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RESUMEN

Los polifenoles son compuestos bioactivos de gran interés por sus potenciales efectos
benéficos para la salud, particularmente en la incidencia de enfermedades cardiovasculares,
inflamatorias y el cancer. El Bactris guineensis, conocido como giiiscoyol, es un fruto que
se encuentra en el Pacifico centroamericano y en el norte de Suramérica. Los pocos estudios
que han caracterizado la composicion fitoquimica del Bactris guineensis han determinado
que tiene un alto contenido en polifenoles, especificamente antocianinas. Esta investigacion
evaluo la actividad bioldgica de un extracto de polifenoles del fruto de giliiscoyol, mediante
la determinacion de sus propiedades antioxidantes y su posible efecto citotoxico sobre lineas
celulares tumorales. Se utilizaron frutos maduros recolectados en Guanacaste para realizar
una extraccion de polifenoles (EPG). Su caracterizacion fitoquimica se realiz6 mediante de
cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria de masas. Se determiné la cantidad
de polifenoles y antocianinas totales presentes en el EPG. La actividad antioxidante del EPG
se estableci6 mediante pruebas fisicoquimicas con lo métodos DPPH, determinacién de
oxido nitrico y ORAC; asi como mediante la determinacion de la inhibicion intracelular de
las especies reactivas al oxigeno (ROS) y la inhibicidon sobre la peroxidacion lipidica en
eritrocitos y en homogenizados de higado de rata. La actividad citotoxica se evalud por
ensayos con MTT en dos lineas celulares tumorales y una no tumoral como control.
Adicionalmente, se evalud el efecto pro-apoptotico del extracto mediante citometria de flujo
y tincion con anexina/PI. En el extracto se identificaron catequinas, epicatequinas; dimeros,
trimeros, tetrdmeros de procianidinas, cianidina-3-glucésido, cianidina-3-rutinosido y
quercetina-3-rutinosido. El contenido de polifenoles totales fue de 551,3 + 16,3 mg
equivalentes de acido galico/100 g extracto y el de antocianinas de 438,33 + 8,3 mg
equivalentes de cianidina-3-glucosido/100 g extracto. El EPG present6 un valor de ORAC
de 9791 £ 390 umol TE/g extracto. A una concentracion de 3,3 = 0,2 pg/mL (ICso), el EPG
logré reducir al 50% la concentracion del radical DPPH vy la inhibicion de la produccion de
6xido nitrico a una concentracion de 324 + 11 pg/mL (ICso). La concentracion para disminuir
al 50% los ROS intracelulares fue de 153 + 13 pg/mL, y para disminuir al 50% la produccién
de sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico, en homogenizados de higado de rata, fue de
52,8 £ 3,7 ng/mL. A una concentracion de 12,5 pg/mL, el EPG inhibi6 la hemolisis de
eritrocitos de forma similar a la quercetina 40 pM. Los ensayos de citotoxicidad mostraron
un ICso de 113,6 &+ 2,4 pg/mL para células de adenocarcinoma géstrico (AGS) y 16,2 + 1,5
pg/mL para células de adenocarcinomas de colon metastasico (SW620). La citotoxicidad
sobre células no tumorales mostrd un ICso de 175,8 + 16,4 pg/mL. Un 69% de las células
evidencid estar en un proceso de apoptosis después de un tratamiento por 48 h con 20 pg/mL
del extracto. El giiiscoyol, por su alto contenido en polifenoles y su actividad antioxidante y
citotoxica selectiva podria considerarse una fruta con un alto potencial como antioxidante y
alimento funcional. Sin embargo, es necesario validar los resultados del presente estudio en
modelos in vivo.
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INTRODUCCION

La aparicion y la severidad de muchas enfermedades que afectan a los seres humanos
se asocia con un estado fisioldgico caracterizado por dafio oxidativo (1,2), producido por un
desequilibrio entre las velocidades de produccion y de eliminacion de especies altamente
reactivas al oxigeno (ROS). El aumento en la produccion de radicales libres y ROS, junto
con la disminucién de las defensas antioxidantes del organismo provoca dafio en
macromoléculas, alteraciones en el metabolismo y en la fisiologia normal (3,4). En situacion
normal, la produccion de radicales libres es constante en una concentracion determinada y es
neutralizada por las defensas antioxidantes endogenas y exdgenas. Los antioxidantes
exogenos ingresan al organismo por la via de los alimentos y pueden neutralizar parte de este

dafio (3,5-8).

