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RESUMEN
El cancer de colon es una patologia de prevalencia a nivel mundial, y de acuerdo a
las ultimas estadisticas en el 2020 causé 988 mil muertes. Hoy en dia se sabe que
esta enfermedad esta fuertemente relacionada con la alimentacion y el estilo de vida
de las personas. Existe una asociacion inversa entre el consumo de alimentos de
origen vegetal y el desarrollo de cancer de colon, esto a su vez relacionado con su
contenido de fitoquimicos. Los fitoquimicos componen una amplia gama de
moléculas activas que han demostrado tener un importante efecto sobre la salud
gastrointestinal. ElI Myrtillocactus geometrizans, un fruto que pertenece a la familia
de las cactaceas y que coloquialmente es conocido como garambullo, se ha
demostrado por investigaciones recientes que contiene una importante cantidad de
estas biomoléculas. Por lo tanto en este trabajo se evaluo el efecto antiproliferativo
y antioxidante de un extracto fermentado de garambullo sobre células de cancer de
colon humano SW480. Se encontré que el extracto disminuye la viabilidad celular
de manera dosis-dependiente, obteniendo una ICso del 15 %, 30 % de la muerte
celular es por necrosis y 44 % por apoptosis. Ademas, el tratamiento provocé arresto
en el ciclo celular principalmente en la fase G2/M y disminucién en glutation
reducido. Los resultados permiten sugerir un efecto sobre la viabilidad celular y un
efecto favorecedor en el uso de glutation reducido como defensa antioxidante
enddégena. Sin embargo, es importante continuar con mas estudios que permitan

sugerir el mecanismo de accidn molecular del fruto Myrtillocactus geometrizans.



SUMMARY
Colon cancer is a worldwide prevalent pathology, and according to the latest
statistics in 2020 it caused 988 thousand deaths. Nowadays it is known that this
disease is strongly related to people's diet and lifestyle. There is an inverse
association between the consumption of plant foods and the development of colon
cancer, this in turn related to their phytochemical content. Phytochemicals make up
a wide range of active molecules that have been shown to have an important effect
on gastrointestinal health. Myrtillocactus geometrizans, a fruit belonging to the
Cactaceae family and colloquially known as garambullo, has been shown by recent
research to contain a significant amount of these biomolecules. Therefore, in this
work we evaluated the antiproliferative and antioxidant effect of a fermented extract
of garambullo on human colon cancer cells SW480. It was found that the extract
decreases cell viability in a dose-dependent manner, obtaining an ICso of 15 %, 30
% of cell death is by necrosis and 44 % by apoptosis. In addition, the treatment
caused cell cycle arrest mainly in the G2/M phase and a decrease in reduced
glutathione. The results suggest an effect on cell viability and a favorable effect on
the use of reduced glutathione as an endogenous antioxidant defense. However, it
is important to continue with more studies to suggest the molecular mechanism of

action of the fruit Myrtillocactus geometrizans.
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1 INTRODUCCION

1.1Fisiologia del sistema digestivo

El sistema digestivo es un sistema muy complejo, se conforma de una estructura de
caracter endodérmica basica a lo largo de su composicibn como lo es una capa
llamada mucosa, submucosa muscular, serosa y plexos nerviosos. Este sistema se
compone de un conjunto de 6rganos y glandulas, las cuales se encargaran de
ingerir, absorber y eliminar alimentos introducidos al organismo (Long., 2004). Su
longitud es de aproximadamente de 11 metros, desde la boca hasta el esfinter anal

(Figura 1).

El aparato digestivo

Glandulas salivales

Esofago

Higado
Vesicula bilial;

Estémago

| b ; > \ Pancreas
B “’Tyt_,:;—h&izstino grueso
4 X Int \\tino delgado
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° |

Figura 1. Aparato digestivo (National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases, 2021)

De manera sencilla el proceso del alimento a través del sistema digestivo, comienza
desde la boca, donde ademas de ser la fase donde se trituran los alimentos,
comienzan a degradarse por enzimas presentes en la saliva. En el estbmago las
proteinas presentes, sufren un proceso de degradacidn por el ambiente acido
generado por el jugo gastrico y enzimas como la pepsina (Rosell Puig y col., 2004).
Ya en el intestino delgado el ahora conocido como quimo alimenticio es procesado
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nuevamente por enzimas para el aprovechamiento de nutrientes, los cuales se
absorberan por las células que componen al 6rgano (Mariel E.N., 2018).

El intestino grueso o colon, tal como su nombre lo indica, tiene un diametro mas
grueso, pero en longitud es mas corto (1.5 m). Este 6rgano se compone de algunas
capas que le permiten su funcidén. Resulta por lo tanto importante destacar que el
tiempo que los alimentos permanecen en el intestino grueso es notablemente
distinto al de los otros 6rganos que componen el sistema gastrointestinal. El tiempo
que los alimentos permanecen en el estbmago van desde 2 a 2 horas, en el
intestino delgado de 2 a 6 horas y en el intestino grueso los tiempos son de 6 a 72
horas. La principal razén de este tiempo tan prolongado es debido a que el intestino
grueso es capaz de generar nutrientes a partir del alimento, gracias al proceso de
fermentacion coldnica, la cual se lleva a cabo por bacterias benéficas compuestas
principalmente por Bifidobacteria y los Lactobaccillus conocidas como probioticos.
Gracias al proceso que se lleva a cabo en el colon, se derivan moléculas
importantes como lo son los acidos grasos de cadena corta, los cuales funcionan
como una fuente de energia alterna para las células, otorgando beneficios, que se
revisaran mas adelante (Jiang-Xin y col., 2021).

La parte de la fibra que no es fermentada por la accion de las bacterias pasara a
ser parte de la masa fecal y a su vez esta podra unirse a toxinas y productos de
desechos ayudando a ser eliminadas en las heces (Zubillaga y col., 2001).

De manera mas especifica, la primera capa interior del intestino grueso se
encuentra la mucosa, la cual abarca una parte de tejido del epitelio, una capa
delgada de musculo llamada también muscularis mucosae vy tejido conectivo, para
continuar con la submucosa compuesta en su mayoria por tejido fibroso. Seguido a
esto encontramos nuevamente tejido muscular, el cual abarca mas area que el tejido
muscular encontrado en la parte de la mucosa, para finalizar con una capa delgada
externa de tejido conectivo el cual abarca la subserosa y la serosa, estas ultimas
recorren la mayor parte del colon con excepcion del recto (Figura 2).

En el area perteneciente a la mucosa encontramos células calciformes y enterocitos
en criptas conocidas como criptas de Lieberkuhn que tienen como funcién principal

el revestimiento del intestino y produccion de moco. Las células que conforman este
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tejido constantemente estan en recambio. Sin embargo, cuando existe un error en
estos procesos existe el riesgo de convertirse en un adenocarcinoma (Instituto
Nacional del Cancer, 2020)

o \ /Tejidointestinalnormal
7 AT N\ (seccién transversal del
'/ i LN\ tracto digestivo)

| -

g Vgl | 5= el
.8 ‘\" y/

J ‘ ,;‘ i~ Epitelio
Bl B = . Mucosa
{ ;,{VTejldo conectivo
“ Capa muscular
J‘_'J"f delgada

~|=—Submucosa

| Capas musculares
gruesas

S——Subserosa

—— i : ’:i - \Serosa
Figura 2. Capas de la pared del colon (American Joint Committee on Cancer,
2017)

1.2Cancer

El cancer es una enfermedad en donde las células crecen de manera descontrolada
hasta diseminarse (Instituto Nacional del Cancer, 2021). Dicha enfermedad puede
aparecer casi en cualquier parte del cuerpo, entrar al tejido circundante y provocar
metastasis (World Health Organization , 2021).

Las células presentan procesos ordenados de divisidon y muerte. La mayoria de las
células tumorales tienen en comun un dafo celular debido a la afectacion de dos
familias de genes, los proto-oncogenes; implicados en el crecimiento y division
celular y los genes supresores de tumores los cuales estan encargados de controlar
una division celular exacerbada (National Human Genome Research Institute,
2020). La carcinogénesis aparece por la pérdida del equilibrio entre los proto-
oncogenes, los genes supresores de tumores y los genes reparadores del DNA.
Estos ultimos como su nombre lo dice estan implicados en reparar cuando se

detecta un dafio en el genoma (Cruz-Bustillo y col., 2004).
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1.2.1 Sellos distintivos del cancer
Los sellos distintos del cancer tienen como objetivo proporcionar uniformidad en las
propiedades celulares del proceso de transformacion que adquiere una célula
fenotipicamente normal a célula cancerigena (Figura 3). Estos fueron propuestos
por primera vez por Douglas Hanahan y Robert Weinberg en su articulo “The
Hallmarks of Cancer” publicado en el 2000, los mismos autores han actualizado

dichos marcadores de manera mas especifica (Hanahan y Weinberg, 2011).

