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- ---Resumen

Antecedentes: extractos etandlicos de P. peruviana han mostrado actividad citotoxica contra di-
ferentes células cancerosas. Objetivo: estudiar la actividad anticancerigena de un extracto acuo-
so del fruto uchuva en células de cancer de colon SW480 y SW620. Materiales y métodos: se
analizaron citotoxicidad e indice de selectividad (SI) (MTT), antiproliferacién (sulforodamina-B),
apoptosis (ciclo celular, anexina-V, receptores TRAIL-DR4/-DR5 y caspasa-3), actividad antioxi-
dante (contenido de flavonoides y carotenoides totales). Resultados: el extracto acuoso de uchuva
mostro efecto citotoxico y antiproliferativo en células SW480 (IC, =44,2 ug/mL, SI=11,6) y SW620
(IC,,=85,1pg/mL, SI=6,0). Las celulas hipodiploides SW480 y SW620 aumentaron 13% y 12%, res-
pectivamente. Las células apoptéticas incrementaron 19% y 21% en SW480 y SW620, respectiva-
mente, con incremento en la expresion de receptores TRAIL-DR4/-DR5 en SW480 (+59%/+53%) y
SW620 (+67%/+65%), y activacion de caspasa-3 en ambas lineas celulares. El extracto neutralizé
radicales OH-, presento baja capacidad reductora y atrapadora de especies reactivas del oxigeno y
nitrogeno. El contenido de flavonoides y carotenoides fue 487,1 mg catequina y 0,9 mg f-caroteno
por 100 g de liofilizado, respectivamente. Conclusiones: estos hallazgos sugieren que la uchuva
puede ser una fuente prometedora de compuestos bioactivos con actividad quimiopreventiva en
céancer de colon humano.
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Aqueous extract of golden berry (Physalis peruviana): antiproliferative,
apoptotic and antioxidant activities

Abstract

Background: Ethanolic extracts from P. peruviana showed cytotoxic activity against different cancer cell lines.
Objective: To evaluate the antiproliferative activity of aqueous extract of the fruit golden berry in colon cancer cells.
Materials and Methods: We analyzed cytotoxicity and selectivity index (SI) (MTT), antiproliferation (sulforhodamine-B),
apoptosis (cell cycle, Annexin-V, receptors TRAIL-DR4/-DR5 and caspase-3), and antioxidant activity (content of total
carotenoids and flavonoids). Results: The aqueous extract showed cytotoxic and antiproliferative effect on SW480
(IC,, = 44.2 ug/ml, Sl = 11.6) and SW620 (IC_, = 85.1 pg/ml, SI = 6.0). The hypodiploid SW480 and SW620 cells
increased 13% and 12% respectively as well as apoptotic SW480 and SW620 cells (19% and 21 %, respectively),
expression of receptors TRAIL-DR4 /-DR5 (SW480: +59% / +53%; SW620: +67% / +65%) and activation of caspase-3.
The aqueous extract scavenged OH- radicals, showed low oxygen radical capacity and low scavenging capacity
for reactive oxygen and nitrogen species. The total flavonoids and carotenoids contente was 487.1 mg catechin y
0.9 mg B-carotene by 100 g powder, respectively. Conclusions: These findings suggest that golden berry may be a
promising source of bioactive compounds with chemopreventive activity against human colon cancer.

Key words: Physalis peruviana, colorectal neoplasms, cell cycle, apoptosis, antioxidants, anticarcinogenic agents.

INTRODUCCION

Entre las frutas con alto potencial farmacolégico
pero escaso conocimiento sobre sus beneficios en
la prevencion y tratamiento del cancer, se encuen-
tra el fruto de la planta Physalis peruviana (uchu-
va), una baya de forma ovoide, color dorado bri-
llante, protegida por un caliz verde claro (1). Esta
planta pertenece a las Solanéceas y aunque es el
segundo fruto colombiano de mayor exportacion
Su consumo interno es bajo (2).

P. peruviana, se postula como nutracéutico, por su
alto contenido de vitaminas A, C, D, E y del com-
plejo B; fitoquimicos como polifenoles que pue-
den actuar como “barredores” de radicales libres,
otorgandole a la uchuva propiedad antioxidante,
que brindan valor agregado con potencial bené-
fico para la salud (3). Algunas propiedades me-
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dicinales se han asociado con las lactonas como
el 28 hidroxiwitandlido, witandlidos, physalinas,
phygrina; y flavonoides como el kempferol y glucé-
sidos de quercetina, que han mostrado actividad
antioxidante y preventiva al dafio peroxidativo en
microsomas hepaticos y hepatocitos (4).