El consumo de frutas ricas en antioxidantes podria tener un efecto beneficioso en la
prevencion de muchas enfermedades, por su contenido de polifenoles. Estudios
epidemioldgicos han resaltado que el consumo de este tipo de compuestos reduce el riesgo
de aparicion de ciertas enfermedades, sobre todo las de origen cardiovascular y tumoral (9—

12).

La mayoria de los reportes de la capacidad antioxidante y propiedades bioldgicas de
polifenoles provienen de frutas de otras regiones del mundo y son pocos los estudios que
caracterizan la actividad biologica de las frutas tradicionales costarricenses. La
determinacion de estas actividades bioldgicas permite la comparacion con otras frutas
ampliamente estudiadas a nivel internacional y puede resultar en el hallazgo de un alimento
a ser incorporado en la dieta diaria de la poblacion. Este trabajo pretende determinar el perfil
basico de capacidad antioxidante y el potencial citotoxico en lineas celulares tumorales del

giiiscoyol (Bactris guineensis), una fruta que se encuentra en nuestro pais.



MARCO TEORICO

Bactris spp.

El género Bactris pertenece a la familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae, tribu
Cocoseae, subtribu Bactridinae (13). Este género tiene una gran variedad de especies
distribuidas principalmente en América Central y América del Sur; se encuentra en zonas de
poca o mediana elevacion (entre 10 y 1000 m.s.n.m) (14-18), siendo la zona del Amazonas

la que tiene mayor cantidad de especies (13).

Las plantas de este género tienen tallos espinosos, delgados y bajos, con hojas segiin
la especie y flores de vida corta. Los frutos determinan la relacion taxonémica entre las
especies, primordialmente por su coloracion, la cual abarca una gama de colores desde
amarillos, anaranjados y rojos, verdes, morados, cafés y hasta negros. La coloracion varia
con la ubicacién geografica, observandose frutos anaranjados en la costa pacifica de
Colombia y Ecuador y la costa atlantica de Centroamérica, mientras que en el Amazonas
predominan las especies de frutos morados. Su composicion es variada y puede tener

diferencias en cuanto a la cantidad de fibra y jugo (15).

Estas especies reciben diferentes nombres comunes dependiendo del pais en el que
se encuentren y se les reportan usos populares muy variados, desde la elaboracion de collares
y pisos, construccion de canastas con su palma, hasta el consumo de sus frutos en alimentos
y bebidas; se les conoce una variedad de usos etnomédicos desde el alivio de dolor estomacal

hasta antidoto para picaduras de serpientes (15).

La especie mas conocida es el Bactris gasipaes que tiene dos variedades: una
cultivada en Centroamérica y el norte de Suramérica y otra localizada en la region andina.
Sus frutos, conocidos popularmente en Costa Rica con el nombre de pejibaye, son parte
importante de la dieta de estas regiones y en algin momento fueron de suma importancia en
ceremonias y rituales indigenas (13,19,20). El pejibaye tiene una composicion fitoquimica
variada, es una fruta con un bajo indice glicémico y alto valor energético. Tiene un alto valor

nutritivo por ser fuente de grasas, minerales y compuestos bioactivos como los carotenoides.
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La literatura reporta que este fruto es fuente de lisina, metionina, triptéfano, potasio, selenio,
hierro y cromo; almidon, fibra soluble, niacina, retinol, riboflavina y tiamina. Contiene
acidos grasos omega 3, 6 y 9, entre ellos acido oleico, palmitico, linoleico, palmitoleico,
linolénico y estearico; posee diversos esteroles como colesterol, campesterol, estigmasterol
y B-sitosterol. Dentro de sus componentes mas importantes se encuentran los carotenoides
que le dan su color caracteristico. Su pulpa o mesocarpo es rico en B-caroteno y licopeno en
niveles variables, siendo mayores cuando la cascara y la pulpa presentan una coloracion mas

roja (16,20-22).

Otra especie de esta familia, ampliamente utilizada como alimento, es el Bactris
guineensis. También conocida como Bactris minor (23), es una palma mediana, de tallo
erecto, delgado y cubierto de espinas, de poca altura que alcanza su madurez alrededor de los

5 afios (15,17).