Genetic and Epigenetic Alterations
Chromosomal Aberrations

M —— =
Replication Errors Altered Heterotypic Interactions c :
\ O @ Evolution and Clonal Selection

Environmental Exposure m—) O Q Acquired Traits (Hallmarks)

Oncoviruses / MALIGNANT

Figura 3. Proceso de transformacion de una célula normal a una célula

cancerigena (Fouad y Aanei, 2017)

Algunos de los marcadores del cancer se describen a continuacion:

e Autosuficiencia en sefales de crecimiento: las células cancerigenas estan en
una constante estimulacion de crecimiento y divisién, esto en muchas de las
células puede ser debido al receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) el cual es una proteina presente en la superficie de las células y que,
para activarse, se une al receptor de crecimiento epidérmico. Existen varias
investigaciones destinadas a inhibir especificamente esta constante
estimulacion y de esa forma detener la rapida multiplicacién celular (Sabbah
y col., 2020).

¢ Insensibilidad a sefiales anti-crecimiento: la célula tiene un mecanismo que
regula precisamente la division celular, sin embargo, en una célula

cancerigena, las mutaciones que se hacen presentes, dan paso a la pérdida
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de este control, pasando por alto las sefiales de anti crecimiento (Vogelstein
y col., 2013).

Evasidon de la apoptosis: esta caracteristica suele ser una de las ultimas
mutaciones que suele tener una célula para volverse maligna. A través de
proteinas como es la p53 se induce la apoptosis, correspondiente a una
muerte celular programada, sin embargo, al estar mutada esta molécula, la
célula es capaz de evadir la muerte celular, volviéndose “inmortal” (Lépez y
Tait., 2015).

Angiogénesis: la angiogénesis se refiere al proceso de ensamblaje de células
endoteliales de vasos sanguineos pre existentes. De esta manera una célula
cancerigena es capaz de obtener nutrientes a partir de este proceso,
proveyéndole de mas energia para promover su crecimiento (Carmeliet.,
2000).

Invasion y metastasis: uno de los marcadores mas caracteristicos del cancer
es su invasion a otros o6rganos y tejidos y es precisamente este proceso lo
que vuelve a dicha enfermedad tan maligna si no se detecta a tiempo (Steeg.,
2006).

Reprogramacion del metabolismo energético: una caracteristica de la célula
cancerigena es su cambio metabodlico. Se sabe que una célula cancerigena
cambia su metabolismo de tal forma que su ambiente se vuelve hipdxico, con
un pH acido, ademas de presentar una elevada concentracion de lactato,
incluso cuando hay suficiente oxigeno para oxidar la glucosa mediante el
ciclo de Krebs en la mitocondria. Esta capacidad adquirida se le conoce como
efecto de Warburg, lo que le permite a la célula maligna ser mas efectiva en
la produccion de energia. De este modo se ha propuesto que el lactato podria
ser un oncometabolito, mediador clave para procesos tumorales (Warburg y
col., 1926).

Evasion de la respuesta inmune: El sistema inmune esta involucrado en la
mayoria de los procesos celulares que se llevan a cabo en el sistema y el
cancer no es la excepcion. Se sabe que a diario muchas células mutan,

debido a la regeneracion celular; sin embargo, estas son reconocidas por el
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sistema inmunolodgico y destruidas de inmediato. Coloquialmente es llamado
“‘Inmunomedicién del cancer”. A pesar de este proceso de reconocimiento y
eliminacién por parte del sistema inmune algunas células son capaces de
permanecer latentes y escapar su deteccion a través de alteraciones
genéticas. Asi, una célula tumoral puede evitar los componentes citotoxicos
del sistema inmunolégico mediante la expresion de factores
inmunosupresores o0 bien por el reclutamiento de células inflamatorias

inmunosupresoras (Dunn y col., 2002).

1.2.2 Cancer de colon: estadisticas.
El cancer de colon es uno de los tipos de cancer con mayor incidencia a nivel
mundial. Ocupa el tercer lugar a nivel mundial después del cancer de pulmén y
antes del de prostata (Figura 4). En el afio 2018 se registraron 1 284 207 casos a
nivel mundial (International Agency for Research on Cancer, 2018) y su tasa de
mortalidad lo posiciona como el segundo cancer con mayor mortalidad. Tan solo en
el 2020 se reportaron cerca de 935 mil muertes (World Health Organization, 2020).

Estimated number of incident cases worldwide, both sexes, ages 0-74

vvvvv

Figura 4. Numero de casos a nivel mundial de tipos de cancer (International
Agency for Research on Cancer, 2018).
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En México la incidencia es igual de alarmante, segun datos de la Secretaria de
Salud el cancer de colon ocupa el tercer lugar de los tipos de cancer mas
predominantes. Expertos sefialan que 14 de cada 100 fallecimientos es a causa de
esta patologia y quienes lo padecen tienen una expectativa de vida de 63 afos
(Instituto Nacional de Salud Publica, 2020).

1.2.3 Fisiopatologia del cancer de colon
El cancer de colon comienza con la presencia de polipos neoplasicos en la mucosa
colonica (Cappell., 2008), estos pdlipos inician como tumores benignos y a causa
de un aumento en el ritmo del crecimiento de células aparentemente normales, las
cuales en su desarrollo se convierten en una neoplasia maligna. Comunmente el
desarrollo de un tumor maligno esta ligado a la activaciéon de oncogenes y a la

inhibicion de supresores de tumores (Figura 5).

Pared del colon

O, 2 ©

-
Cambios Division celular  Crecimiento Crecimiento del tumor
celulares: en aumento del pdlipo maligno (carcinoma)

Cambios Oncogén  Gen supresor del Segundo gen supresor
en el DNA: activado tumor inactivado  del tumor inactivado

Figura 5. Desarrollo por pasos de un tipico cancer de colon (Marieb, Anatomia y
fisiologia Humana, 2008).
El cancer de colon se puede estadificar de acuerdo al sistema del American Joint
Committee on Cancer (AJCC), llamado TNM, cuyas letras corresponden a tres
caracteristicas para poder clasificar la patologia, a continuacion, se describen
brevemente:
e Tamafio del tumor (T) es decir, la extension del cancer con base a la

composicion del intestino grueso.
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e La transmision del cancer a los ganglios linfaticos adyacentes, en el que la
“N” hace referencia a los nddulos.
e Metastasis (M) el cual hace referencia al avance del cancer no solo a los
ganglios linfaticos sino a otros 6rganos cercanos como por ejemplo el higado
o los pulmones.
Basados en estas caracteristicas se tiene estadificada a la enfermedad del estadio
0 al IV, siendo este ultimo el mas avanzado del cancer de colon (Figura 6).

Se disemina a otros 6rganos

Ganglio
linfatico ~ Vaso sanguineo
+

" «—Serosa

Capas
musculares

+— Submucosas

m 4—Mucosas

Figura 6. Cancer colorectal, tamarno del tumor (Mota-Ramirez y col., 2011)

En el estadio 0 el cancer se encuentra en la etapa mas temprana de esta patologia
esto significa que no ha avanzado mas alla de la capa de la mucosa, conocida como
carcinoma in situ. En el estadio | el cancer ha crecido hacia la capa muscularis
mucosoae llegando inclusive hasta la submucosa, a diferencia del estadio || donde
el tumor ya se ha extendido hasta las capas mas externas del colon y comienza a
extenderse a los érganos adyacentes. El estadio Ill contempla que ya ha alcanzado
los ganglios linfaticos, sin embargo, a diferencia del estadio IV aun no ha hecho
metastasis (American Joint Committee on Cancer, 2017).

El cancer de colon normalmente no presenta sintomas, pasando desapercibido
provocando que el adenocarcinoma evolucione a la ultima fase del cancer (Instituto
Nacional del Cancer, 2020).

El desarrollo de cancer podria entenderse como la pérdida del equilibrio entre los
genes supresores de tumores y los protooncogenes. De acuerdo a esto la
carcinogénesis colonorectal es el resultado de la alteracion de los genes que
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desencadenaran una proliferacion autbnoma y descontrolada de la célula, lo que
llevara a la aparicion de un adenocarcinoma.

