inducen
la produccion de citocinas inflamatorias (IL-17, IL-23, IL-6) que promueven el
crecimiento y progresion del tumor (Wang y Karin, 2013). Por otra parte, los
compuestos fenodlicos también son metabolitos presentes/reportados en el
garambullo, los cuales tienen una capacidad antioxidante y bioactividad in vitro,
ayudando a la reduccién del sindrome metabdlico (Gémez-Maqueo et al., 2020).

2.3 Digestidn gastrointestinal in vitro

Durante los ultimos 30 afios, se ha desarrollado el método de digestion in vitro para
reemplazar experimentos con animales y humanos, permitiendo utilizar alimentos
en diversas condiciones (Marze, 2022). Los modelos in vitro de digestion se han
utilizado para evaluar los cambios estructurales, digestibilidad y la obtencion de
componentes de los alimentos en condiciones gastrointestinales simuladas. Los
alimentos mas utilizados para la simulacién de la digestion son plantas, carnes y
alimentos a base de emulsion, que requieren enzimas digestivas para su
procesamiento (pepsina, pancreatina, tripsina, a-amilasa, lipasa, sales biliares,
entre otras) (Hur et al., 2011).

Actualmente el método de digestion gastrointestinal in vitro es ampliamente utilizado
con alimentos funcionales de origen vegetal altos en compuestos fendlicos. Para
examinar los atributos digestivos de dicha simulacion, es necesario agregar enzimas
digestivas como pepsina, tripsina, pancreatina, peptidasa, quimiotripsina, a-amilasa
y lipasa, asi como ajustar el pH (Qin et al.,, 2022). En general, los modelos de
digestion in vitro simulan las diferentes partes del sistema gastrointestinal: boca,
estdbmago, intestino delgado y colon. Para conocer el mecanismo de transporte que
ocurre en la fase intestinal, es importante utilizar las sustancias especificas

utilizadas en cada fase como enzimas, electrolitos, saliva, membranas naturales;
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asi como el uso de fuerzas mecénicas que imitan la motilidad fisiol6gica en el tracto
gastrointestinal y el uso de una linea celular epitelial (Dima et al. 2020). En la dltima
fase coldnica de los modelos in vitro suelen utilizarse indculos fecales de voluntarios
permitiendo obtener una microbiota coldnica para la creacion de metabolitos
secundarios del proceso de fermentacion (Wojtunik-Kulesza et al., 2020).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Evaluar el efecto del extracto de fermentacion de garambullo (Myrtillocactus
geometrizans) sobre la expresion de proteinas involucradas en apoptosis en células

de cancer de colon humano SW480.

3.2 Objetivos especificos

e Obtener un extracto de fermentacion de garambullo (Myrtillocactus
geometrizans) por medio de la simulacién in vitro de los procesos de
digestion y fermentacion coldnica.

e Determinar la viabilidad celular de las células SW480 con el extracto de
fermentacion de garambullo (Myrtillocactus geometrizans)

e Cuantificar la presencia de proteinas relacionadas con apoptosis con el
tratamiento del extracto de fermentacion de garambullo (Myrtillocactus

geometrizans) en células SW480.

4. METODOLOGIA

El desarrollo de estos experimentos se realizd6 en el Centro de Investigacion
Biomédica Avanzada (CIBA) en la Facultad de Medicina Campus Aeropuerto de la

Universidad Autonoma de Querétaro.
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4.1 Materiales

4.1.1 Material biolégico
Linea celular SW480 (ATCC Manassas, VA, USA)

4.1.2 Material quimico

Acido clorhidrico, pepsina hiel de buey pancreatina, solucién Krebs-Ringer,
peptona de caseina, extracto de levadura, cloruro de sodio, fosfato dibasico,
sulfato de magnesio heptahidratado, cloruro de calcio dihidratado,
bicarbonato de sodio, clorhidrato de cisteina, sales biliares, Tween, vitamina
K1, hematina, hidréxido de sodio, fosfato de sodio, rafinosa y filtro de Nylon
(HNWP04700); Sigma-Aldrich Co. (St. Lois, MO, USA).

Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (12800-058)
Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, Ma. USA)

Suero Fetal Bovino (SFB) (A4766801) Thermo Fisher Scientific, Inc.
(Waltham, Ma. USA)

Solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (70011044) 10X Thermo Fisher
Scientific, Inc. (Waltham, Ma. USA)

Tripsina (15090046) Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, Ma. USA)

Inhibidor de proteasas Halt™ 100x (78430) Thermo Fisher

RIPA buffer 250 ml: Tris 1M (AM9855G), cloruro de sodio (NaCl) (S9888),
1% Tritdn X100 (9036-19-5), acido clorhidrico (HCL) (087617), EDTA (17892)
y agua destilada estéril

Kit de ensayo de proteinas BCA de ABP Biosciences (Beltsville, MD, USA.)
Electroforesis de proteinas: Tris, glicerina, SDS, Acrilamida/Bisacrilamida,
TEMED, persulfato de amonio y para el peso molecular de Prestained Protein
Ladder (BG00364, Bio Basic, Ontario, Canada). Tincion de Coomassie (G-
250, Serva, Heidelberg, GER).