Se puede encontrar en el pacifico centroamericano de Nicaragua y Costa Rica; en
Panama, el norte de Colombia y Venezuela, en 4reas con estaciones secas marcadas
(14,24,25), amenos de 100 m.s.n. (15,18). En el caribe colombiano se le conoce como palma
de lata, corozo de lata, uvita de lata, coyol, lata; de sus frutos se elabora una bebida
refrescante para consumo humano, confituras, dulces artesanales (15,17,24,26) y bebidas
alcohdlicas o fermentadas (1,18,19,24); su madera se ha utilizado en la construccion de

viviendas (15,18).

En Costa Rica se tienen varias especies de Bactris, cominmente en las provincias de
Guanacaste, Puntarenas, Alajuela, Heredia y Limoén (14). Entre ellas, se reconocen el Bactris
gasipaes y el Bactris guineensis (19). Esta Gltima especie es cominmente conocida como
giiiscoyol, huiscoyol, uvita, uvita de monte o vizcoyol y es posible encontrarla en la vertiente
del Pacifico, en bosques secos o de transicion, desde el norte del pais hasta cerca de Barranca
y Tivives (1,25); asi como en los margenes de los caminos hacia Playa Blanca en el Sector

Murciélago y hacia Playa Potrero Grande en el Sector Santa Elena, en Guanacaste (25).
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Los frutos del Bactris guineensis son comestibles, miden de 2 a 6 cm de largo, tienen
diversas coloraciones desde rojas hasta moradas y se encuentran en racimos; en su interior

hay una sola semilla rodeada por una pulpa fibrosa de sabor acido (1,15,17,24).

Figura 1. Giiiscoyol recolectado en la provincia de Guanacaste

Los pocos estudios que han caracterizado la composicion fitoquimica del Bactris
guineensis han determinado la presencia de polifenoles, especificamente antocianinas, en el
fruto. En Colombia, Sequeda-Castanieda et al. (2010) (17) determinaron una cantidad de
polifenoles totales de 78,1 + 4,3 de equivalentes de acido galico (GAE) en 100 g de un
extracto de pulpa cruda de giiiscoyol. Igualmente reportaron una mezcla de antocianinas en
el extracto, dos en mayor proporcion: la cianidina-3-rutinésido y la cianidina-3-glucésido y
cuatro minoritarias: peonidina-3-rutindsido, peonidina-3-glucosido, cianidina-3-(6-O-

malonil) glucésido, y la cianidina-3-sambubidsido (17,18,24).

La presencia de estos compuestos fue correlacionada con la actividad antioxidante
del giiiscoyol por Osorio et al. (2011) (18), Rojano ef al. (2012) (24) y Sequeda-Castafieda
et al. (2016) (23), mediante su actividad barredora de los radicales DPPH y ABTS. Un
extracto rico en antocianinas causo una reduccion total del DPPH en menos de 15 min,
principalmente por la accion de las antocianinas mayoritarias, mientras que la cianidina-3-
glucosido fue la mdas activa para barrer el radical ABTS. El extracto metandlico de B.
guineensis demostrd una actividad antioxidante ligeramente mayor que la actividad de la

vitamina C (23).
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Segun Rojano et al. (2012) (24), el contenido de polifenoles totales en la fruta de
giiiscoyol es responsable de la actividad contra radicales de oxigeno, medida por el método
ORAUC, la cual es similar a la que presentan otras frutas del tipo de las cerezas y duplica los

valores obtenidos con infusiones acuosas de variedades de café colombiano (24).

El trabajo de Sequeda-Castaneda er al. (2016) (23) determind la actividad
antioxidante del giiiscoyol en una linea celular sometida a estrés oxidativo generado por un
estimulo toxico. También es el primero en reportar la actividad protectora del B. guineensis
sobre la viabilidad de la linea celular de fibrosarcoma HT1080, sometida al efecto de la
rotenona. A una concentracion de 100 pg/mL, el extracto evité la disminucion en la

viabilidad celular inducida por el pesticida (23).

Lopez et al. (2017) (27) evaluaron la actividad neuroprotectora del giiiscoyol.
Demostraron que extractos de pulpa y semilla de B. guineensis protegen las neuronas y los

astrocitos del dafio causado por el estrés oxidativo inducido por rotenona.