Células epiteliales
, intestinales

| L

Via
Wnt/B-catenina Zona de
INACTIVA ~ diferenciacion
-
Via
Wnt/B-catenina
ACTIVA
o = Zona de
proliferacion

A
*+ Células madre
progenitoras

Figura 7. Proceso de recambio celular en la cripta intestinal (Imagen modificada de
Hernandez y col., 2012)

El proceso de malignizacion del tejido colonorectal involucra alteracion en el proceso
de recambio celular que se lleva a cabo en las criptas intestinales. Estas intestinales
se pueden dividir en dos zonas: la zona proliferativa y la zona de diferenciacion,
ubicada hacia la luz intestinal (Figura 7).

La regeneracion celular ocurre aproximadamente de 3 a 6 dias y este proceso
consiste en la generacion de nuevas células a partir de células madres, las cuales
proliferaran gracias a un proceso de activacion de la via Wnt/ 3-catenina en donde
ademas existira un predominio de senales antiapoptoticas, como es el caso de la
proteina Bcl-2. Por otro lado, en la zona de diferenciacién predominaran las sefiales
antiproliferativas, con ayuda de la proteina APC la cual inactivara la via Wnt/ B-
catenina (Hernandez y col., 2012).

La carcinogénesis colonorectal se conforma de cuatro fases: iniciacion, promocion,

progresion y metastasis (Figura 8).
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Iniciacion Promocion Progresion Metdstasis

FCA Adenoma Carcinoma

apc
WNT EGFR dee ps3
B-catenina kras PI3K TGF-B
COX-2
Figura 8. Carcinogénesis colonorectal (Imagen modificada de Rojman y col.,

2014).

La fase de iniciacion comienza con la mutacion del gen apc, la activacion de la via
Whnt permitiendo a su vez la sobre-activacion de -catenina y COX-2, provocando
que la proliferacién celular aumente. Esto a su vez dara paso a la formacién de fosas
cripticas aberrantes (FCA), que presentan caracteristicas como: longitud mayor a lo
normal, espacio pericriptal aumentado que a diferencias de las criptas normales se
puede apreciar una capa gruesa de células epiteliales. (Asociacion Castellana de
Aparato Digestivo, 2021).

La fase de la promocién se caracteriza por la mutacion en genes de la familia Ras,
asi como la activacion del receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
otorgando a la célula la habilidad de supervivencia celular. Por otro lado, la mutacion
en el gen dcc provoca una alteracion en el ciclo celular, desregulando asi a la
proteina PI3K y perdiendo la capacidad de diferenciacion. Finalmente, en la fase de
progresion, la acumulacion de todas estas mutaciones y alteraciones provocaran la
pérdida de funcion de p53 por lo tanto la célula ya no sera capaz de reparar el DNA
dafado, inhibiéndose la muerte celular programada (apoptosis), volviendose un
carcinoma. Finalmente, otras alteraciones genéticas provocaran metastasis

(Rojman y col., 2014).

21



Multiples investigaciones destacan la importancia de una dieta rica en nutracéuticos,
fibras vegetales y bajas en grasas para reducir la incidencia del adenocarcinoma de

colon (Ocvirk y col., 2019).

1.3Relacion de la dieta con el cancer de colon.

Si bien no existe un alimento que por si solo pueda asegurar una prevencion
absoluta o un tratamiento como tal, se ha establecido una fuerte asociacion entre el
consumo de fitoquimicos y la fibra vegetal con la detencion del desarrollo del cancer
de colon (Robles-Agudo, 2005).

1.4 Fibra dietaria

La fibra dietaria proviene de las frutas y alimentos de origen vegetal, ésta se
caracteriza por ser resistente a la actividad enzimatica del estbmago, por lo que
pasa de manera practicamente intacta al colon. La fibra dietaria se divide en soluble,
fermentada casi en su totalidad en colon y la fibra insoluble, que es escasamente
fermentada (Escudero-Alvarez, 2006). El proceso fermentativo anaerobio da lugar
a productos como Hz, CHs, CO2, y acidos grasos de cadena corta (AGCC) entre los
que destacan el acido acético, propionico y butirico. Todos estos procesos son

posibles gracias a la actividad de la microbiota coldnica (Garcia-Peris, 2004).

Los AGCC son producidos de dos maneras, en el caso del acido acético y el acido
butirato son el resultado de la via glucolitica de Embden-Meyerhof, y el propionato
es generado a partir del succinato (Figura 9). La sintesis del butirato genera energia
de 1 a 2.5 kcal/kg, esta cantidad esta sujeta al grado de fermentabilidad con el que

cuente la fibra (Garcia-Peris y col. 2002).
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Figura 9. Fermentacion bacteriana de la fibra en el colon (Imagen modificada de
Garcia Peris y col. 2002).
Los AGCC son utilizados metabdlicamente hablando por el colonocito, en orden de
acido butirico, seguido del acético para finalizar en el propiénico (Manrique-Vergara

y Gonzalez-Sanchez, 2017).

De manera general la funcion de los AGCC es disminuir el pH intraluminal, promover

la absorcidn del agua y el sodio, asi como la de los cationes divalentes.

El acido butirico tiene un efecto trofico, proporcionando energia, aumentando el flujo
sanguineo al colon, también aumenta la produccién enzimatica del pancreas,
estimula el sistema nervioso, e interviene en la produccion de enterohormonas
implicadas en la proliferacién celular (Garcia-Peris, 2004). Por otro lado, también
presenta efectos antiproliferativos asociados a la expresion de genes involucrados
con la proliferacion, apoptosis y diferenciacion del colon. Entre estos genes se sabe

que inhibe los protooncogenes ras, src y c-myc (Bravo y col., 2000).

Otro modo de accion de este AGCC es a través de la mediacion de vias de
sefalizacion que involucran al NF-KB nuclear y la inhibicién de histona desacetilasa.
Es importante mencionar que NF-KB es clave en el control de expresion de genes
que codifican para citosinas proinflamatorias, quimiocinas, enzimas inflamatorias,
entre otras. Una respuesta exagerada de moléculas proinflamatorias puede causar
enfermedades inflamatorias intestinales, enfermedades autoinmunes y promocion

del cancer (Bach-Knudsen, y col., 2018).
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Por otro lado, interaccionando con esta fibra, se encuentran algunas biomoléculas
conocidas como compuestos fendlicos (Ziegler y col., 2016). Es esta la razén, por
la que se reconoce a este carbohidrato como fibra antioxidante. Los compuestos
fendlicos que logran llegar al colon, son gracias a su interaccion por puentes de
hidrogeno, fuerzas electroestaticas y enlaces éster (Figura 10). Una vez que llega
al colon esta fibra, los compuestos fendlicos son liberados y aprovechados

(Gonzalez-Aguilar y col., 2012).
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Figura 10. Interacciones de compuestos fendlicos con fibra dietaria.

1.5Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles son considerados los metabolitos
secundarios de las plantas y pueden estar presentes ya sea dentro de la célula
vegetal o su pared celular. Existen diferentes tipos de compuestos fendlicos, su
diferencia radica en su composicion quimica la cual esta formada principalmente de
un anillo benceno con grupos hidroxilos muchas veces unidos a residuos de azucar.
La estructura quimica de estos compuestos puede ir desde una molécula simple
como los acidos fendlicos, hasta estructuras mucho mas complejas (Figura 11)

como lo son los polifenoles (Pop y Diaconeasa, 2021).
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Los polifenoles son los principales responsables de la pigmentacion, otorgando los
colores rojo, azul, violeta naranja y purpura de la de las plantas y sus productos.
Algunos son de gran importancia para las funciones fisiolégicas vegetales y otros
mas son parte de situaciones de estrés o defensa de la propia planta que los genera
(Quifiones, 2012).

Dentro de la clasificacion de compuestos fendlicos encontramos 4 grupos
principales: los flavonoides que componen la mayoria de los compuestos fendlicos
totales, seguidos de los acidos fendlicos y por ultimo los estilbenos y lignanos
(Samaneh y col., 2020).

e.g. Resveratrol

Stilbenes

e.g. Caffeic acid

Hydroxycinnamic
acids

e.g. secoisolaiciresinol

Lignans . Phenolic acids

e.g. Gallic acid

Hydroxybenzoic
acids ¥

Flavonoids

Flavonols Flavanols Flavanones Flavones Anthocyanins Isoflavonoids
e.g. Quercetin e.g. Epicatechin e.g. Naringenin e.g. Apigenin e.g. Cyanidin e.g. Doidzein

Figura 11. Estructura quimica y clasificacion de polifenoles (Pop y Diaconeasa,
2021).