Kit de matriz de apoptosis humana de perfilador de proteoma (895943, R &
D Systems, Minneapolis, MN, USA)

4.1.3 Equipos

Lector de microplaca iMark™ Bio-Rad
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e Cémara de electroforesis Mini-Protean Ill de Bio-Rad
e Fotodocumentador con camara de quimioluminiscencia ChemiDoc Bio-Rad
XRS+

4.2 Metodologia

4.2.1 Simulacién de los procesos digestivos y fermentacion in vitro

La técnica permitié simular el proceso digestivo in vitro de la boca, estbmago,
intestino delgado hasta su fermentacién coldnica (técnica adaptada por Campos-
Vegaetal. 2009 y 2015). Se solicito la participacion de cuatro individuos normopeso,
con los siguientes requisitos: no haber consumido alimento los Gltimos 90 min y no
cepillarse los dientes durante ese tiempo, mantener una dieta omnivora, no haber
sido diagnosticado con enfermedades gastrointestinales, no presentar caries y no
haber consumido antibidtico durante los ultimos tres meses. Los participantes
firmaron un consentimiento informado. Se inicid con la recoleccion de su saliva con
5 ml de agua destilada para el blanco. Posteriormente masticaron 1 gramo de
muestra 15 veces/15 s, descargando el contenido en un vaso de precipitado con 5
ml de agua destilada (se repitio el procedimiento con el blanco y la muestra 5 veces).
Finalizado el procedimiento, se mezclaron las suspensiones de cada muestra y
blanco en un solo vaso precipitado, de los cuales se obtuvo 75 ml de muestray 75
ml de blanco. Para la fase del estbmago se agregé 7.04 ml de HCI 2N para bajar el
pH a 2.0 y después se agregod la pepsina 0.824g (previamente disuelta en HCI

20mM), dejandolo en agitacion durante 2 h a 37°C.

Para la simulacién de la fase intestinal se ajusté el pH a 7.6 y se agrego el extracto
intestinal con hiel de buey 22.5 mg y 19.5 mg de pancreatina, disueltos en 37.5 ml
solucién de Krebs-Ringer. La suspension fue transferida a un recipiente que
contenia una membraba de didlisis de filtracion de 7 cm de largo, que fue cerrada

por ambos lados para posteriormente incubarla por 30 min a 37°C. De este ultimo
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proceso se obtuvo la fraccién no digerible (FDN) que se encontraba dentro de la

membraba de dialisis de filtracion.

4.2.1 Fermentacion colénica in vitro de la FND

Finalmente se realiz6 la ultima fase de la simulacion del proceso digestivo, con la
técnica de fermentacion col6nica in vitro adaptado por Campos-Vega et al. (2015).
Se utilizaron tubos estériles con 9 ml de medio de cultivo basal que contenia (g/L):
peptona de caseina 1g, extracto de levadura 1g, cloruro de sodio 0.05¢g, fosfato de
potasio dibasico 0.02g, fosfato de potasio monobésico 0.02g, sulfato de magnesio
heptahidratado 0.005g, cloruro de calcio dihidratado 0.005g, bicarbonato de sodio
19, clorhidrato de cisteina 0.25g, sales biliares 1g, Tween-80 1g, Vitamina K1 5 ul y
hematina 0.025g, previamente diluida en 5ml de hidroxido de sodio (NaOH). Se

ajusto el pH a 7.0. Luego se filtr6 con un filtro Nylon de 0.45 um.

Al siguiente dia se hizo la recoleccién del inéculo fecal de dos voluntarios (3g de
materia fresca por cada individuo) como fuente de microbiota colénica humana. Las
caracteristicas de los voluntarios se mencionan a continuacion: no presentar
enfermedades gastrointestinales, no haber consumido al menos en los ultimos tres
meses antibioticos y no tener una dieta vegetariana. Los 6 g de materia fecal se

homogenizaron con 27 ml de solucion de fosfato de sodio 1M a un pH de 7.0.

Cuadro 3. Indicaciones de preparaciébn de muestras para iniciar la simulacion de fermentacion
colénica.

PREPARACION DE MUESTRAS |

Control 9 mL de medio 1 mL de 100 mg de
basal inodculo fecal rafinosa

Blanco 9 mL de medio 1 mL de 200 pL de
basal inodculo fecal ~ muestra blanco

Muestra 9 mL de medio 1 mL de 100 pL de 100 mg de
basal in6culo fecal FND liquida FND sdélida
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Conforme al Cuadro 3, los tubos que contenian medio basal se les agreg6é un 1 ml
del homogenizado fecal y se les adicion6 la FND. Los tubos fueron agitados en

vortex durante 30 s y se incubaron en bafio de agua a 37°Cy pH 7.0.

La fermentacion se realizé durante 24 h, utilizando como control de sustrato
fermentable la rafinosa. El pH se midié a las 0, 6, 12 y 24 h de la fermentacion. Al
finalizar el periodo de fermentacion se realizé la centrifugacion para separar sélidos
de liguidos siendo considerado el sobrenadante como el extracto de fermentacién
de garambullo (EFG), el cual se almaceno a -70°C sellandolos con parafiim y

protegiéndolos de la luz para su posterior utilizacion.

4.2.3 Condiciones de mantenimiento de cultivo celular

La linea celular utilizada fue de adenocarcinoma humano SW480, tipo B en la escala
de Dukes, en la cual se encuentran expresados los siguientes oncogenes: c-myc,
K-ras, H-ras y N-ras, con mutacion en p53 (codon 273) y sus niveles de proteina
corresponden 20 veces mas altos que otras lineas celulares (LoVo) (ATCC, 2020;
Rochette et al., 2005).

Las células humanas SW480 fueron mantenidas con medio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Gibco), suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Gibco
Permormance Plus) al 10% y 1% de penicilina/estreptomicina (P/S) (ThermoFisher).
El medio de cultivo fue renovado cada 72 horas. Las células se mantuvieron en una
atmosfera de 5% CO2 a 37°C. Cuando las células se encontraban proximas a la
confluencia (80% aproximadamente), fueron subcultivadas: eliminando primero el
medio, lavando con PBS 1X y posteriormente despegando por incubacion con
tripsina-EDTA durante 3-5 min a 37°C. Posteriormente se inactivo la tripsina con 1
ml de DMEM y se resuspendié varias veces y se transfirid la solucion resultante en
tubos con DMEM fresco. Finalmente se sembraron en placas de 60mm (Corning)

para su utilizaciéon en los experimentos correspondientes.
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4.2.4 Ensayo de viabilidad celular con MTT