En relacion con la actividad anticancerigena, las
physalinas presentes en las hojas, han mostrado
tener actividad citotoxica contra células de can-
cer hepatico (HA-22T), cérvix (Hela), leucemia
linfoide aguda (APM1840), leucemia promielo-
citica aguda (HL-60), leucemia mieloide aguda
(KG-1), leucemia monolitica aguda (CTV-1) y
cancer nasofaringeo (KB-16) (5-7). Quispe-Mau-
ricio et al (8) encontraron que extractos etandli-
cos del tallo y hojas de P. peruviana selecciona-
ron e inhibieron significativamente el crecimiento
de células de adenocarcinoma de colon (HT-29),



cancer de préstata (PC-3) y de leucemia mieloide
cronica (K-562).

Por tanto, el desconocimiento cientifico de la ac-
tividad anticancerigena del fruto de la uchuva, in-
vita a indagar sobre esta propiedad con base en
la evaluacién de su actividad citotoxica, antipro-
liferativa, apoptética y antioxidante en un modelo
in vitro de cancer de colon mediante células de
adenocarcinoma SW480 y sus derivadas metasta-
sicas SW620, provenientes de un mismo paciente
(9); y determinar el efecto selectivo ante células
no-malignas VERO, una linea de células no-malig-
nas de epitelio de rifidn del mono verde africano,
adulto y normal, Cercopithecus aethiops; con esta
se estudiar la selectividad del extracto y se usara
como control negativo (10).

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del extracto acuoso

Se utilizaron frutas de uchuva del departamento
de Cundinamarca (Colombia). Para obtener el
extracto, 10 g de fruta madura y sana, fue lava-
da y desinfectada, posteriormente homogenizada
con 50 mL de agua ultrapura en un Ultra Turrax®
(Ika-Werke, Staufen, Germany) a 15.000 rpm por
20 seg, se filtrd con papel Whatman N°1 y se lio-
filizd en un Labconco, Freezone 2.5 Plus System
(Fisher Scientific, Pittsburg). El producto se alma-
cend a -20°C, protegido de la luz hasta el momen-
to de su uso. Inmediatamente antes de usar, el
extracto se filtrd con membrana de 0,22 ym.

Cultivos celulares

Las células SW480, SW620 y VERO obtenidas del
American Type Culture Collection (ATCC, Manas-
sas, USA) se mantuvieron como fue descrito en Mal-
donado y colaboradores (11). Brevemente, se utilizé
medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado con 10% de suero de caballo inactiva-

do, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estrepto-
micina, y 1% de amino&cidos no-esenciales. Las in-
cubaciones se hicieron a 37°C en atmosfera himeda
con 5% de CO,. Para todos los experimentos, 24 h
después de sembrar, se redujo la concentracién del
medio a 3% de suero, con 10 pg/mL de insulina, 5 pg/
mL de transfertina, 5 ng/mL de selenio.

Ensayo MTT

Basado en la reduccion metabdlica del 3-(4,5-di-
metiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a for-
mazan por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa (12). En platos de 96 pozos
se sembraron 3.000 células viables/pozo, ex-
puestas al extracto (0 a 400 pg/mL) y curcuma
(100 pg/mL), como control positivo por 72 h a
37°C, 5% CO,. Luego, se adiciono 5 mg/mL por
pozo de MTT (4 h, 37°C, en oscuridad). Los cris-
tales de formazan se disolvieron con isopropanol
acidificado (0,4 N HCI). La cantidad de formazan
— MTT directamente proporcional al nimero de
células vivas fue determinado usando la densidad
dptica (OD) a 540 nm mediante lector de platos de
ELISA (GloMax ®-Multi Promega) y una longitud
de onda de referencia a 750 nm. El porcentaje de
inhibicion se calculé con la férmula: % Inhibicion
= (1-ODt/ODc) x 100. Donde ODt= densidad 6p-
tica tratadas y ODc= densidad optica control. La
concentracion del extracto causante del 50% de
inhibicion del crecimiento celular (IC, ) se calculo
usando GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA). El indice de selectividad (SI)
se calculé usando la siguiente ecuacion: SI = 1,
células VERO/ IC,, células cancerigenas (12). Si
el valor Sl es >1, indica que la sustancia es mas
citotoxica para las células tumorales que para las
células normales, si es <1significa lo contrario.