Los compuestos fendlicos sufren una serie de transformaciones y de interacciones
por su paso en el sistema gastrointestinal. En la boca, una vez que el alimento es
consumido entrara en contacto con las enzimas alfa amilasa en el proceso de
masticacion, ocasionando que se formen fragmentos mas pequefios, entre los que
componen compuestos fenodlicos simples, glucosilados, fibra y glucosa libre. Es
importante mencionar que la principal razén de que los compuestos fendlicos sean

escasamente absorbidos es por su union a los azucares, es decir por sus uniones
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B-glicosidicas. A causa de esto en el intestino delgado son absorbidos en muy bajo
porcentaje, resistiendo a la actividad enzimatica mediada principalmente por la
lactasa florin hidrolasa (LPH) y la B-glucosidasa citosdlica (CBG). Esta resistencia a
la actividad de enzimas les permite llegar intactos al intestino grueso. La hidrolisis
entonces ocurre en esta parte del sistema digestivo, siendo los principales
responsables el microbiota presente en el intestino grueso (Chedea y col. 2018).
Posteriormente, sufren nuevamente hidrolisis enzimatica por enzimas producidas
por la microbiota coldnica, principalmente la B-glucoronidasa y la B-glucosidasa.
Como resultado, la unién de los compuestos fendlicos a los azucares se eliminara,
permitiendo una absorcion mayor (Manach y col., 2004). Los compuestos fendlicos
una vez liberados, son metabolizados a AGCC hidroxilados durante el proceso
fermentativo bacteriano. Estos metabolitos también han mostrado efectos anti-
cancer por diferentes mecanismos en células neoplasicas (Ernest y col., 2018).

En el caso del acido galico se ha reportado un efecto apoptotico en células de cancer
de colon SW480 confirmado por la presencia de caspasa 3 y la disfuncion de las

mitocondrias (Garcia-Gutiérrez y col., 2017).
1.6 Antioxidantes

Un radical libre es una especie quimica que consta de un electron desapareado en
su ultimo nivel de energia, lo que provoca que sea altamente reactivo con moléculas
cercanas. En los seres vivos, estos radicales libres derivan principalmente del
oxigenoy el nitrogeno. Algunas especies reactivas son el superoxido (O2"), el radical
hidroxilo (OH") y el peroxido de hidrogeno (H202) de acuerdo a estudios se ha
comprobado que estos radicales son altamente toxicos (Gutiérrez-Salinas, 2006).
La principal fuente de radicales libres es la causa de la cadena respiratoria de las
mitocondrias, pero también existe otras reacciones de éxido-reduccion catalizados
por algunas enzimas como NADPH reductasa, la xantino-oxidasa, el citocromo c-
reductasa y las deshidrogenasas (Tonelli y col., 2018).

Normalmente la célula tiene mecanismos que controlan la produccion y
estabilizacion de estos radicales libres, sin embargo, cuando llega a existir un
desequilibrio entre los radicales libres y los sistemas antioxidantes de la propia
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célula se provoca un efecto conocido como estrés oxidativo. Durante este efecto se
ven dafiadas moléculas muy importantes para la funcionalidad de la célula, entre
las que se encuentran las proteinas, lipidos, carbohidratos, acidos grasos y acidos
nucleicos. Estos dafios son importantes y alteran a la célula de tal manera que
pueden provocar la activacion de la muerte celular programada, mas conocida como
apoptosis o bien por necrosis. Asi como algunas enfermedades como artritis,
diabetes, enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y
cancer, esto por mencionar algunas patologias derivadas del estrés oxidativo
(Zinovkin y col., 2019).

La célula tiene mecanismos que funcionan como sistemas antioxidantes y son
constituidos por dos grupos de moléculas:
a) Moléculas de alto peso molecular como las enzimas antioxidantes, dentro
de las cuales se encuentran la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa
y el glutation peroxidasa (GPX).
b) Moléculas de bajo peso molecular como las vitaminas E y C, glutation
reducido (GSH), acido urico, carotenos y los compuestos fendlicos.
c) Por ultimo, el mecanismo de las moléculas de bajo peso molecular, es la
de neutralizar “atrapando” las especies reactivas de oxigeno (Gutiérrez-
Salinas y col., 2014).

Dentro del sistema antioxidante enddgeno, la superéxido dismutasa (SOD) tiene
dos variables, la Cu/Zn-SOD localizada en el citosol y Mn-SOD que se encuentra
en la mitocondria, dicha enzima se activa en presencia de peroxido de hidrégeno
(H202) y provoca la dismutacion produciendo moléculas de oxigeno y agua. El
mecanismo de la enzima glutation peroxidasa (GPx) se encarga de los
hidroperoxidos, los peroxidos organicos (ROOH) y provoca la reaccion del glutatidon
reducido (GSH) a glutation oxidado (GSSH), el mecanismo de esta enzima es

complementaria a la catalasa.
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1.7 Garambullo (Myrtillocactus geometrizans)

Un fruto rico en los fitoquimicos es el garambullo, perteneciente a la familia de las
cactaceas columnares, es endémico de México y se puede encontrar en las
regiones aridas y semiaridas del pais, como lo es Guanajuato, Querétaro, San Luis
Potosi, Hidalgo, entre otros (Guzman-Maldonado y col., 2010). Hasta hoy se han
reportado 4 especies que se distinguen por su forma, color y composicidon
fitoquimica. La especie mas abundante es la Myrtillocactus geometrizans (Figura
12). El fruto comestible tiene una forma globular con diametros que van desde 1.5
cm y de colores que van desde el verde hasta un morado intenso, dependiendo de

su estado de maduracién (Hernandez-Lépez, 2008).

Figura 12. Fruto de Myrtillocactus geometrizans (garambullo). Fotografia tomada
por Maldonado-Cano

El consumo de este fruto puede ser de manera fresca, sin embargo, ya existen
algunas presentaciones como lo son mermeladas, helados y dulces tradicionales,
comunmente desarrollados por personas de las propias comunidades donde se
puede encontrar esta especie. Hoy en dia algunos grupos de investigacion se han
interesado por estudiar y desarrollar productos a base de este fruto. Esto gracias a
su importante contenido de fitoquimicos (Corzo-Rios y col., 2016), llegando a
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compararse con frutos mas comercializados, volviendo mas importante el estudio

puntual de los efectos funcionales y nutricionales del garambullo.

De igual forma la industria alimentaria, se ha enfocado en el uso de esta fruta como
colorante, esto por su contenido de betalainas, el cual se tiene reportado hasta el
momento que tiene entre 29.5 — 36.9 mg / 100 g de fruta (Herrera-Hernandez y col.,
2011).

El contenido nutrimental del garambullo incluye la presencia de minerales,
carbohidratos, proteina y fibra, mismos que se muestran en la Tabla 1. Basandose
en los datos, el contenido de los ultimos 3 mencionados se ha reportado un mayor
contenido en comparacién con frutos mas populares (Herrera-Hernandez y col.,
2011).

Tabla 1. Contenido de minerales, carbohidratos, proteinas y fibra en Myrtillocactus

geometrizans (Herrera-Hernandez y col., 2011).

Contenido

Componente a/kg
Potasio 19.4-23.3
Calcio 43-55
Magnesio 26-3.5
Hierro 3.7-4.1
Manganeso 54-6.9
Fosforo 1.54-1.9
Azufre 1.38-1.9
Zinc 0.96 - 1.28
Cobre 0.26 - 0.32
Componente mg/kg
Carbohidratos 103.0- 105.6
proteina 71-8.7
Fibra dietaria 34.9 - 36.9
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Recientemente, Sanchez-Recillas y col. 2022 sometieron al garambullo a una
simulacion de la digestion y fermentacion gastrointestinal in vitro, simulando las
condiciones quimicas y enzimaticas de boca, estobmago, intestino delgado y colon.
Dentro del extracto de intestino delgado obtuvieron 2 fracciones: la fraccion digerible
(FD) y fraccion no digerible (FND) del fruto, en las cuales se identificaron y
cuantificaron los metabolitos y compuestos bioactivos presentes en ambas
fracciones. La Tabla 2 muestra las familias de compuestos bioactivos que fueron
encontradas en la caracterizacion de la FND del garambullo y ejemplos de cada

una.

Tabla 2. Cuantificacion de compuestos bioactivos de la fraccion no digerible (FND)
(Sanchez-Recillas y col. 2022).