Se evaluo el efecto del extracto de fermentacion de garambullo (EFG) sobre la
viabilidad celular usando el ensayo colorimétrico con MTT (bromuro de 3(4,5 -
dimetiltiazol -2ii)-2,5. difeniltetrazolio) (Sigma Aldrich). Las células SW480 (1x104
células/pocillo) se cultivaron en una placa de 96 pocillos durante 24 h a 37°C con
5% de CO:2. Al siguiente dia se eliminé el DMEM y se agregaron los siguientes
tratamientos: EFG al 15% disuelto en DMEM con SFB al 2% (utilizando la ICso
reportada en el trabajo de maestria de Maldonado-Cano 2023 y un control negativo
sin EFG en DMEM con SFB al 2%.

los tratamientos se retiraron 24 h después para agregar 200 ul de solucion MTT /
PBS 1X a una concentracion de 0.5 mg/ml dejando incubar la placa durante una
hora a 37°C. Posteriormente se retir6 el reactivo y se agregdé 150 ul de DMSO para
disolver los cristales de formazan. Finalmente se ley6 la absorbancia a 540 nm en
un GloMax®- Multi + Microplate Multimode Reade (FCN, Juriquilla). Para confirmar
la concentracion inhibitoria media (ICso) se graficd el porcentaje de viabilidad celular

interpolando con la curva de calibracion.

4.2.5 Extraccion de proteinas

Se sembraron células SW480 (8x10°) en 4 placas de 100 mm con DMEM +10%
SFB y se mantuvieron en COzal 5% a 37°C durante 24 h, al siguiente dia se retird

el medio y se dividio en dos grupos:

e Tratamiento con EFG: Se agrego6 ICso de EFG en DMEM + 2% SFB
e Control negativo: Solo DMEM con 2% SFB

Se mantuvieron las placas con tratamiento de EFG y control negativo durante 24 h,
posteriormente se retiré el medio a los dos grupos y se realiz6 un lavado con PBS
1X. Para la extraccion de proteinas se agrego tampon RIPA (1ml) junto con inhibidor
de proteasas (10ul) (Thermo Fisher) a cada placa a una temperatura de 4°C para

realizar un raspado a cada placa. Las lisados celulares se centrifugaron a 14000
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rom por 10 min. El sobrenadante se transfirid6 a tubos eppendorf de 0.5 ml y se

almaceno a -70°C.

4.2.6 Determinacion de proteinas totales

La determinacién de proteinas totales se determind con el ensayo de acido
bicinconinico (BCA) (BCA Pierce ™ (23223), ABP Biosciences) en el cual se
produce la reduccién de Cu?* a Cul* por proteina en un medio alcalino con la
deteccién del cobre (Cu'*) por BCA, generando una coloracién azul claro que al
unirse a la proteina estandar como albumina se genera la coloracién purpura por la
union de dos moléculas con el cobre. Se midio la concentracion en una placa de 96
pozos y para ello se realizé una curva de calibracién de albumina sérica bovina
(BSA) en concentraciones de 0, 1.25, 2.5, 5y 10 uyg/pL. En la placa se mezclé 10
ML de cada concentracion y 200 yL de BCA (componente A+B) luego se mezclé e
incubd a 90°C durante 10 min y se ley6 a 562 nm en el equipo Tecan Infinite M200
PRO (Smith, P. & Krohn, 1985).

4.2.7 Electroforesis

Una vez determinada la concentracion de proteinas, se separaron en un gel de
electroforesis por el método SDS-PAGE. Se usaron geles de poliacrilamida al 10%,
cargando 20 ug de proteina de los siguientes grupos: NT1 (Grupo control 1), NT2
(Grupo control 2), GT1 (Grupo 1 con EFG), GT2 (Grupo 2 con EFG). Las proteinas
fueron separadas bajo condiciones de corriente eléctrica constante, amperaje y
tiempo: 150 volts, 0.07 mA en 60 min, respectivamente. El gel se corrié en una
camara de electroforesis mini protean Ill de BioRad (BioRad, Hercules, CA, USA).
La tincion se hizo con azul de Coomassie G-250 (Serva, Heidelberg, GER) durante
12 h y finalmente se destiiid el gel con la solucién destefiidora, dejandose en
agitacion por 2 horas con lavados cada 20 minutos, hasta observar el gel

transparente con las proteinas marcadas.
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4.2.8 Analisis de matriz de apoptosis humana

Se utilizé6 una matriz de perfiles de proteoma, basada en un kit de arreglo de
apoptosis humano que detecta 35 proteinas relacionadas con apoptosis (895943,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Este contiene anticuerpos de captura
detectados por duplicado en membrana de nitrocelulosa que se unen a las proteinas
diana especificas presentes en la muestra en el cual se agregaron 250 ul de proteina
en cada membrana separadas en grupos como se describié anteriormente. La
deteccién se realizd con anticuerpos biotinilados y se visualizaron con la
estreptavidina-HRP. Finalmente se agregé Chemi Reagent Mix para detectar puntos
inmunorreactivos y las imagenes fueron capturadas ChemiDoc Bio-Rad XRS+
(UVP, USA).

4.2.9 Analisis bioinformatico de proteinas moduladas por EFG

Para la realizacion del analisis bioinformatico se utilizé la plataforma STRING® para
indicar una red de interaccion de las proteinas moduladas por el EFG en células

SW480, estimando los procesos bioldgicos y las vias de sefializacion involucradas.

4.3 Andlisis estadistico de lainformacion

Los resultados son expresados con el promedio + desviacién estandar de dos
experimentos independientes. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una
via para calcular diferencias significativas (p<0.05). Se utiliz6 el software GraphPad
Prism version 9.2.0 (283).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Fermentacién colénica

El colon es reconocido como un 6rgano que desempefia un papel importante en la

salud gastrointestinal por la presencia de microbiota intestinal (Arbizu y Nurko, 2016)
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ya que ésta puede fermentar residuos de alimentos resistentes a la digestion por
enzimas entéricas, permitiendo la liberacion de AGCC como el butirato
principalmente con propiedades antineoplasicas y suprimiendo la carcinogénesis
modulando la expresion génica y epigenética (O Keefe, 2016). Actualmente se sabe
gue los cambios de pH durante la fermentacion colénica in vitro es un indicador
indirecto de la produccién de AGCC por la fermentacion de sustratos fermentables
reportado por Agudelo y col. (2018). ElI Cuadro 4 nos indica los cambios en el pH
durante el tiempo de fermentacién de las muestras blanco, control y con EFG.
Durante la medicion del pH en los diferentes tiempos de fermentacion, observamos

cambios en el pH de las muestras.