Antioxidantes

Generalidades

Los seres humanos, al igual que todas las especies aerobias, necesitan de oxigeno para
sus funciones vitales. La utilizacién y el metabolismo del oxigeno conlleva la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que tienen funciones beneficiosas en procesos
fisiologicos de neurotransmision, de respuesta inmunoldgica a infecciones y al crecimiento
de tumores. EIl balance entre las reacciones de oxidacion y reduccion es importante para
mantener un adecuado nivel de ROS en el cuerpo que permita la activacion de sus defensas
antioxidantes endogenas y con ello la disminucion en el riesgo de aparicion de enfermedades
cronicas (5,6,26,28-30). Sin embargo, también tienen efectos perjudiciales si no son
adecuadamente contrarrestadas por estos sistemas de defensa antioxidante del organismo.
Un aumento de estas especies reactivas, junto con la disminucion de las defensas
antioxidantes del organismo, provoca dafio en macromoléculas, alteraciones en el
metabolismo y en la fisiologia normal (3,4,31), causando procesos como la peroxidacion

lipidica, la oxidaciéon a proteinas (6,9,32,33), el dafio a la estructura del ADN y a la
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modulacion de genes, entre otros. Todos estos dafios a las macromoléculas se han relacionado
con enfermedades degenerativas como la aterosclerosis, el cancer, el asma, la artritis, los

eventos cardiovasculares y otras patologias (3,9,33-35).

El sistema antioxidante puede ser reforzado o debilitado por factores externos como
la dieta, el ejercicio, el tabaquismo, el consumo de vitaminas, entre otros. En la actualidad es
bien conocido que el desarrollo, la aparicion y la severidad de muchas enfermedades que

afectan a los seres humanos estan asociadas a desbalances en los sistemas antioxidantes (36).

De forma general, un antioxidante es aquella sustancia que a bajas concentraciones
retrasa o inhibe de manera considerable la oxidacién provocada por los radicales libres,
degradandolos o transforméandolos en productos menos reactivos (37—41). Pueden actuar de
distintas maneras, entre ellas removiendo o disminuyendo la concentracion local de oxigeno
u oxigeno singlete y de otras especies reactivas al oxigeno; removiendo o neutralizando iones
metalicos con accion catalitica; barriendo radicales libres que inician reacciones de
oxidacion; rompiendo la reaccion en cadena de la oxidacidn; reparando biomoléculas
dafiadas por las ROS; disminuyendo las especies reactivas al nitrégeno (3,7,8,8,37,42,43),
modulando la expresion de genes relacionados con las defensas antioxidantes enddgenas,
alterando la concentracion de sustancias reductoras y afectando los mecanismos de
senalizacion celular. Sus efectos dependen de su estructura quimica, del material a oxidar, la

concentracion del oxidante y el ambiente en el que actiien los oxidantes (5,29,30,37,44,45).

Los antioxidantes pueden encontrarse en el organismo (enddgenos) o pueden ser
adquiridos externamente por medio de la dieta (exdgenos) (3,5,6,33). Entre los antioxidantes
enddgenos se encuentran una serie de complejos enzimaticos que controlan y regulan
permanentemente la producciéon de ROS y otros radicales libres en la célula (6). Estos
complejos incluyen enzimas como la superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation
peroxidasa, o bien moléculas como glutation, la coenzima Q y proteinas antioxidantes como
la transferrina, la lactoferrina, la ceruloplasmina y la albimina (5,46-50).

Los antioxidantes exdgenos son muy diversos y entre los mas importantes se

encuentran: el acido ascorbico que se ha relacionado con la prevencion de enfermedades
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como el cancer, la enfermedad cardiaca y el resfrio comun (7,9,33); los tocoferoles, unos de
los antioxidantes mas abundantes que forman parte de las membranas biologicas y tienen
funciones protectoras sobre sus acidos grasos poliinsaturados (3,9,33); los carotenoides, que
juegan un papel importante en la prevencion de enfermedades cuya etiologia comienza con
el dafio oxidativo, incluyendo el céncer, la aterosclerosis, alteraciones oculares como
cataratas o degeneracion macular y el envejecimiento prematuro de la piel (9,51,52); y los
polifenoles, que pueden retardar o prevenir reacciones de oxidacion y formar radicales

estables (53-55).

Polifenoles

Los polifenoles constituyen un grupo variado de metabolitos secundarios cuya
estructura comin se compone de un anillo aromatico, varios grupos hidroxilo y diversas
sustituciones (9,49,56—60); son compuestos que se encuentran ampliamente distribuidos en
vegetales, frutas, té, vino, cacao, semillas y otros alimentos (59,61-66). En las plantas
cumplen funciones de defensa contra el dafo ocasionado por los radicales libres a las
proteinas, carbohidratos, lipidos y al ADN; son generados como reaccion a condiciones
adversas como las bajas temperaturas, la luz ultravioleta, una nutricion pobre, el ataque de
patdgenos, las lesiones a la integridad celular e inclusive el dafio debido a su propio

metabolismo (10,54,67,68).