Familia Componente FND (ng/9)
Flavononas Eritrosina 0.19
Flavonoles Quercetina ramnosil-ramnosil-hexdsido 52.71
Acidos hidroxibenzoicos Acido hidroxibenzoico hexéxido isémero |I 382.54
Acidos hidroxicinamicos Acido cafeico hexéxido 2.07
Betacianinas Betanidina B-hexoxido 22.04
Betaxantinas Prolina-Betaxantina 1.35

La fraccidn no digerible es sugerida por dichos autores como aquella que alcanza
el colon y que pudiera entrar al proceso fermentativo propio de este tejido,
generando metabolitos con potencial efecto benéfico en la salud.

Los compuestos bioactivos que componen el fruto de garambullo (Myrtillocactus
geometrizans) tienen efectos benéficos para la salud demostrado en otras matrices
alimentarias. Sin embargo, se desconoce si los compuestos del garambullo que
llegan al colon, asi como los metabolitos generados a partir de ellos, pudieran
ejercer algun efecto sobre células cancerosas, y su mecanismo de accion

involucrado.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antiproliferativo y antioxidante del extracto de la
fermentacion de garambullo (Myrtillocactus geometrizans) en células de

cancer de colon humano SW480.

2.2 Objetivos particulares

e Determinar la actividad del extracto de la fermentacion de garambullo
sobre la sobrevivencia de células de cancer de colon SW480.

e Estudiar el mecanismo de accion involucrado en el efecto del garambullo
sobre la muerte celular en la linea celular SW480.

e Analizar el efecto del extracto de la fermentacion de garambullo sobre el

sistema antioxidante enddgeno.

3. METODOLOGIA
El desarrollo de dicho proyecto se realizé en el Centro de Investigacion Biomédica
Avanzada (CIBA) en la Facultad de Medicina campus Aeropuerto de la Universidad

Auténoma de Querétaro.

3.1 Simulacién de los procesos de digestion y fermentacion in vitro

La simulacién de las condiciones fisiologicas se hizo de acuerdo al método disefiado
por Campos Vega y col. (2015). Fueron incluidos sujetos sanos, es decir sin
sobrepeso, sin historial de enfermedades gastrointestinales en los ultimos 3 meses,
ademas no consumir modificadores de la microbiota colénica como lo son los
antibidticos y con una dentadura sana. Los participantes firmaron un consentimiento
informado antes de participar en el estudio. Cada uno de los voluntarios masticaron
las muestras de garambullo liofilizado por 15 segundos y para el blanco unicamente
se recolecto la saliva con 5 ml de agua destilada (Todo esto se repitid 5 veces).

Para la fase del estomago se utilizaron 10 ml de solucion de muestra y 10 ml de
solucion blanco (muestras independientes) y se le adicioné HCI 2N para ajustar el
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pH a 2.0. Se anadio la solucion de estomago, la cual consiste en 0.055g de pepsina
disueltos en 0.95 ml de HCL 20 mM. Todo esto se incub6 por 2 horas a 37 °C.

Para la etapa del intestino se preparé el fluido intestinal lo cual corresponde a 3 mg
de hiel de buey y 2.6 mg de pancreatina disueltos en 5 ml de solucion de Krebs-
Ringer. Se mezclaron 10 ml de la etapa de estomago con 5 ml de la mezcla
resultante del fluido intestinal y se adiciond 1 ml a un intestino de rata invertido
(Ratas macho Wistar entre 250-300 g). Todo esto se dejo incubar por 15, 30 y 60
minutos a 37 °C. De estos procesos previos correspondientes a la digestion se
obtuvo la fraccion no digerible (FND) la cual se encontraba fuera del saco intestinal.

3.1.1 Fermentacioén coldnica in vitro

Para este procedimiento se utilizé la FND tanto del garambullo como de la muestra
blanco. Se utilizé una muestra fecal de sujetos sanos, es decir que no llevaran una
dieta vegetariana o vegana, que no hubieran consumido antibiético en los ultimos 3
meses, ni haber padecido alguna enfermedad gastrointestinal. Dichas muestras
fecales se centrifugaron y se utilizaron para las muestras de la FND. A continuacion

se muestra una tabla de como fueron preparados cada una de las muestras:

Muestra Proporcion

FND de blanco | 1 ml de liquido + 1 ml de in6culo fecal

FND de muestra | 1 ml de solido + 1 ml de liquido + 1 ml de indculo fecal

Rafinosa 100 mg

Cabe mencionar que la rafinosa, al ser una molécula altamente fermentable se
utilizé para fines de control.

Todo lo mencionado se introdujo en un tubo de fermentacion y se monto sobre una
parrilla de fermentacion, la cual permiti6 controlar las condiciones fisiologicas
necesarias para dar paso a la fermentacion colonica (Mezcla de gases Hz, CO2 y
N2), a un pH inicial de 7.0 a 37 °C en agitacion constante.

El pH fue medido a las 0, 6, 12 y 24 horas de la fermentacion, las muestras se

mezclaron en vortex por 1 minuto antes de cada toma de pH.
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Finalmente se obtuvo el extracto fermentado de garambullo (EFG) utilizado en este
proyecto, el cual se centrifugd y almacend a -70°C cubiertos de la luz para los

posteriores analisis.

3.1.2 Estudio experimental in vitro

Se utilizé la linea celular de adenocarcinoma humano SW480, las cuales
corresponden a una carcinogénesis colonorectal en estadio Il B, con una mutacion
en guanina por adenina resultando en una mutacion en p53. De igual manera
presenta los oncogenes c-myc, k-ras, H-ras y N-ras, ademas la expresion del
receptor EGFR (ATCC, 2020).

Para el mantenimiento de las células SW480 se utiliz6 medio Dulbeccos’s Modified
Eagle Medium (DMEM) de la Marca Gibco, la preparacion del medio se realiz6 de
acuerdo a lo especificado en el protocolo del proveedor. Dicho medio se suplementé
con suero fetal bovino (SFB) (Gibco Performance Plus) a una concentracion del 10
%.

Para el mantenimiento de las células, se utiliz6 una incubadora (ThermoForma
Modelo 310) a condiciones de 5 % de CO2 a 37 °C.

Las células fueron sembradas en placas de 60 mm de la marca (Corning) con 6 ml
de medio DMEM y SFB al 10 %. Cuando las células SW480 alcanzaban 80 % de

confluencia, se realizaron los pases correspondientes a través de tripsinizacién.

3.2Viabilidad celular
La viabilidad celular se analizé por el ensayo colorimétrico MTT ( bromuro de 3-
(4,5 - dimetiltiazol -2-il)-2,5- difeniltetrazolio) el cual evalua la actividad metabdlica
celular, el fundamento de esta técnica se basa en la reduccién del colorante
tetrazoilo por accion de las enzimas oxidoreductasas dependientes de NADPH, las
cuales reflejan el numero de células viables presentes. Los grupos experimentales
se describen a continuacion:

1. Control negativo. Células sin tratamiento con medio DMEM+SFB 2 %;
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1. Blanco de fermentado, el cual fue sometido a las mismas condiciones de
digestion y fermentado, pero sin la matriz de interés, es decir, el garambullo. Este
blanco nos permite conocer el efecto que esta teniendo exclusivamente el
garambullo, eliminando el posible efecto del vehiculo.

2. Tratamiento con extracto de fermentado de garambullo a diferentes
concentraciones, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 % diluido en medio DMEM+SFB2 %.

Brevemente, 10,000 células fueron sembradas por pozo, previamente contadas con
ayuda del hemocitometro, incubando por 24 horas con 5 % de CO2a 37 °C. Pasado
el tiempo de incubacién se agregaron los tratamientos correspondientes y
nuevamente se incubaron por 24 horas. Terminado el tiempo de incubacion se retird
el sobrenadante de la placa y se agregé MTT (200 yL por pozo), dejando incubar
durante 1 h. Transcurrido el tiempo se retir6 el reactivo y se agregé DMSO, mismo
que disuelve los cristales de formazan formados. La reaccion se midié a 540 nm en
un lector de placa Elisa marca Thermo Scientific MULTISKA GO.

Se realizé una curva dosis-respuesta con diferentes concentraciones del extracto
fermentado: 5, 10, 15, 20 y 25 %, de este modo se pudo determinar la I1Cso
(Concentracién inhibitoria del 50 % de la poblacion celular) a partir de la ecuacién
de la recta. Para determinar el porcentaje de viabilidad se utilizé la siguiente
ecuacion.