Cuadro 4. Valores de pH obtenidos durante la fermentacion colénica in vitro de la fraccién no
digerible fermentada de garambullo (FNDFG).

FNDFG 6.70 £ 0.072 6.32 + 0.03%¢ 6.48 + 0.03%° 6.76 + 0.05%¢
Blanco 6.71 + 0.01? 6.57 + 0.01%° 6.65 * 0.05%¢ 6.80 + 0.03%¢
Control 6.73 £ 0.02%* 4.5+ 0.0213%> 409 +0.02124> 3,82 +(0.012%P

Los datos obtenidos se muestran como la media + desviacion estandar de tres repeticiones. Los nimeros nos
indican diferencias significativas <0.05 entre filas y la letra indica diferencias significativas por columna (ANOVA,
prueba post hoc de Tukey p<0.05). Control (rafinosa).

La degradacion de las fibras dietéticas por exoenzimas conlleva a obtener una
mayor cantidad de AGCC que crean un medio ligeramente 4cido con valores entre
pH 5.5y 6.5 (Zimmer et al., 2012). Nuestros resultados no muestran un descenso
evidente en el nivel de pH conforme al tiempo, sin embargo, en un estudio realizado
dentro de nuestro grupo de laboratorio (datos no publicados) se pudo observar que
la produccion de AGCC a partir de la fermentacion del garambullo produce mayor
cantidad de acido butirico que de acidos acético y propiénico. Se ha reportado que
el acido acético es el que mayormente contribuye a la acidificacion del medio por

fermentacion de fibras, por lo que podemos sugerir que la fermentacion de nuestro
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EFG también estd produciendo mayor cantidad de &cido butirico, aunque los

resultados en la disminucion de pH no fueron estadisticamente significativos.

5.2 Viabilidad celular

La linea celular SW480 se traté con 15% del EFG durante 24 h y se analiz6 la tasa
de supervivencia celular. Los resultados confirmaron que el EFG disminuy6 51.1 %
la viabilidad celular de las células SW480 de una manera dependiente de la dosis
en comparacién con células sin tratamiento (p <0.05) corroborando la ICso de 15%

anteriormente reportada en nuestro grupo de investigacion.

Se obtuvieron imagenes de las células previas a la extraccion de proteinas totales
de la linea celular SW480, para visualizar las diferencias del grupo control sin EFG
y con tratamiento de EFG a las 24 h. Como se muestra en la Figura 4 (B1 y B2) no
se pueden apreciar a simple vista cambios en la morfologia de las células, pero si
se observa una diferencia en la densidad celular en los campo captados, en
comparacion a células sin EFG (figura A1y A2). Estas imagenes se tomaron con un
aumento de 25X bajo microscopio O6ptico (Microscopio LUZEREN y software
VELAB).
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Figura 4. Fotografias representativas de células SW480 de grupo control y tratamiento con EFG
durante 24 h.Al y A2 nos muestran células con morfologia y arquitectura celular normal de la linea
celular SW480 vs las células tratadas con EFG en B1 y B2 con una aparente densidad celular menor.

5.3 Cuantificacién de proteinas totales

En el ensayo colorimétrico BCA, se realiz6 la curva estandar para posteriormente
obtener las concentraciones de nuestras proteinas del grupo control sin EFG (-) y

con tratamiento de EFG obteniendo la siguiente gréfica:
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CURVA DE CALIBRACION BCA
y=0.052x + 0.003 R*= 1.00

Absorbancia (nm)
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Figura 5. Curva de calibracién BCA con los patrones de albumina de suero bovino con las
concentraciones (10, 5,2.5, 1.25 y 0 ug/uL) obteniendo una R= 1.

El Cuadro 5 indica las concentraciones obtenidas de los grupos control (-) y de
tratamiento con EFG:

Grupos Concentracion de proteina
Control (-) NT 1 2.11 pg/uL
Control (-) NT 2 2.68 pg/uL
Tratamiento TG 1 1.55 pg/pL
Tratamiento TG 2 1.71 pg/pL

Cuadro 5. Se obtuvieron las concentraciones de la extraccién de proteinas realizadas al control sin
EFG (-) y tratamiento con EFG en el cual se observa un promedio de concentracion de proteina de
1.50 a 2.50 pg/uL.

5.4 Electroforesis

Para verificar la presencia de las proteinas totales previamente cuantificadas por el
método de BCA, se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida, cargando 20
Mg de muestra de cada grupo, agregando el marcador de peso molecular en el

38



primer carril del gel. La Figura 7 nos muestra las proteinas corridas durante la
electroforesis, corroborando la integridad de estas en todos los grupos.
Posteriormente se procedio a realizar los arreglos de proteinas para determinar el

efecto del tratamiento con EFG a nivel molecular en las células SW480.

kDa | mem | [nt1] [7e1] [1e2] [wr2]| [wrs ]~
l
75 | - ' ;
A

Figura 6. Perfil de electroforesis con tincién con Coomassie con tratamientos de EFG (TG) y grupo
control sin EFG (NT). MPM, Marcador de peso molecular; NT1, Grupo control (-) TG1, Tratamiento
al 15%; TG2, Tratamiento al 15%. NT1, Grupo control. NT3, Grupo control. Tiempo de tincion 12 h.

5.5 Andlisis de proteinas involucradas con la apoptosis en la linea celular
Sw480

Este andlisis se realizé mediante inmunodeteccion de 35 proteinas relacionadas con
apoptosis. La Figura 8 muestra los valores de los cambios obtenidos de las
diferentes proteinas provenientes de células tratadas (15 % EFG) durante 24 h vs
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las no tratadas (grupo control sin EFG) en la linea celular SW480. EI EFG modul6
la expresion de 21 proteinas, observandose un aumento 8 proteinas y una

disminucion de 13 proteinas.