Los polifenoles neutralizan especies reactivas al oxigeno y al nitrogeno. Su
mecanismo como antioxidantes parece estar relacionado con su capacidad para donar
hidrégeno y quelar iones metalicos (9,67,69-71), transformandose en radicales estables que
no intervienen en otras reacciones facilmente (49,53,55,69,72). También activan vias
enzimaticas de forma independiente a sus propiedades antioxidantes; regulan la produccion
de oxido nitrico, modulan la actividad de los leucocitos, la inhibicion de la proliferacion
celular y la angiogénesis, entre otras acciones (73,74). Pueden actuar como prooxidantes,
dependiendo de las condiciones en las que se encuentren como: alta concentracion del
polifenol, presencia de iones metalicos, pH elevado, dafio sostenido, la fuente de radicales

libres, entre otras (9,62,68,75,76). De esta manera, causan acciones como: dafio al ADN,
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reacciones de peroxidacion lipidica (68,77) e induccion de apoptosis, propiedad que podria

explicar su potencial actividad citotoxica (53,77-80).

Clasificacion de los polifenoles

Los polifenoles se dividen, segiin su estructura, en: acidos fendlicos, lignanos,

cumarinas y flavonoides (3,9,11,57,71,72,78).

Los acidos fendlicos se dividen en derivados del 4cido hidroxibenzoico y derivados
del 4cido hidroxicindmico, cuyos compuestos son comunes en plantas, especialmente los de
estos ultimos. Ambos grupos tienen diferencias en los patrones de hidroxilacion y
metoxilacion de sus anillos aromadticos. El acido gélico es el mds comun de los acidos
fendlicos y es el precursor de taninos hidrolizables (galotaninos, elagitaninos y otros
derivados de acido galico), hidroxicinamatos (4cido cafeico, acido ferulico y acido sinépico)
y estilbenos (resveratrol y sus derivados). Los acidos fendlicos se comportan como
antioxidantes gracias a las sustituciones hidroxilo y metoxilo en el anillo aromatico,

principalmente barriendo radicales libres al donar un 4&tomo de hidrégeno (53,56,59).

Los lignanos tienen su origen en el 4cido cinamico y se componen de dos unidades
de un anillo de fenilpropano, con diferentes sustituciones en sus anillos aromaticos. Se

encuentran en su forma glicosilada en muchas plantas (81,82).

Las cumarinas (1,2-benzopironas o fenilpropanoides) constituyen una clase de
compuestos fendlicos de bencenos fusionados y anillos de alfa pironas. Se encuentran
ampliamente distribuidas en las plantas como metabolitos secundarios y presentan una gran
diversidad de actividades bioldgicas. Se ha reportado que estas actividades tienen relacion
con las sustituciones presentes en su estructura basica. Las hidroxicumarinas, por ejemplo,
son antioxidantes potentes y pueden prevenir el dafio oxidativo al barrer radicales libres (83—
85).

Los flavonoides estan conformados por compuestos de 15 carbonos con dos anillos
aromaticos unidos por un puente de 3 carbonos (C6-C3-C6), con multiples sustituciones en

el anillo B (53,56,68,72) (figura 2).



Figura 2. Estructura basica de los flavonoides
Tomado de Heim ef al. (2002) (71)

Estas particularidades en su estructura subdividen a los flavonoides en tres grupos
principales: estilbenos, taninos hidrolizables y flavanoides. A su vez los flavanoides se
dividen en: flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavononoles, flavanoles o

catequinas y antocianinas (12,45,56,59,73,86), tal como se observa en la figura 3.
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Figura 3. Clasificacion de polifenoles
Modificado de Shahidi y Ambigaipalan (2015) (59)
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Los flavonoles son la subclase mas extensa de flavonoides entre las plantas, con
estructuras y sustituciones variadas; los principales flavonoles en la dieta son el kemferol, la
quercetina y la mircetina. Otro subgrupo, las flavanonas, se encuentra en altas
concentraciones en los citricos, siendo la mas comun la hesperetina-7-O-rutésido. Por su
parte, las isoflavonas se encuentran exclusivamente en las leguminosas como la soya

(56,86,87).