Ensayo sulforodamina B (SRB)

Las células se incubaron como fue descrito en el
ensayo de MTT. El medio DMEM 3% fue reem-
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plazado cada 48 h con diferentes concentraciones
del extracto. El cultivo celular se interrumpié con
&cido tricloroacético 50% (v/v) por 1h a 4°C, y las
proteinas celulares se colorearon con 0,4% (p/v)
de SRB alas 24, 48y 72 horas. La absorbancia de
SRB es proporcional al nimero de células adhe-
rentes y vivas que fueron determinadas mediante
densidad oOptica a 490 nm, usando un lector de
platos de ELISA (GloMax ®-Multi Promega) (13).

Andlisis del ciclo celular

Se us6 la tincidén de yoduro de propidio (IP) para
medir el porcentaje de poblacidn celular en la region
Sub G0/G1, la cual exhibe un bajo contenido de DN
inferior a 2n, caracteristico de células muriendo que
exhiben degradacion de ADN (14). Esta aproxi-
macion permite determinar la cantidad de células
muertas 0 muriendo en una poblacion, pero no da
informacion del proceso de muerte celular en cur-
50 como la apoptosis. Después del tratamiento, las
células fueron centrifugadas y fijadas en 1 mL de
metanol: tampon fosfato salino (PBS), (9:1, v/v) a
-20°C por al menos 30 min, lavadas dos veces con
PBS y resuspendidas en 200 L PBS con 0.25 mg/
ml RNAse Ay 0.1 mg/mL IP, incubadas en la oscuri-
dad a 37°C por 30 min. La fluorescencia se midié en
un citometro de flujo (EPICS XL, Coulter, Hialeah,
Florida) a una velocidad de adquisicion de 10000
eventos/seg y se analizé con el programa Windows
Multiple Document Interface 2.8, WinmDlI, (Scripts
Research Institute, La Jolla, CA).

Deteccion de apoptosis

Mediante deteccidn en superficie celular de fosfati-
dilserina (15), después de 48 h de tratamiento, las
células se recolectaron por tripsinizacion y se usé
el estuche comercial annexin-V-FLUOS staining,
siguiendo las indicaciones del fabricante (Roche).
La fluorescencia se midi6 en un citémetro de flujo
(EPICS XL, Coulter, Hialeah, Florida) a una velo-
cidad de adquisicion de 10.000 eventos/seg y se

44 Vol. 15, N° 1, enero-junio de 2013

analiz6 con el programa Windows Multiple Docu-
ment Interface 2.8, WinmDI, (Scripts Research
Institute, La Jolla, CA).

Deteccion de receptores de muerte
TRAIL-DR4/DR5

Se utilizé el procedimiento descrito por Maldona-
do y colaboradores (11). Brevemente, después
de 48 horas de tratamiento de las células con el
extracto, se recolectaron por tripsinizacion, se
lavaron con tampén fosfato salino (PBS), frio, y
se incubaron en oscuridad (30 min, 4°C) con el
anticuerpo monoclonal de isotipo anti-lgG de ra-
ton acoplados al fluorocromo Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC) (BD Biosciences, Belgium);
0 se incubaron con los anticuerpos monoclonales
anti-humano-DR4 y anti-humano-DR5 de ratén,
ambos anticuerpos acoplados a FITC (Alexis Bio-
chemicals Co., Lausana, Suiza). La fluorescencia
se midi6 en un citometro de flujo FACScan (BD
Biosciences, Belgium) a una velocidad de adqui-
sicion de 10.000 eventos/seg y se analiz6 con el
programa CellQuest Software (BD Biosciences,
Belgium).

Actividad de la Caspasa-3

Se midi6 con el estuche comercial Caspase-3 Assay
Colorimetric Kit (Sigma-Aldrich, Germany), siguiendo
las indicaciones del fabricante. El ensayo se basa
en la hidrélisis del péptido acetyl-Asp-Glu-Val-Asp
p-nitroanilide (Ac-DEVD-pNA) por la caspasa-3, re-
sultando en la liberacion de pNA, cuya concentracion
se calculd a partir de la OD a 405 nm y la curva de
calibracién de pNA. Los resultados se ajustaron al
contenido de proteina total, y la actividad se expres6
como nmol de p-NA/h/mg de proteina.