SW480 Control vs. Tratamiento con EFG
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Figura 7. Efecto del tratamiento con EFG (ICsp 15%) en células SW480 durante 24 h vs grupo sin
EFG (grupo control). Los datos se expresan como media + DE (n=2). Las diferencias entre células
control y con tratamiento se analizaron con la prueba t de student, * p < 0,05y ** p < 0,01 con el
software GraphPad Prism 8.

El andlisis de proteinas relacionadas con apoptosis revelé una regulacion positiva
de Bcl-2 en un 16% y un 34% de Bcl-x en comparaciéon de 10% de Bax 'y 7% de Bad
dando como sugerencia que la muerte apoptotica inducida por el EFG ocurre
mediante via apoptdtica extrinseca sin la utilizacion de la via mitocondrial, teniendo
como resultado una regulacién negativa de citocromo C de 24% y SMAC/Diablo de
16%.

Simultdneamente se evidencié un aumento de la expresiéon de Bcl-2/Bcl-x que
disminuye la oligomerizacion y la actividad de formacion de poros en la mitocondrias
por proteinas Bax/Bad (Watson, 2004). En comparacion con lo reportado
anteriormente por Hwang y cols. (2007) mostraron que Bcl-2 esta regulado
negativamente en células HT-29 por genisteina, sin embargo la fraccion no digerible

no contiene esta isoflavona. También se ha informado una disminucién de Bcl-2 con

40



la utilizacion de extractos fendlicos de bayas reportado por Wu y cols. (2007). Dichas
diferencias pueden estar asociadas a que los extractos utilizados reportados en
otros estudios no han pasado por una fermentacién colénica en comparacion a la
fraccion no digerible. En otras investigadores (Lozano-Casablanca et al., 2023)
evaluaron las proteinas expresadas presentes en las vias apoptéticas y se
comprob6 un aumento de Bcl-2/Bcl-x, concluyendo que estas proteinas disminuyen
la oligomerizacion y la actividad de formacion de poros en mitocondrias generando
una regulacion negativa de citocromo C y SMAC/Diablo. De acuerdo con un
metaanalisis realizado por Huang y col. (2017) indican que el aumento en la
expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2 se relaciona con una mejor
supervivencia en pacientes con B de Dukes, demostrando que la falta de expresion

de esta proteina se correlaciona con invasion, metastasis y recurrencia al CC.

Por otra parte, el EFG redujo los niveles de proteinas de la familia IAP como XIAP
(10%), livina (12%) y survivina (16.5%), esta disminucion se asocia con la activacion
de apoptosis y la induccion de la expresion de p27 que se encuentra regulado
positivamente sugiriendo que al aumentar esta proteina se genera una inhibicién de
ciclo celular, disminuyendo la proliferaciéon y motilidad de las células cancerigenas
(Myung et al., 2013; Watson et al., 2006). En estudios realizados por Pereiray cols.
(2018) al analizar el efecto del acido clorogénico de Achillea millefolium L. en células
HCT-15 se vio una reduccién de expresion de XIAP y pro-caspasa 3. Cabe sefialar
que el EFG contiene dicho compuesto bioactivo. Estas proteinas son reguladores
negativos de las actividades de caspasas 3, 7 y 9 y al encontrarse disminuidas
podemos sugerir que la regulacion negativa de caspasa 3 escindida se dio por la
supresién de estimulos apoptéticos de la via intrinseca (Mace et al., 2010).

Otra de las proteinas que se vio sobreexpresada es p21 que esta involucrada en el
ciclo celular, conduciendo una desregulacién de la transicion G2/M, resultando en
defectos mitéticos e inestabilidad gendmica de la célula cancerosa, lo que coincide
con los resultados de Maldonado-Cano y cols. (2022), que encontré un arresto al

ciclo celular en esa etapa inducido por el EFG en el mismo linaje celular. Se sugiere
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asi la generacién de la activacion de apoptosis donde p21 puede ser activada a
través de mecanismos dependientes e independientes de p53 (Mullan et al., 2006).
p53 es importante como factor transcripcional de p21 y su mutacion esta relacionada
con la disminucién de expresion de p21, (Matsuda et al., 2017). Se ha observado
que las bayas (especificamente extractos) pueden generar un aumento de
expresion de p21, p27, pl6 induciendo un arresto del ciclo celular que puede inducir
a apoptosis generado por estrés oxidativo (Kristo et al., 2016), sugiriendo asi el

resultado de la disminucién de p53 que se encuentra mutado en esta linea celular.

Anteriormente, nuestro grupo de trabajo habia determinado que el EFG activa la
cascada de apoptosis (Maldonado-Cano et al., 2023) con el andlisis de citometria
de flujo y Anexina V. Por lo que se propone que la via modulada por el EFG es la
via extrinseca, dada la sobreexpresion de TRAIL R1/DR5 (16%) y FADD (16%),
permitiendo la activacion de esta via. Sugiriendo que la induccién a la apoptosis es
mediada por la caspasa 7 ejecutora. Anteriormente se creia que esta caspasa era
funcionalmente redundante con caspasa 3, pero se ha demostrado que esta
caspasa conduce a la apoptosis o inflamacion de manera independiente a caspasa
3 (Lamkanfi y Kanneganti, 2010).

En un estudio realizado por Arango-Varela y cols. (2021) se evalud el efecto de un
extracto de baya andina (Vaccinium meridionale) en células SW480 sobre la
induccion de apoptosis, obteniendo como resultado el aumento del 40.6% de este
tipo de muerte celular, sin permeabilizacion de la membrana mitocondrial,
sugiriendo una apoptosis extrinseca. Posteriormente se realiz6 un analisis
protedmico para verificar la expresion de proteinas con tratamiento del jugo de baya
andina (Vaccinium meridionale) donde se ejerce una disminucion de pro-caspasa 3
y caspasa 3 escindida, sugiriendo que la apoptosis no es el principal mecanismo de
muerte celular inducido por este extracto (Arango-Varelaet al., 2022). Por otro lado

en estudios con punicalagina los investigadores encontraron una reduccién de la
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actividad de caspasas 3/7, caspasa 8 y 9 a las 72 h de tratamiento en células
HCT116, sugiriendo otro mecanismo de muerte ademas de la apoptosis (Ganesan
et al., 2020).