DO de células tratadas
x 100

DO de celulas control
Para el ICso se uso la siguiente ecuacion:
DO de células tratadas

1650 = DO de celulas control x 100 =50

3.3 Cuantificacion de lactato deshidrogenasa
La ICso fue utilizada para la cuantificacion de la enzima lactato deshidrogenasa el
cual se hizo de acuerdo al Kit Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (Roche).
En una placa de 96 pozos se sembraron 10,000 células por pozo y se incubaron por
24 h. Pasado el tiempo se agregaron los tratamientos celulares correspondientes:

control negativo (DMEM+SFB 2%), control positivo (Triton 1% en medio
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DMEM+SFB 2 %), blanco de fermentado de garambullo al 10 %, tratamiento con
extracto de fermentado de garambullo (ICs0= 15 %) y nuevamente se volvieron a
incubar las células de la placa, ya con tratamientos descritos, por 24 horas.
Posteriormente, se transfirieron 100 yL del sobrenadante de las muestras a una
nueva placa de 96 pozos no estéril con 100 uL del reactivo LDH preparado de
acuerdo a la proporcion indicada en el inserto del kit, el cual se describe a

continuacion:

Tabla 3. Preparacion de reactivo LDH

Reactivo Cantidad
Catalizador (Bote 1, tapa azul) 250 pL para 100 reacciones
Solucion tinte (Bote 2, tapa roja) 11.25 mL para 100 reacciones

La placa se ley6 en lector de ELISA de la marca Thermo Scientific MULTISKA GO.
a 492 nm a los 10 minutos para permitir la reaccién de la enzima con los reactivos
agregados.

El porcentaje de citotoxicidad se determino con la siguiente ecuacion:

Abs de muestra — Abs control negativo

100
Abs Control positivo — Abs control negativo x

3.4 Glutation

El ensayo de glutation se realizo con el kit Glutation Assay Kit (Sigma-Aldrich). En
placas de 60 mm se sembraron 3x10° de células en cada una, correspondientes a
los tratamientos, control negativo (células con medio DMEM +SFB 2%), blanco de
fermentado y la ICso del extracto fermentado de garambullo.

A las 24 horas se agrego el tratamiento, volviéndose a incubar otras 24 h. Al finalizar
este tiempo de incubacion se retird el sobrenadante, se realizé un lavado con PBS
estéril y se rasparon las células las cuales fueron recolectadas en un tubo
eppendorf. Se centrifugaron por 5 minutos a 600 x g, se retird el sobrenadante y se
agregaron 5 veces el volumen del pellet del reactivo (Sulfosalicylic acid dihidrate)
SSA al 5 %, se agité en vortex hasta homogenizar y se someti6 la muestra a -70 °C
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hasta que se congelaran. Posteriormente, dichas muestras se descongelaron a
bafio maria y se repitio el proceso de congelacion y descongelacion con la finalidad
de generar un choque térmico en la membrana de las células y permitir la entrada
del acido sulfosalicilico di hidratado. Culminado este proceso se tomoé el
sobrenadante para ser analizado como lo indica el proveedor.

Para obtener la reaccion, en una placa de 96 pozos no estéril se agregaron 10 pyL
de la muestra obtenida, 200 yL de la solucion de trabajo preparada de acuerdo a
las indicaciones del inserto del kit y se realiz6 de acuerdo a la tabla indicada en el

inserto del kit a continuacién presentada.

Tabla 4. Tabla de preparacién de soluciones para lactato deshidrogenasa

Numero de plato 1 2 3 4 5
Concentracion
GSH (uM) 50 25 12.5 6.25 3.135
Soluciéon GSH 25 del 25 del 25 del 25 del
(ML) 50 primer segundo cuarto
tercer plato
plato plato plato
SSA al 5 % (pL) - 25 25 25 25
Numero de
moles GSHen | 5 0.25 0.125 0.0625 | 0.0312
10 yL de
muestra

Ademas, se preparo una curva de calibracidn para el analisis de los resultados. Las
muestras se leyeron en un lector de placa ELISA a 412 nm en el tiempo Oy 5

minutos.

Tabla 5. Preparacion de curva de calibracién para lactato deshidrogenasa.

Volumen de la SSA 5 % Squmop de | NADPH (0.16
muestra trabajo mg/ml)
Reagente de
blanco - 10 yL 150 pL 50 pL
Curva estandar 10 L - 150 pL 50 pL
Muestra XL 10-X 150 pL 50 pL
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Los calculos correspondientes se realizaron a partir de la ecuacion de la recta
obtenida de la curva de calibracion y el numero de moles de GSH en una muestra
a partir de la siguiente ecuacion:

Abs /minuto (muestra) * dilucién

Abs /minuto(1 nmol) * volumen
En donde:
Abs/min (muestra) = pendiente generada por la muestra (después de restar los
valores generados por la reaccién de los blancos).
Abs/ minuto (1nmol) = pendiente calculada a partir de la curva estandar para 1 nmol
de GSH
Dilucién = factor de dilucidon de la muestra original

Volumen = volumen de la muestra en la reaccion en ml

3.5Superdxido dismutasa

La cuantificacion de superdxido dismutasa se realizé con el kit SOD Assay Kit de
(SIGMA Life Science). Se sembraron 1x10¢ células en placas de 60 mm y se
incubaron por 24 horas, se prepararon tratamientos para control negativo, células
con extracto de fermentado de garambullo y blanco de fermentado. Pasado el
tiempo de incubacion se agregaron los tratamientos correspondientes y se procedio
nuevamente incubar por 24 horas. Culminado el tiempo se hizo un doble lavado de
las células con 3 mL de PBS 1X frio con 500 pL de buffer de lisisa un pH de 7.5, y
se recuperaron las células por raspado en un tubo Eppendorf. Las muestras se
sonicaron por 5 minutos a temperatura ambiente y finalmente se centrifugaron a
12,000 rpm por 10 minutos, recuperando el sobrenadante.

Se prepararon las soluciones de trabajo de acuerdo a lo indicado en el inserto del
kit y se agregaron en la siguiente proporcion.

Tabla 6. Indicaciones para preparacion de soluciones para superéxido dismutasa

Muestra Blanco 1 | Blanco 2 | Blanco 3
Muestra 20 pL - 20 pL -
Agua bidestilada H.O - 20 pL - 20 pL
Solucién de trabajo 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
Solucién de trabajo de enzima 20 pL 20 pL - -
Buffer de dilucién - - 20 yL 20 uL
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Una vez preparadas las muestras tal como se indica en la tabla 6 se incubaron por
20 minutos a 37 °C y finalmente se leyeron en un lector de ELISA a una absorbancia
de 450 nm.

Para calcular la actividad de SOD (Porcentaje de inhibicion) se utilizé la siguiente
ecuacion:

(Abs Blanco 1 — Abs Blanco 3) — (Abs muestra — Abs Blanco 2)
*
(Abs Blanco 1 — Abs Blanco 3)

100

3.6 Ciclo celular
La determinacion de las diferentes fases del ciclo celular se realiz6 mediante la
técnica de citometria de flujo con Muse Cell Cycle Kit MCH100106 (Muse).
Se sembaron 1x10° de células en placas de 6 mm y se incubaron por 24 horas, se
preparé para control negativo, tratamiento con extracto de fermentado de
garambullo y blanco de fermentado. Pasadas las 24 horas se agregaron los
tratamientos y se volvid a incubar por otras 24 horas. Al término de este tiempo, se
recuperé el medio de las placas y se tripsinizaron las células adheridas a la placa,
todo se recuperd en un tubo Falcén y se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos.
Finalmente, se desechd el sobrenadante y se realiz6 un lavado con PBS para
volverse a centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante, se
agregaron 200 pL del reactivo de ciclo celular a las muestras y se incubaron por 30
minutos. Pasado el tiempo se leyeron en el citbmetro de flujo, obteniéndose los
histogramas correspondientes.

3.7 Apoptosis
El analisis de apoptosis se realiz6 mediante la técnica de citometria de flujo con el
kit Muse Annexin V Et Dead Cell Kit MCH100105 (Muse).
Brevemente, se sembrarén un millén de células en placas de 6 mm y se incubaron
por 24 horas, se prepararan para control negativo, control positivo, tratamiento con
extracto de fermentado de garambullo y blanco de fermentado. Pasadas las 24
horas se agregaron los tratamientos y se volvieron a incubar por otras 24 horas. Al
termino de este tiempo, se recuperd el medio de las placas y se tripsinizaron las

38



células adheridas a la placa, todo se recupero en un tubo Falcon y se centrifugaron
a 3000 rpm por 5 minutos. Finalmente se desechd el sobrenadante y se realizé un
lavado con PBS para volverse a centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. Se retiro el
sobrenadante, se agregaron 100 uL del reactivo de anexina y 100 yL de muestra y
se incubaron por 20 minutos. Pasado el tiempo se leyeron en el citometro de flujo,
obteniéndose los diagramas correspondientes.