Los flavanoles comprenden la subclase mas extensa desde el punto de vista
estructural, desde los mas simples como la catequina, hasta los mas complejos como las
proantocianidinas, de las cuales la mas importante es la procianidina formada por dos o mas
moléculas de catequina y epicatequinas. Estas ultimas se encuentran principalmente en frutas
como las peras, manzanas, nectarinas, melocotones, cerezas, ciruelas, mangos, entre muchas
otras; y en menor grado en vegetales y semillas, como avellanas, pecanas, pistachos,

almendras y otras (12,56,71,72).

Las antocianidinas son pigmentos hidrosolubles ampliamente distribuidos en las
plantas que se encuentran comunmente en conjugados glicosilados conocidos como
antocianinas. Las antocianinas son, por lo general, las responsables de la coloracion azulada,
roja, morada (88,89) o hasta negra de las plantas o frutas que las contienen, dependiendo del
pH y la presencia de co-pigmentos (90). Existen cientos de antocianinas en la naturaleza,
siendo las mds comunes la pelargonidina, cianidina, delfinina, peonina, petunidina y
malvidina (59,86,88,89). Se pueden obtener de vinos tintos, de cebolla roja, de algunas
variedades oscuras de soya y frijoles, de moras, frambuesas, arandanos, fresas y de otras
bayas (12,56,72,91), ademas de uvas rojas y frutos tropicales como el gliiscoyol (18,89) asi

como de otra gran variedad de frutas y vegetales.
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Relacion estructura-actividad de polifenoles

Los flavonoides constituyen uno de los grupos mas grandes de polifenoles, con
capacidad antioxidante in vitro mas potente que las vitaminas C y E (43,56). Los flavonoides
pueden barrer o inhibir la formacion de radicales superdxido, perhidroxilo, peroxido de
hidrogeno, hidroxilo, alcoxilo, peroxilo y oxigeno singulete (49,86), dependiendo de su

estructura basica y sustituciones.

La estructura bésica de los flavonoides consta de tres anillos fenolicos (figura 2): dos
anillos bencénicos (A, B) unidos por un pirano heterociclico (C). La clasificacion en
diferentes compuestos depende de la presencia de un doble enlace en el anillo C entre los
carbonos 2 y 3, las multiples hidroxilaciones en el anillo B; diversas metoxilaciones y
glicosilaciones con glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y rutosa, de preferencia en la posicion
3 (menos frecuentemente en la 7); y otras sustituciones (figura 4). En conjunto, estas
particularidades en su estructura determinan el potencial antioxidante (49,58,72,86,92) y las

propiedades bioldgicas (62,72,73).
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HO. O Z
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HO. (
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OH ©

Figura 4. Estructuras de distintos flavonoides
Modificado de Ren ef al. (2003) (93)
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El potencial antioxidante de los flavonoides en medios hidrofilicos es mayor cuantas
mas hidroxilaciones tenga el anillo B, ya que dispone de mas cantidad de hidrogenos y
electrones para donar y formar asi un radical flavonoide estable, que no interviene en otras
reacciones facilmente. Por esta razdn, la mircetina, quercetina y kempferol son barredores
de radicales muy eficientes por sus grupos hidroxilo en el anillo B (figura 5). Asimismo, la
ubicacion de los dobles enlaces les permite la deslocalizacion de electrones entre los anillos
y aumenta su potencial antioxidante. La catequina, en su forma aglicona, no es un buen
barredor de radicales, posiblemente por la falta del doble enlace entre C2 y C3 y la ausencia
del grupo oxo en el carbon 4 del anillo C (9,49,71,72,86,92,94). En medios lipofilicos, se
puede hacer la misma analogia en cuanto al mayor potencial antioxidante en presencia de
mayor numero de hidroxilaciones en posiciones clave, sin embargo, no parece suceder lo

mismo con la cantidad y posicion de dobles enlaces en los anillos aromaticos (43,72).

OH
OH

HO

OH
OH o

Figura 5. Relacion estructura-actividad de la quercetina
Tomado de Williams et al. (2004) (94)

La capacidad prooxidante de estos compuestos viene determinada por la cantidad de
hidroxilaciones de los anillos (60,95), la cantidad y tipo de metales presentes, el medio
biologico en el que se dé la reaccion y la concentracion del flavonoide (76,96,97). Esta
actividad prooxidante pareciera ser especialmente fuerte cuando el anillo B contiene grupos
hidroxilo en los carbonos 3"y 4" (dihidroxiflavonoides), ya que se produce una oxidacion del

flavonoide que se une con macromoléculas en busca de electrones que lo estabilicen, lo que
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podria resultar en la generacion de especies reactivas al oxigeno, entre ellas un radical
flavonoide fenoxilo (77,79). Esta actividad prooxidante puede ser inactivada por

glicosilacion de los anillos o la metilacion de los grupos hidroxilo (98).