Los resultados por Maldonado-Cano (2022) mostraron que la apoptosis no es la
Unica muerte celular inducida por EFG, también se vio activada la necrosis
sugiriendo una regulacion directa sobre moléculas involucradas. Dicho estudio
sugirio la activacion de otro tipo de muerte celular resultado de un proceso que imita
las caracteristicas de la apoptosis y necrosis: necroptosis. En el presente estudio
se demostro la activacion de receptores especificos (TRAIL R2/DR5 y FADD ambos
con un aumento del 16% respecto al control sin EFG) modulados por el EFG y que

nos sugieren la activacion del proceso llamado necroptosis.

En el estudio de Arango-Varela y cols. (2022) se reporté una activacién de necrosis
y apoptosis en células SW480 tratadas con el jugo de bayas andinas (Vaccinium
meridionale), comprobandose igualmente la activacion de necroptosis con el
analisis bioinformatico de las principales funciones moleculares y la activacion de

mecanismos asociados con HIF-1a.

En la Figura 8 se muestra un resumen general de los mecanismos involucrados. El
tratamiento con EFG aument6 las proteinas TRAIL, FADD, pero disminuyé a
caspasa-3 escindida lo que podria sugerir activacion de apoptosis por via
extrinseca, mediada por caspasa 7, ya que también inhibi6 proteinas
antiapoptéticas (XIAP. survivina, livin, Hsp70, Hsp 27, Hsp60). También se mostro
una activacion de proteinas antiapoptoticas Bcl-2, Bcl-x y una disminucion de
citocromo C, Smac/Diablo lo que sugiere una apoptosis sin permeabilidad
mitocondrial (intrinseca). Se sugiere que la actividad anticancerigena del EFG es
debido a los extractos fendlicos presentes que tienen un efecto directo sobre los

receptores de TNF.
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Figura 8. Se muestra el resumen general de los mecanismos involucrados en la apoptosis en celulas
SW480 tratadas con el EFG. Las flechas indican un aumento o disminucién de las proteinas
seleccionadas. Gréfico realizado con Biorender.com EFG: Extracto de fermentacion de garambullo.
(Lozano-Casablanca et al., 2023).

Se realiz6 un analisis de red de interaccion de proteina-proteina (PPI) en la base de
datos STRING® (Szklarczyk et al., 2023). STRING es una base de interacciones de
proteinas conocidas y previstas que incluyen asociaciones directas (fisicas) e
indirectas (funcionales). En la Figura 9 se muestran los 32 nodos de la red (circulos
de colores) que representan proteinas. Las lineas de colores entre los nodos
(bordes) indican los diferentes tipos de interaccién entre estas. Por vecindad de
genes (linea verde), fusion de genes (linea roja), coocurrencia de genes (linea azul),
extraccion de textos (linea amarilla), coexpresion (linea negra), homologia de

proteinas (linea azul claro).
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Figura 9. Muestra el analisis protedmico de proteinas moduladas por EFG predichas en STRING®
para la linea celular SW480. (Szklarczyk, D. et al.,2023).

El analisis bioinformético de los procesos bioldgicos, vias de la Enciclopedia de
genes y genomas de Kyoto (KEGG) y ontologia de genes se presentan en el
Cuadro 6. Como se observé en el tratamiento con EFG predijeron la actividad del
receptor TNF y la union de TRAL, lo que sugiere una preferencia del EFG por
procesos apoptoéticos extrinsecos. La mayoria de los procesos biologicos se
asociaron a regulacion de proceso apoptotico y via de sefalizacion apoptoética
extrinseca a traves de receptores del dominio de la muerte. La apoptosis es el
principal proceso de desarrollo por el tratamiento del EFG, como lo predice la via
KEGG y como una segunda posible via la necroptosis. Y finalmente en la ontologia
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de genes predijo la actividad reguladora e inhibidora de la endopeptidasa tipo
cisteina implicada en la apoptosis, union de proteina chaperona, union a enzimas.
Cuadro 6. Procesos bioldgicos, vias KEGG y oncologia de genes tras el analisis STRING® de

proteinas moduladas por EFG en células SW480. Analisis de interaccion proteicas. (Szklarczyk, D.
et al.,2023). FDR: Tasa de descubrimiento falso. KEGG: Enciclopedia de genes y genomas de

Kyoto.

Proceso biolégico FRD Proceso biolégico FDR
Proceso apoptético 1.49x 10'® | Respuesta al estrés 4.25x1011
Regulacion del proceso | 2.13x10'" | Regulacion de actividad | 6.53x101?
apoptético catalitica
Via de sefalizaciéon | 3.90x101" | Regulacion de protedlisis | 7.62x101!
apoptaotica
Via de sefalizaciéon | 1.06x101° | Regulacion de funciéon | 7.62x10%!
apoptotica intrinseca molecular
Actividad reguladora de | 7.36x104 | via de sefializacion | 3.24x1012
endopeptidasa tipo apoptotica extrinseca
cisteina
Via de sefalizaciéon | 1.24x101® | Regulacion positiva del | 1.70x10%*
apoptoética extrinseca a proceso apoptético
través de receptores del
dominio de la muerte