3.8 Analisis estadistico
El analisis estadistico se hizo por Anova para el analisis de varianza y por el método
Dunnett para la comparacion de cada tratamiento contra el grupo control (células
sin tratamiento) en el caso de los resultados paramétricos. Los datos menores a p
< 0.05 % se consideraron como estadisticamente significativos. El analisis
estadistico se realizé con el software GraphPad Prism version 9.2.0 (283), cada

experimento se realizé por triplicado.

39



4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 El EFG disminuye la viabilidad celular en células SW480.
En la Figura 13 se muestra un efecto dosis-respuesta del EFG sobre la viabilidad
de las células SW480. . El EFG al 10% redujé un 30% la vibilidad celular y a la
concentracion de 30% redujo la viabilidad a un 82%, del mismo modo se obtuvo la
ICs0al 15 % de la concentraciéon de EFG.
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Figura 13. Efecto del extracto fermetado de garabullo (EFG) sobre la viabilidad
de las células SW480 con MTT. La viabilidad celular esta normalizado a 100%
con respecto al control (células incubadas en ausencia de EFG) y representan
la media * ES de tres experimentos independientes.

En otros estudios realizados en células SW480, se evaluo el extracto fermentado
de una baya andina (Vaccinium meridionale Swartz), donde se encontro un efecto
antiproliferativo y una ICso del 19.32 % (Maldonado y col., 2018). El garambullo y
esta baya andina comparten algunos fitoquimicos como acidos fendlicos y
flavonoides, lo que sugiere que dichos componentes pudieran estar participando

activamente en la disminucion de la viabilidad celular.
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4.2 El EFG induce muerte celular por necrosis en células SW480

El analisis de LDH permite reconocer la citotoxicidad de un compuesto por medio
de la cuantificacion de lactato deshidrogenasa liberada al medio, sugiriendo que la
célula sufri6 un dafio en la integridad de su membrana, lo que esta asociado al
proceso de necrosis (Kabakov y col.,, 2018). Para este ensayo se uso la
concentracion de 15% de EFG, correspondiente a la ICso determinada en el ensayo
de viabilidad celular.

Las células SW480 exhibieron 33 % de necrosis (Figura 14) con el EFG en
comparacién con el control positivo (células tratadas con triton al 1 %). Los
resultados obtenidos sugieren que uno de los mecanismos moleculares envueltos
en el efecto antiproliferativo del EFG sobre la linea celular a través de la induccion

de la necrosis.
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Figura 14. Estimacion de necrosis por actividad de lactato deshidrogenasa
(LDH) en las células SW480.Las células SW480 fueron tratadas con 15% de
extracto fermentado de garambullo (EFG). Los resultados estan expresados
de acuerdo al porcentaje obtenido de lactato deshidrogenasa con respecto al
control negativo (células incubadas en ausencia de EFG). Se utiliz6 como
control positivo (control +): Triton X 100 (1%), BF (blanco de fermentado). Los
datos se presentan como la media * ES de tres experimentos independientes,
***p<0.05.
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En un estudio realizado en células de cancer de colon HT-29 tratadas con un
extracto del fruto Brucea javanica, se reportdé un 30 % de muerte celular por necrosis
a una concentracion de 25 ug/ml (Bagheri y col., 2018). ElI Myrtillocactus
geometrizans también comparte fitoquimicos como la quercetina, en su
composicion con dicho fruto, por lo que se infiere que el garambullo podria tener

efectos similares sobre la induccion de muerte celular por necrosis.

4.3 El EFG induce apoptosis en células de cancer de colon humano SW480.

La apoptosis se define como una muerte celular programada por la célula. Uno de
los métodos para cuantificar la apoptosis en células es a través de citometria de
flujo y Anexina V, esta ultima al ser una molécula que se une especificamente a la
molécula fosfatidilserina, permite la identificacion de apoptosis. En el presente
estudio se cuantifico la apoptosis inducida por el extracto fermentado de garambullo
(Myrtillocactus geometrizans) en células SW480.

Para este ensayo se utilizo la 1Cso determinada en el ensayo de viabilidad celular
(15 % de EFG). Los resultados mostraron apoptosis en un 44 % de la poblacién
celular (Figura 15) en células tratadas con EFG, respecto al control (Células sin
EFG). De acuerdo al analisis estadistico (Figura 16), hay una diferencia significativa
de p 0.027 entre la apoptosis detectada en células tratadas con EFG y el control.
Los resultados sugieren induccion de apoptosis por parte del EFG en células de
cancer de colon SW480. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en la
cuantificacion de lactato deshidrogenasa, la cual nos indica una muerte por

necrosis, se sugiere que el fruto de garambullo esta induciendo ambas muertes.
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Figura 15. Efecto del EFG sobre muerte celular en células SW480. En el
cuadrante inferior izquierdo, se muestran las células viables (Control 88.3 %,
BF 79.72 %, EFG 54.41 %), en el cuadrante inferior derecho las células en
apoptosis temprana (Control 4.2 %, BF 5.74 %, EFG 20.9 %), cuadrante
superior derecho las células en apoptosis tardia (control 4.64 %, BF 10.59 %,
EFG 24.03 %) y en el cuadrante superior izquierdo se muestran las células
necrosadas (control 2.85 %, BF 3.95 %, EFG 0.66 %). Los tratamientos son:
control (Células sin tratamiento), blanco de fermentado (BF) y extracto
fermentado de garambullo (EFG).
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Figura 16. Efecto del EFG sobre la apoptosis. Los resultados estan
expresados de acuerdo al porcentaje de células totales detectadas por el
citometro de flujo. Se representan la media * ES de al menos dos
experimentos independientes. *Representa significancia estadistica (p<0.05).
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En un estudio realizado por Rao y col., (2019) se evalué la induccion de apoptosis
en células SW480 expuestas a extractos fendlicos de cereales, entre ellos el arroz
morado, dando como resultado un 23.9 % de apoptosis. Dichos autores
demostraron que el efecto no fue a través de las caspasas 3y 7, por lo que sugieren
un efecto sobre el ciclo celular de las células de cancer de colon.

Por otro lado investigadores (Shi y col., 2021) determinaron la apoptosis inducida
por naringenina en células de cancer de colon A549, reportandose un 29.4 % de
apoptosis con una ICso de 8.4 %. En dicho estudio los autores midieron la caspasa
3 y reportaron un aumento significativo de esta biomolécula en las células tratadas
con naringenina. Sugiriendo entonces un efecto a través de caspasa 3.

4.4 El extracto fermentado de garambullo induce arresto en el ciclo celular en la

fase G2/M en células SW480.
Se sabe que una de las primeras capacidades que una célula cancerigena adquiere
es la de proliferar excesivamente, sin embargo, para que la multiplicacién celular se
lleve a cabo, la célula debe pasar por un ciclo orquestado por distintas biomoléculas
que hacen posible el paso de una fase a otra (Li C y col., 2017). Para el estudio del
efecto del EFG en el ciclo celular de células SW480 se utilizé la metodologia por
citometria de flujo con ioduro de propidio. Nuevamente se comenzé usando la I1Cso
determinada en el ensayo de viabilidad celular del presente estudio. Obteniéndose
como resultado un aumento de la poblacion celular en las fases G2/M (Figura 17)
de células tratadas con el EFG en comparacion con las células control (Células sin
tratamiento). De acuerdo al analisis estadistico, las diferencias entre las células
tratadas con el EFG y el control existe una diferencia estadisticamente significativa
(Figura 18). Lo que sugiere que el efecto del EFG sobre los mecanismos
involucrados en el arresto de las ultimas fases del ciclo celular (G2/M).
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Figura 17. Efecto del EFG en células SW480 mostrado en histogramas; control
(Células sin tratamiento), BF y EFG.
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Figura 18. Efecto del EFG sobre las fases del ciclo celular. Los resultados
estan expresados de acuerdo al porcentaje obtenido de células en fase G0/G1,
S y G2/M con BF y EFG con respecto al control negativo (Células incubadas
en ausencia de EFG). Se representan la media * ES de al menos dos
experimentos independientes. *Representa significancia estadistica (p<0.05).