Determinacion del contenido total
de flavonoides

Se empled el ensayo colorimétrico con cloruro de
aluminio usado por Debnath en 2011 (16). Se adi-



cionaron a 25 pL de muestra o solucién estandar
125 L de agua destilada, luego 5 pL de solucion de
nitrato de sodio al 5% (v/v). La mezcla se incub6 por
5 minutos. Posteriormente, 10% (v/v) de solucion
de cloruro de aluminio fue mezclado con 15 pL de la
mezcla anterior. Finalmente la absorbancia se leyd
a 510 nmYy el contenido de flavonoides se expresé
como mg catequina/100 g de liofilizado.

Determinacion de carotenoides

Se usé el método descrito por Biswas y colabora-
dores en 2011 (17). Se tomd en un tubo de ensayo
con 1 g de muestra, se adicionaron 5 mL de acetona
fria, se dejo reposar alrededor de 15 min en refrige-
rador (4°C), pasado este tiempo se agitd en vortex
por 2 min. El precipitado se re-extrajo con 5 mL de
acetona fria y se repitié todo el proceso anterior.
Ambos extractos acetonicos se mezclaron, luego
se filtraron en papel Whatmann No. 42 y se deter-
mind la absorbancia en un espectrofotémetro UV-Vis
Thermo Scientific Genesys 20® a longitud de onda
de 449 nm. La concentracién de carotenoides se
estipulé mediante la curva de calibracion respectiva,
utilizando -Caroteno como sustancia patron.

ORAC (Capacidad de absorcion de radicales
del oxigeno)

Se midid la actividad antioxidante del extracto con-
tra el radical peroxilo 2,2 -Azo-bis(2-amidinopropa-
no) dihydrochlorido (AAPH) generado a 37°C (18).
La fluoresceina (FL) se us6 como sonda, cuya
disminucién indica la cantidad del radical peroxilo
inhibido. Los resultados se expresaron como pumol
Trolox/100g de liofilizado respecto a una curva de
calibracién de Trolox.

Capacidad atrapadora de especies reactivas
del oxigeno (ROS) y especies reactivas del
nitrégeno (RNS) totales

Se mezclaron 0,3 M A2,2 -Azo-bis(2-amidinopro-
pano) dihydrochlorido (AAPH), 2,4 mM 2,7-diclo-

rofluoresceina diacetato y tampon fosfato salino
(PBS) con o sin extracto por 10 min. Los resulta-
dos se expresaron como mol de Trolox/100 g de
liofilizado o L de solucion del extracto (18).

Evaluacion de la capacidad atrapadora de
radicales hidroxilos

Se mezclaron tereftalato de sodio 1x10* M, tam-
pon fosfato salino (PBS), el extracto de uchuva,
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1x10-2 M
y Fe*? 1 x 102 M. La mezcla se incub6 por 6 min
con aireacion constante y a temperatura ambien-
te. Se midié la fluorescencia a excitaciéon 326 nmy
emision 432 nm por 10 nm. Los resultados se ex-
presaron como pmol DMSO / 100g liofilizado (18).

Andlisis estadisticos

Los resultados se analizaron con GraphPad Prism
version 5.00 para Windows, (GraphPad Software,
San Diego California, USA). Los datos se expresa-
ron como promedio + error estandar de la media
(ESM). Las diferencias estadisticas se evaluaron
con la prueba t-Student o ANOVA de una via y post-
test de comparaciones multiples Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS

Efecto citotoxico selectivo y en el crecimiento
celular

La citotoxicidad increment6 en forma dependiente
de la dosis entre 25-400 pug/mL para SW480 (fi-
gura 1A) y a partir de 50 pg/mL para SW620 (figu-
ra 1B). Esto se ve reflejado a su vez en el aumento
del porcentaje de inhibicion de la viabilidad celular
dependiente de la concentracion del extracto, lo
que indica un efecto citotdxico de la uchuva so-
bre estas células cancerigenas. Las concentra-
ciones con mayor efecto citotéxico fueron 100,
200 y 400 pg/ml, las cuales alcanzan porcentajes
de inhibicion mayores de 30%, en SW620 y mas
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Figura 1. Efecto citotdxico en células SW480 (A), SW620 (B) y VERO (C)