Via KEGG FDR Via KEGG FDR
Apoptosis 5.05x1026 Céancer colorrectal 9.67x10°8
Apoptosis- multiples 1.89x10%° Resistencia a los 2.71x1019
especies medicamentos de platino
Vias en el cancer 5.62x104 Via de sefializacién del | 1.48x10%
TNF
Necroptosis 2.03x10*? | Via de sefalizaciéon p53 | 2.08x10%
Ontologia de genes FDR Ontologia de genes FDR
Actividad reguladora de | 4.89x10°7 | Actividad inhibidora de la | 1.28x106
la endopeptidasa tipo endopeptidasa tipo
cisteina implicada en la cisteina implicada en la
apoptosis apoptosis
Vinculacion de dominio 0.00027 Actividad de 0.0192
BH3 homodimerizacion de
proteinas
Fijacion TRAIL 0.0109 Vinculacion a p53 0.0306
Union a proteina 0.0185 Actividad molecular de la 0.0239
chaperona funcién reguladora
Union a enzimas 4.29x10°% | Unién de la proteina ligasa | 0.0192
de ubiquitina
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6. CONCLUSIONES

En el presente estudio se implement6 la simulacion gastrointestinal in vitro utilizando
microbiota fecal humana permitiendo asi la obtenciébn de un extracto de
fermentacion de garambullo, por lo que podria decirse que la digestion in vitro fue
un método de menor costo, rapido y reproducible para dilucidar la obtencién de

metabolitos relacionados en este ensayo con la inhibicion de células cancerigenas.

Se confirmo el efecto inhibitorio del EFG, dosis-dependiente, sobre la sobrevivencia

de células de adenocarcinoma humano, obteniendo también una CLso del 15%.

El EFG genera cambios en la presencia de proteinas involucradas en apoptosis en
la linea celular SW480. Este estudio sugiri6 la participacion de la muerte celular por
el proceso conocido como necroptosis, debido al aumento de los receptores de

muerte TNF relacionados con las dos vias.

Replicar esta investigacion sobre proteinas relacionadas con necroptosis nos
proporcionara una mejor comprension sobre las diferentes posibles vias de muerte
celular, ya que los ensayos actuales solo estaban enfocados en apoptosis. Estudios
adicionales, como el potencial mitocondrial, podrian confirmar que la via intrinseca

no puede ser activada bajo el tratamiento del EFG.

La combinacién de alimentos naturales como el garambullo y el medicamento para
el tratamiento de cancer de colon, puede ayudar a reducir los efectos secundarios
y dosis del tratamiento farmacolégico, teniendo como resultado un beneficio para la
salud del paciente que disminuyan los riesgos de la enfermedad. Este estudio
cuenta con ciertas limitaciones ya que seria recomendable evaluar proteinas
relacionadas con la muerte celular (necroptosis), junto con un analisis bioinformatico
y conocer la red de interacciones de proteinas, estimando los procesos biolégicos

involucrados.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE MEDICINA
MAESTRIA EN CIENCIAS EN NEUROMETABOLISMO

CONSENTIMIENTO INFORMADO DONANTE SALIVA

Nombre del proyecto: “Efecto del extracto de fermentacion de garambullo
(Myrtillocactus geometrizans) sobre la expresion de proteinas involucradas en
apoptosis y ciclo celular en células SW480”

Responsable del proyecto: Dra. en C. Haydé Azeneth Vergara Castafieda adscrita
en la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de Querétaro. Tel 442 192-
1200.

El proyecto se realizara por el co-responsable: Ana Karen Rojas Flores, alumna de
la Maestria en Ciencias en Neurometabolismo, de la Facultad de Medicina, correo
electrénico: karenrf.nutri@gmail.com y cel: 4426690791.

El estudio se realizara en el Centro de Investigacion de Biomedicina Avanzada, de
la Facultad de Medicina, Campus Aeropuerto, UAQ.

Objetivo del proyecto: Dado los beneficios observados de ciertas sustancias
gue contiene el garambullo sobre la prevencion y proteccion en cancer de colon,
por ejemplo; se quiere obtener un extracto de fermentacion de garambullo
(Myrtillocactus geometrizans) por medio de la simulacion in vitro de los procesos
de digestion y fermentacion colénica.

Descripcién del proyecto: Si usted desea participar en este estudio, se le pedira
asistir a las instalaciones de Campus Aeropuerto, en el Centro de Investigacion de
Biomedicina Avanzada. Iniciando a las 8:00 am con una duracion de
aproximadamente 30min. Se pedird que mastiquen 1g de garambullo liofilizado 15
veces por 15 s echando el contenido en el vaso que contiene 5ml de agua destilada,
y se les pedira enjuagar su boca con 5ml de agua destilada echando su contenido
al mismo vaso precipitado, repitiendo el mismo procedimiento 4 veces mas.

Confidencialidad: Las muestras que se obtendran no tendran ninguna informacién
de los sujetos participantes.
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Riesgos: No existen riesgos al participar en este estudio.

La participacion a este estudio es completamente voluntaria. Si redne las
condiciones adecuadas para participar en este estudio y no tendrd implicaciones
desfavorables hacia su persona. Si usted decide participar se le pide reunir los
siguientes requisitos:

No haber consumido alimento los ultimos 90 minutos

No cepillarse los dientes durante ese tiempo

No mantener una dieta vegetariana

Estar libre de enfermedades gastrointestinales

No presentar caries

No haber consumido antibioticos durante los ultimos 3 meses

oghkwnE

Aclaraciones:

» Su participacion en el estudio es completamente voluntaria

» Los procedimientos para realizar no implican ningun riesgo para su salud

» Los resultados obtenidos en esta investigacion se utilizardn de manera
confidencial, conforme a la normativa de esta institucion.

» Se le aclararan todas las dudas que usted pueda presentar durante o
después del procedimiento, sobre riesgos, beneficios y objetivos del mismo
estudio.

Yo, he leido y comprendido la
informacion de este estudio y acepto libremente la participacion. Se que los datos
obtenidos de mi seran utilizados de manera confidencial en esta investigacion
titulada: Efecto del extracto de fermentacibn de garambullo (Myrtillocactus
geometrizans) sobre la expresién de proteinas involucradas en apoptosis y ciclo
celular en células SW480.