En un estudio realizado sobre células SW480 con un extracto fermentado de granos
de café se reporto un efecto de arresto en las fases G0/G1 y G2/M (Garcia y col.,
2017). En otro estudio realizado por Narayan y col., (2002) en células de cancer de

colon HCT-116 con curcumina se observo un arresto en la fase G2/M del ciclo
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celular. Los autores ademas encontraron una afectacion a la via Wnt sugiriendo el
efecto a través de esta via molecular.

Aunque se sabe que una gran cantidad de polifenoles son capaces de llegar al colon
por efecto de la fibra dietaria, se desconocen los efectos que las biomoléculas del
garambullo pudieran ejercer sobre este 6rgano. Hasta el momento se sabe que
algunas biomoléculas tienen su efecto en varios reguladores importantes del ciclo
celular como lo son la ciclina D1, cdk4, cdk6, p53, p21 y p27 (Langer y col., 2013).
Aunado a esto, los resultados que se obtuvieron de la cuantificacion de lactato
deshidrogenasa y apoptosis sugieren no solo un efecto sobre el arresto del ciclo
celular por parte del extracto fermentado de garambullo, sino un efecto directamente
sobre estos dos tipos de muertes celulares (necrosis y apoptosis) sugiriendo la
regulacion directa sobre las moléculas involucradas.

La necroptosis es un tipo de muerte celular programada que resulta de un proceso
hibrido de la apoptosis y necrosis. Este tipo de muerte se desencadena por la
activacion a través de ligando como el factor de necrosis tumoral (TNF)
desencadenando sefales que permitiran la formacion de un complejo apoptético
citosélico. En un estudio realizado por Karunagaran y col., (2022), se reporté 30 %
de necrosis y por apoptosis no hubo diferencias significativas, en células de cancer
de cuello uterino tratadas con una molécula conocida como RETRA (Reactividad de
la actividad del reportero transcripcional), comprobandose a través del analisis de
moléculas como RIPK1, RIPK3 y MLKL que se trata de necroptosis, ya que estas
moléculas son las activadoras maestras de dicha muerte celular. Ademas, los
autores encontraron arresto en el ciclo celular especificamente en la fase S con la
regulacion positiva de p21 y negativa de ciclina D3. En el presente estudio, se
recomienda realizar estudios que permitan detectar con mas precisién las moléculas

involucradas en la actividad del extracto sobre el ciclo celular.
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Sistema antioxidante endégeno

4.5 El glutation reducido se vio disminuido por el extracto fermentado de

garambullo (EFG) en células de cancer de colon SW480.
El ensayo GSH permite cuantificar el glutation reducido de una manera sensible y
precisa (Rahman y col.,, 2006). EIl GSH juega un papel muy importante en la
proteccion de la célula contra el estrés oxidativo, esto le otorga una importante
funcion fisiopatologica (Uhlig y Wende, 1992). En células tumorales el GSH se
encuentra en niveles elevados (Bansal, 2018). En personas con cancer de colon
encontrar una alta cantidad de esta molécula ha sido asociada con la agresividad
del cancer (Barranco C y col., 2000).
Los resultados del presente estudio respecto a la cuantificacion de GSH muestran
una disminucién estadisticamente significativa (Figura 19) obteniéndose 11 nmoles
de GSH en las células tratadas con EFG contra el control, el cual present6 22
nmoles de GSH.
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Figura 19. Cuantificacion de glutation reducido. Los resultados estan
expresados en nmoles de GSH con respecto al control negativo (Células
incubadas en ausencia de EFG). Se representan la media * ES de al menos
tres experimentos independientes. * Representa significancia estadistica
p<0.05.
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En un estudio realizado en células SW480 se evalud el efecto de un extracto de la
baya andina (Vaccinium meridionale Swartz) reportandose una disminucion del tiol
a una concentracion del 30 % de la baya (Maldonado y col., 2018).

Algunos estudios in vivo han reportado disminucién de glutation por efecto de
compuestos fendlicos como la quercetina. Los autores indujeron cancer de colon en
ratones observando que, en el tratamiento con este flavonoide, en comparacion con
el grupo control, la cantidad de GSH era considerablemente diferente,
encontrandose una reduccion de GSH hasta un 50 %. Por lo tanto, estos datos
demuestran que la quercetina puede ayudar a reducir el estrés oxidativo provocado
por el metabolismo de la propia célula cancerigena, concluyendo un mecanismo
subyacente a un efecto antitumoral (Lin-Rui y col. 2020). Recientemente, Herrera-
Lozano y col. (2022) mostraron que la naringenina inhibe el GSH en células de
cancer de colon HT-29 con respecto al control, sugiriendo que GSH esta
participando en el efecto antioxidante del flavonoide a través de procesos de 6xido-
reduccion de la molécula de GHS y sensibilizando a la célula cancerosa. La
disminucién de GSH podria ser una importante estrategia para desequilibrar las
especies reactivas de oxigeno, reduciendo asi el crecimiento tumoral (Ortega y col.
2011).

4.6 El extracto fermentado de garambullo no ejerce un efecto sobre la enzima
superoxido dismutasa en células SW480.
La enzima superdxido dismutasa (SOD) es una importante biomolécula para el
sistema antioxidante endogeno. En el presente estudio se cuantificd la enzima SOD
por medio del kit SOD Assay Kit de la marca SIGMA Life Science.
De acuerdo con los resultados obtenidos se observa una disminucién de superoxido
dismutasa (Figura 20) en células de cancer de colon humano SW480 en
comparaciéon con el control (Células sin tratamiento). Sin embargo, los resultados
no son estadisticamente significativos, lo cual nos permite sugerir que en el caso
del Myrtillocactus geometrizans, su mecanismo de accion no es modificando la

actividad de dicha enzima.
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Figura 20. Efecto del EFG sobre la enzima superoxido dismutasa (SOD). Los
resultados estan expresados de acuerdo al porcentaje de SOD en mU/mL. Se
representan la media * ES de al menos dos experimentos independientes.
*Representa significancia estadistica (p<0.05).

Estos resultados muestran diferencia a lo reportado por otros autores. En el estudio
realizado (Cianciosi y col., 2022) se analiz6 el efecto de la miel de Manuka sobre
las enzimas antioxidantes en las células de cancer de colon humano HCT-116. En
dicho estudio se reportd que los fitoquimicos que componen a la miel indujeron
fuertemente el estrés oxidativo en las células aumentando la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno, incrementando de esta manera el dafio a proteinas,
lipidos y DNA. A razén de esto se analizaron algunos genes encontrandose la
supresion de las enzimas antioxidantes dependientes del gen Nrf2 y la actividad de
superoxido dismutasa. Si bien, en el estudio realizado en el presente documento no
se observa una diferencia significativa, es importante sefalar que la accion podria
estar suprimiendo genes de enzimas antioxidantes, tal como lo encontraron en sus
estudios los autores anteriormente revisados. Cabe sefalar que si bien la miel de
Manuka no es similar al garambullo en composicion nutricional, nutracéuticamente

comparten algunos fitoquimicos.
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La enzima superdxido dismutasa es una proteina que cataliza reacciones
involucradas con la disminucion de superéxido, es precisamente esta accion lo que
la vuelve tan importante en el sistema antioxidante endoégeno de la célula.

Para poder sugerir un mecanismo de accion se sugiere realizar mas estudios

entorno al sistema antioxidante endégeno.

5. CONCLUSION

El presente estudio muestra que el extracto fermentado de garambullo disminuye la
viabilidad celular en células de cancer de colon humano, a través del arresto al ciclo
celular en la fase G2/M, conduciendo a muerte por necrosis y apoptosis,
sugiriéndose por tanto la muerte celular a través de la necroptosis.

Por otro lado, el efecto antioxidante observado a través de la disminucion del
glutation reducido, sugiere que el EFG favorece la utilizacion del mismo como
defensa antioxidante endogeno de la célula. Sin embargo, el EFG no modifica la
actividad de la enzima superdxido dismutasa, por lo que otras enzimas no
cuantificadas en el presente estudio pudieran estar involucradas en la induccion del
sistema antioxidante endégeno, ademas de GSH, por parte del EFG. Es importante
continuar con el estudio mas profundo de los mecanismos moleculares del fruto,
para poder elucidar y proponer mecanismos de accion en concreto, y continuar

dandole valor agregado al consumo del garambullo.
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