Las células (1 x 10°) fueron expuestas a diferentes concentraciones de uchuva (25 a 400 pg/mL) por 48 h. La cdrcuma fue empleada como
control positivo. Los datos son promedio + error estdndar de la media (n =3). Diferencias estadisticas entre los grupos de tratamiento fue-
ron determinadas por la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Para cada linea celular, las columnas que no comparten el indice
difieren significativamente az=b #c, 8’ =b’#c = d’ (A, B: **p<0,001).
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de 40% en SW480 (figura 1A). En SW480 las
concentraciones de 200 y 400 pg/ml inhibieron
mas del 50% de la viabilidad celular, superando
la carcuma (control positivo), cuyo porcentaje de
inhibicion fue del 45%. En SW620 solo 400 pg/ml
alcanza el 50% de la inhibicion, lo que es igual
al porcentaje de inhibicion de la curcuma (figu-
ra 1B). El valor IC, para el extracto de uchuva
en células SW480 fue 44,2 pg/mL y para SW620
fue 85,1 pg/mL.

Para calcular el indice de selectividad se realizo el
mismo tratamiento a células VERO con el extracto
acuoso de uchuva, primero se calcul6 el % de inhi-
bicion de viabilidad, luego su IC, y posteriormente
se aplicd la ecuacion descrita en la seccion de ma-
teriales y métodos. Mientras que la viabilidad de
las células VERO bajo las mismas condiciones fue
19,3% y 30,6% a 200 pg/mL y 400 pg/mL, respec-
tivamente, cuyo IC,; fue 514,2 pg/mL (figura 1C).
Al calcular el indice de selectividad (tabla 1) se
encontr6 que el extracto acuoso fue mas citotdxi-
co para las células SW480 y SW620 que para las

células no-malignas VERO, siendo méas sensibles
las células SW480.

Tabla 1. Valores de IC, e indice de selectividad (Sl)
del extracto acuoso de la fruta uchuva.

Linea celular IC,, (ng/mL) Sl
SW480 442 11,6
SW620 85,1 6,0
VERO 514,2

El crecimiento celular de SW480 y SW620 dismi-
nuyé en forma dependiente de la concentracion y
del tiempo de exposicidn al extracto de uchuva. El
control positivo (circuma 100 pg/mL) tuvo un efecto
en la reduccién del crecimiento de SW480 del 83%
y del 72,3% con respecto a las células no-tratadas.
La disminucién del crecimiento de células SW480
fue 35% (25 pg/mL), 38,7% (50 pg/mL), 53,5%
(100 pg/mL), y 74,8% (200 pg/mL) con respecto a
las células no-tratadas (figura 2 A).

1.51
a2 B -+ Control negativo (no-tratadas)
=] & uchuva 25 pg/mi
§ g huva 50ug/mi
210 £ 1.0 — uchuva 50ug
B - = uchuva 100 pg/mi
E § ~ Uchuva 200 ug/mi
@ =
§ 0.5 g 0.5 -@- Carcuma 100 pg/mi
8 ]
0.0+ T T 1 0.0+ T T 1
0 24 48 72 0 24 48 72

Tiempo (horas)

Tiempo (horas)

Figura 2. Efecto del extracto de uchuva (80 pg/mL) en el crecimiento de células SW480 (A) y SW620 (B)

Las células (1 x 10°) fueron expuestas a concentraciones de 25 a 200 ug/mL por 72 h. Las células control fueron tratadas con el vehiculo
del extracto (agua ultrapura). La crcuma fue empleada como control positivo. Los datos son expresados como promedio + error estandar

de la media (n =3).
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Intensidad de fluorescencia

Figura 3. Induccion de la muerte de células SW480 y SW620 tratadas con el extracto de uchuva (80 ug/mL)

Andlisis (A) de células hipodiploides (regién subG0/G1) por citometria de flujo después del tratamiento por 48h. Los datos son expresados
como promedio + error estandar de la media (n =3). (B) Histogramas representativos de citometria de flujo del ciclo celular por IP. Para
cada linea celular los tratamientos fueron significativos respecto al control (SW480: p<0,0234; SW620: p<0,0008, segin ANOVA y prueba
de comparaciones multiples Tukey).
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Un efecto similar se observé en las células SW620
(11,7% a 25 pg/mL, 40% a 50 pg/mL, 50,3% a
100 pg/mL y 64,9% a 200 pg/mL) a las mismas
concentraciones (figura 2B).