Fecha Firma del participante

Nombre y firma del investigador:

Testigo 1:

Testigo 2:
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7.2 Formato de Consentimiento informado para donantes de saliva

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE MEDICINA
MAESTRIA EN CIENCIAS EN NEUROMETABOLISMO

CONSENTIMIENTO INFORMADO DONANTE MATERIA FECAL

Nombre del proyecto: “Efecto del extracto de fermentacion de garambullo
(Myrtillocactus geometrizans) sobre la expresion de proteinas involucradas en
apoptosis y ciclo celular en células SW480”

Responsable del proyecto: Dra. en C. Haydé Azeneth Vergara Castafieda adscrita
en la Facultad de Medicina de la Universidad Autdbnoma de Querétaro. Tel 442 192-
1200.

El proyecto se realizara por el co-responsable: Ana Karen Rojas Flores, alumna de
la Maestria en Ciencias en Neurometabolismo, de la Facultad de Medicina, correo
electrénico: karenrf.nutri@gmail.com y cel: 4426690791.

El estudio se realizara en el Centro de Investigacién de Biomedicina Avanzada, de
la Facultad de Medicina, Campus Aeropuerto, UAQ.

Objetivo del proyecto: Parte del objetivo de este proyecto es realizar una
fermentacion colénica in vitro del modelo de simulacibn de digestion
gastrointestinal. Por ello es necesario la participacion de sujetos que puedan
donarnos materia fecal que formaran parte de la digestion y asi obtener bacterias
fermentativas, de los cuales pedimos la participacion de sujetos sanos.

Descripcién del proyecto: Si usted desea participar en este estudio, se le pedira
asistir a las instalaciones de la Facultad de Quimica en el laboratorio de Bioquimica
y Toxicologia a las 8:00am, en el dia planeado por el investigador a cargo. Se le
pedird hacer uso del sanitario y se le proporcionara un vaso estéril para su muestra
fecal que tenga un peso de maximo 5g. Finalmente se le entregara la muestra al
investigador para su uso.
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Confidencialidad: Las muestras que se obtendran no tendran ninguna informacién
de los sujetos participantes.

Riesgos: No existen riesgos al participar en este estudio.

La participacion a este estudio es completamente voluntaria. Si redne las
condiciones adecuadas para participar en este estudio y no tendra implicaciones
desfavorables hacia su persona. Si usted decide participar se le pide reunir los
siguientes requisitos:

1. No mantener una dieta vegetariana
2. Estar libre de enfermedades gastrointestinales
3. No haber consumido antibioticos durante los ultimos 3 meses

Aclaraciones:

» Su participacion en el estudio es completamente voluntaria

» Los procedimientos para realizar no implican ningun riesgo para su salud

» Los resultados obtenidos en esta investigacion se utilizardn de manera
confidencial, conforme a la normativa de esta institucion.

» Se le aclararan todas las dudas que usted pueda presentar durante o
después del procedimiento, sobre riesgos, beneficios y objetivos del mismo
estudio.

Yo, he leido y comprendido la
informacion de este estudio y acepto libremente la participacion. Se que los datos
obtenidos de mi seran utilizados de manera confidencial en esta investigacion
titulada: Efecto del extracto de fermentacion de garambullo (Myrtillocactus
geometrizans) sobre la expresion de proteinas involucradas en apoptosis y ciclo
celular en células SW480.

Fecha Firma del participante

Nombre y firma del investigador:

Testigo 1:

Testigo 2:

64



7.3 Formato de manipulacion y eliminacion de forma seguralos residuos RPBI

Manejo y eliminacion de los residuos peligrosos

bioldgicos-infecciosos (RPBI)

Objetivos:

e Disminuir los riesgos exposicion del personal involucrado con el manejo de
RPBI.
e Facilitar el cumplimiento de la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 en materia de

salud y medio ambiente, en lo que respecta a RPBI.

Conforme a las modificaciones de la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 que regula el
manejo de RPBI incorpora los siguientes conceptos:

“El ser humano y sus excretas, secreciones, etc. son los mismos en cualquier sitio
donde éste los genere (hogar, centro de trabajo, hospitales, etc.)”. Esto significa que
las excretas, orina, flujo menstrual, etc. de un paciente son idénticos estando en
casa o en el hospital, y por lo tanto no hay porque darles un manejo diferente al que

se le daria en casa (Volkow et al., 2003).
Manejo de cultivo celular:

Para proteccién del personal, medio ambiente y del cultivo; las células seran
manipuladas dentro de una campana de flujo laminar clase Il con el uso adecuado
de equipo de proteccion: bata, guantes, cubrebocas. Se mantendra limpia el area

de trabajo con uso correcto de alcohol y cloro.

El cultivo celular que termine siendo un residuo sera inactivado con cloro y se

depositara en bolsa roja para residuos biolégicos.
Manejo de saliva:

Para proteccion del personal y de los voluntarios sanos, la recoleccion de saliva se
realizara en recipiente hermético y se utilizard agua destilada para el enjuague de
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la boca de los voluntarios. Para su utilizacion el personal utilizara el uso adecuado

de equipo de proteccion: bata, guantes y cubrebocas.

La saliva resultante de los cuatro voluntarios se mezclara para su utilizacion, siendo
esta usada en su totalidad para el estudio de interés del investigador. Por lo cual,

no habra residuo de eliminacién en este caso.
Manejo de materia fecal:

Se entregara un recipiente hermético estéril a los voluntarios sanos para la toma de
muestra fecal recién emitida, de la cual se pedira un aproximado de 5g c/u. Posterior
a ello, para su utilizacion se pesara un total de 6 g y se diluird en 27 ml de solucién
fosfato de sodio con el uso adecuado de equipo de proteccion: bata, guantes y

cubrebocas.

Para el manejo de la materia fecal sobrante en el recipiente hermético se llevara al
sanitario para su eliminacion. Posteriormente se tirara el recipiente vacio en bolsa

amarilla para residuos biolégicos.
Disposicion final de los residuos:

El laboratorio cuenta con el servicio especializado de recoleccion, del cual es

responsable el técnico encargado de este.
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