En cuanto a la capacidad antioxidante por grupos especificos de flavanoides, la
quercetina es la que presenta mayor actividad, seguida de las antocianinas, los flavonones
(naranjas y toronjas), flavonoles (cebollas, espinacas) y por ultimo los hidroxicinamatos
contenidos en frutas como la manzana, pera, melocotones y tomates (54). Especificamente,
las antocianinas son un grupo extenso gracias a la gran diversidad de sustituciones metoxilo
o hidroxilo en su estructura bdasica, la presencia y posicion de distintos azlcares y la
acetilacion de estos ante diferentes 4cidos organicos y agentes acetiladores (figura 6)
(17,43,88-90). Segun su estructura, actian como agentes reductores o quelantes de metales,
lo que les confiere el potencial para actuar como barredores de especies reactivas al oxigeno

(23,94).

Figura 6. Estructura basica de las antocianinas
Tomado de Clifford (2000) (90)

Flavonoides v salud

Los flavonoides se han estudiado ampliamente debido a su utilidad en el
procesamiento de alimentos, a sus caracteristicas sensoriales y a su papel en la prevencion
del dafio oxidativo causado por los ROS al ADN, a proteinas, a los lipidos y a otras

macromoléculas (17,45,77,86,88,89).



15

Actualmente, el estudio y la identificacion de antioxidantes presentes en productos
naturales estd experimentando un gran auge, ya que existen estudios que demuestran la
importancia que tiene, en los seres humanos, la ingesta de este tipo de sustancias en la
prevencion de ciertos tipos de céncer, el envejecimiento y otras patologias asociadas con

estrés o dafio oxidativo (2,34,41,91,99,100).

Estudios epidemiologicos han resaltado que el consumo de este tipo de compuestos
reduce el riesgo de aparicion de ciertas enfermedades, sobre todo las de origen
cardiovascular, tumoral y neurodegenerativas, probablemente debido a sus diversas
propiedades farmacologicas relacionadas con un aumento de la capacidad antioxidante del

plasma luego de su consumo (9-12,54,101-103).

Enfermedades neurodegenerativas

Un nimero cada vez mayor de estudios epidemiologicos demuestra la eficacia de los
polifenoles provenientes de las frutas y vegetales para reducir o impedir la muerte neuronal,
probablemente por diversos mecanismos como: alteracion de procesos de apoptosis o de
sintesis, degradacion de proteinas (como el péptido beta amiloide) y la proteccion contra la
neurotoxicidad provocada por estrés oxidativo (45,49,104,105), entre otros. Esto representa
una fuente de compuestos fitoquimicos a estudiar para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas.

Enfermedades cardiovasculares

Algunos estudios clinicos y epidemioldgicos relacionan el consumo de los
flavonoides presentes en frutas, semillas, vegetales, vino tinto y otros alimentos con un efecto
protector cardiovascular. Estos compuestos parecen disminuir la oxidaciéon del LDL,
modular la concentracion de 6xido nitrico, mejorar la funcion endotelial y el consumo de
oxigeno por el miocardio; asi como restaurar la contractibilidad cardiaca, entre otras acciones

(12,54,57,62,73,91,102,103,106-111).
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Los polifenoles como quercetina, rutina, hesperidina, catequina y las antocianinas han
sido ampliamente estudiados por sus efectos en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares. Diversos estudios in vitro han determinado que los 4cidos fenolicos, los
taninos, estilbenos, lignanos, isoflavonas y los flavonoides presentes en frutas como
granadas, frambuesas, naranjas, cerezas, fresas, uvas, moras, arandanos inhiben la
peroxidacion del LDL, aumentan niveles de HDL y modulan marcadores (entre ellos
inflamatorios) importantes en la aparicion y mantenimiento de la enfermedad cardiovascular

(12,31,40,49,62,63,63,103,111,112).