Efecto en la muerte celular

La figura 3 muestra que el porcentaje de células
SW480 y SW620 en la regiéon SubGO0/G1 incre-
ment6 14,8% y 13,7%, respectivamente, después
de 48 h de tratamiento con el extracto de uchuva
(80 pg/mL) en comparacién con las células no tra-
tadas. Bajo estas mismas condiciones se indujo
un aumento significativo de células apoptoticas en
SW480 (19%) y SW620 (21%) con respecto a las
células no-tratadas (figura 4).

Expresion de receptores TRAIL-DR4/DR5
y actividad de la caspasa-3

En la figura 5A se muestra que en células SW480
tratadas con el extracto por 48 h, los receptores
TRAIL-DR4 y -DR5 incrementaron hasta 79% vy
73%, y en SW620 aumentaron hasta 70% y 67%,
respectivamente, en comparacion con las células
no-tratadas (control). Adicionalmente, el extracto
de uchuva incremento la actividad de caspasa-3
en las células SW480 (figura 5B) y las células
SW620 (figura 5C) durante 72 h, evento que ocu-
ri6 en paralelo con el aumento de células hipodi-
ploides y apoptdticas en ambas lineas celulares
con respecto a sus respectivos controles.

Analisis fitoquimico y actividad antioxidante

Se encontré un contenido mayor de flavonoides
totales y menor de carotenoides en el extracto de
uchuva liofilizado (tabla 2). Aunque la capacidad
antioxidante del liofilizado de uchuva fue menor
frente a la clircuma, en solucién la actividad antioxi-
dante de la fruta aumento (tabla 3). Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas para
los valores de ORAC y la capacidad atrapadora de
ROS y RNS entre el extracto acuoso de circuma
(control positivo) y el respectivo de uchuva.

DISCUSION

En el presente estudio se observo por primera vez
que el fruto de Physalis peruviana (uchuva) tuvo
efecto citotoxico, selectivo y redujo el crecimiento
de células de adenocarcinoma y metastasicas de
colon, con alteracion del ciclo celular, evidenciado
con el aumento en el porcentaje de células hipodi-
ploides y la induccion de apoptosis con activacién
de la caspasa-3 e incremento en la expresion de
los receptores de muerte celular TRAIL-DR4/-
DR5, estos ultimos implicados en la transduccién
de sefales apoptdticas (19, 20). La apoptosis es
uno de los procesos de muerte celular mas amplia-
mente reconocidos como mecanismo de quimiopre-
vencion para el cancer colorrectal, porque permite
desde un punto de vista preventivo eliminar las
células anormales sin afectar las células vivas no-
malignas (21).

La caspasa-3 es una proteina efectora que se ac-
tiva tanto en la via mediada por receptores (ex-
trinseca) como en la via intrinseca (mitocondrial).
Su activacion va seguida de contraccion celular,
condensacion de la cromatina, fragmentacién del
ADN cromosomico y degradacion de proteinas,
que finalmente ocasionan la muerte celular (22).
La diferencia de actividad de caspasa-3 observa-
da entre SW620 y SW480, y la semejanza en el
porcentaje de células apoptéticas y de la expre-
sion de TRAIL-DR4/-DR5 en ambas lineas celula-
res, podria ser debido a que las vias de activacién
de la apoptosis son diferentes en cada linea celu-
lar, lo que requiere estudios adicionales para su
descripcién detallada.

Las células SW620 se caracterizan por no expre-
sar TRAIL-DR4/-DR5, confiriéndole caracter resis-
tente a su respectivo ligando TRAIL, que es produ-
cido por macréfagos o células asesinas naturales
(23). Sin embargo, se ha demostrado que esta
resistencia puede ser superada por la aplicacién
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Figura 4. Induccion de apoptosis con el extracto de uchuva (80 pg/mL) por 48h en células SW480 y SW620

(A) Porcentaje de células apoptéticas detectadas por Anexina-V (promedio + error estandar de la media, n =3, p <0,05). Las columnas que
no comparten el indice tienen diferencia significativaa=b=cya’ #b’ p <0,05.
(B) Diagramas de puntos representativos de citometria de flujo de anexina-V/IP.
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Figura 5. Analisis de la expresion de los receptores TRAIL- DR4/DR5 (A) y de la actividad de caspasa-3 en células
SW480 (B) y SW620 (C) tratadas 0 no con uchuva (80 pg/mL) por 48 6 72 h

Las células fueron recolectadas e incubadas con los anticuerpos monoclonales anti-DR4/-DR5-FITC o para medir la actividad de la cas-
pasa-3 por colorimetria. (A) Los datos promedio + error estandar de la media, n=3 son representados como el porcentaje de células que
expresan los receptores TRAIL-DR4/-DR5 (***p <0,001, *p <0,05 control vs. tratadas, prueba t de Student). (B) y (C) Los datos son nmol
de pNA liberado/mg proteina total (promedio + error estandar de la media, n=3).
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Tabla 2. Contenido de flavonoides y carotenoides totales del extracto acuoso de uchuva

Flavonoides Carotenoides
(mg catequina / 100 g de liofilizado fresco) (mg beta caroteno/100 g liofilizado fresco )
Muestra (n=3) (n=3)
X+ESM X+ESM
Extracto acuoso de uchuva 487,175 0,9+0,01

X+ESM = Promedio + error estandar de la media.

Tabla 3. Capacidad antioxidante del extracto acuoso de uchuva

ORAC hidrofilico

Capacidad atrapadora de ROS y

Capacidad atrapadora de radical

RNS totales hidroxilo
pmol Trolox pmol Trolox / pmol Trolox pmol Trolox/ L pmol DMSO / pmol DMSO /L
/100 g L solucién /100 ¢ solucion 100 g liofilizado solucion
Muestra o .
liofilizado liofilizado
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
X+ESM XzESM X+ESM X+ESM X+ESM X+ESM
Curcuma 273875,1+2,4 127351,9+1,1 114095,6+1,8 53054,5+8,1 15824360,2+2,9 7358327,5+1,4
Uchuva 6795,1+1,1 23171,3£3,7 4229,7+1,7 14423,315,6 40803,9+3,7 139141,3+1,3
Valor de p* 0,3 0,2 0,7 0,4 0,8 0,6

X+ESM = Promedio + error estandar de la media.
*Valores de p segun la prueba t de Student.

combinada de compuestos naturales con TRAIL
(11, 24-25), capaces de aumentar la expresion de
estos receptores o0 su sensibilidad al ligando, como
estrategia promisoria para la terapia del cancer.

Por otra parte, la actividad antioxidante de frutas y
verduras es un atributo que puede favorecer con
la disminucidn en la incidencia del cancer, propie-
dad atribuida a las vitaminas C, E, A, el selenio y
compuestos flavonoides y fendlicos por su capa-
cidad antioxidante o de remocién de las especies
reactivas del oxigeno (ROS), con efecto directo en
la disminucién del dafio celular (21, 26). En este
trabajo, el extracto acuoso de uchuva no mostro
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una actividad antioxidante relevante en compa-
racidn con otras frutas con actividad antioxidante
mayor, como la Passiflora mollisima (18), Passiflo-
ra edulis, Anacardium occidentale (27) Vaccinium
meridionale Swartz (28).

En el presente estudio se cuantificd el contenido
de flavonoides y carotenoides totales, metabolitos
secundarios determinantes en la actividad antioxi-
dante de las frutas; se encontr6 en 100 g del ex-
tracto un contenido de 487,1 mg de flavonoides y
0,9 mg de carotenoides. Los flavonoides ademas
de su actividad antioxidante, pueden afectar la
carcinogénesis induciendo la fragmentacion del



DNA, deteniendo el ciclo celular, activando cas-
pasas efectoras de muerte celular e induciendo
apoptosis (29). Respecto a los carotenoides, pig-
mentos liposolubles que se presentan como .,
B—, v, Ay e=carotenos; son considerados agen-
tes antioxidantes porque protegen los lipidos de la
peroxidacion por radicales libres (30). En uchuva
se han encontrado 22 tipos de carotenoides prin-
cipalmente todo-trans-p-Caroteno que correspon-
den al 76,8% de esta clase de moléculas (31). Sin
embargo, el bajo contenido de estas sustancias en
el extracto analizado puede ser debido a la baja
solubilidad de los carotenos en el agua, lo que lle-
v0 a una pérdida considerable del contenido de los
mismos y por ende la baja actividad antioxidante
de la uchuva.

Otras sustancias como witandlidos y physalinas,
las cuales se han detectado en este fruto y poseen
capacidad antioxidante, citotoxica, antiinflama-
toria, antimicrobial y antitumoral (31-33), pueden
participar sinérgicamente en el efecto anticanceri-
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