El consumo de vino tinto se ha relacionado con una disminucion en los episodios
patologicos por enfermedades cardiovasculares, posiblemente por la gran cantidad de
flavonoides que contiene como rutina, catequina, quercetina, epicatequina; y el resveratrol,
ampliamente reconocido por sus propiedades en la prevencion de las enfermedades
cardiovasculares por su gran actividad antiinflamatoria (49,91). El consumo de cocoa y
chocolate oscuro, soya, citricos y bayas ha demostrado mejorar la funcién endotelial y
disminuir la presion arterial, probablemente por el aumento en la produccion de 6xido nitrico
causado por las catequinas e isoflavonas presentes en estos alimentos (45,103). La
administracién de quercetina y epicatequina a voluntarios sanos ha demostrado aumentar la
produccion de 6xido nitrico circulante en sangre y mejorar el metabolismo de lipidos

(12,111).

Se ha comprobado que el consumo de té verde disminuye la circunferencia abdominal
y el indice de masa corporal, altera el metabolismo lipidico, reduce la presion arterial,
previene la agregacion plaquetaria y favorece la fibrindlisis, disminuye el contenido de
colesterol en las arterias y previene contra el dafio causado por la liberacion de 6xido nitrico
(12,86,112—114); contribuyendo en general a la disminucién de los factores de riesgo de las

enfermedades cardiovasculares.
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Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, con 9,6 millones
de muertes reportadas en el 2018. Un tercio de estas muertes se debe al sobrepeso y la
obesidad, a la falta de actividad fisica y al bajo consumo de frutas y vegetales, entre otros

factores (40,115).

La asociacion entre el consumo elevado de vegetales y frutas y la reduccion en la
aparicion, propagacion o progresion de ciertos tipos de cancer (62,93,116), ha generado que
las plantas comestibles se hayan venido considerando como fuente de drogas
anticancerigenas, probablemente por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y otras

actividades biologicas (77,79,117,118).

Distintos modelos animales y celulares han demostrado que los polifenoles, como las
antocianinas y procianidinas, podrian tener una actividad citotdxica potencial en varios tipos
de cancer sin mayor alteracion en células sanas. Esta actividad se podria atribuir a variedad
de factores como: la estructura quimica y la concentracion a la que se encuentren los
polifenoles en el medio; a su interaccion con metales pesados como el cobre o hierro en el
medio en el que se encuentren, entre otros (42,45,60,78,87,93,119-122). Diversos estudios
epidemioldgicos y clinicos han demostrado, en diferentes poblaciones, la relacion positiva
entre el consumo de flavonoides y la disminucion en el riesgo de distintos tipos de céncer,

como el de seno, prostata, pulmon (93,123).

La actividad citotoxica de los polifenoles podria estar relacionada con diversos
mecanismos de accidon como: el arresto en el ciclo celular, la inhibicion de la proliferacion
celular o la inhibicién de la activacion del sistema inmunolégico (86,116), la inhibicion de
enzimas como: las quinasas directamente relacionadas con la activacion de cierto tipo de
canceres y procesos inflamatorios (77,94); la fosfolipasa A2, las topoisomerasas (93) las
ciclooxigenasas, la o0xido nitrico sintasa y las lipooxigenasas relacionadas con procesos
inflamatorios. También pueden inducir la sintesis de enzimas de fase I, las cuales favorecen

la excrecion de carcindgenos o sus metabolitos al conjugarlos con moléculas polares
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endogenas (77,93). Los polifenoles también favorecen la proliferacion de linfocitos NK, la
sintesis de interferones (49,94), asi como el aumento en la interaccion con proteinas

endogenas y la apoptosis (74,77,98,124).

La apoptosis es un mecanismo importante de muerte celular programada que ocurre
normalmente durante el desarrollo y el envejecimiento, con el fin de mantener un balance
entre la proliferacion y la muerte celular y asi prevenir el desarrollo de ciertas malignidades,
como el cancer (93,125). Es un proceso coordinado con cambios celulares caracteristicos,
en el que las células se encogen con todas sus organelas intactas; el nticleo y el citoplasma se
fragmentan en los denominados cuerpos apoptoticos que son fagocitados por células
circundantes normales o por macrofagos. No se observa inflamacion ya que los componentes
intracelulares no se liberan al tejido intersticial. Este proceso de apoptosis puede ocurrir por
dos vias: la extrinseca y la intrinseca, tal y como se puede observar en la figura 7. La via
extrinseca se origina con la interaccion entre una proteina de muerte celular (como por
ejemplo FasL o TNFa) y los receptores de membrana de la familia del factor de necrosis
tumoral, activando una serie de caspasas que causan la muerte celular. Por otra parte, la via
intrinseca no responde a la activacion de receptores, sino que provoca una serie de eventos
mitocondriales en respuesta a estimulos positivos o negativos. Entre los estimulos negativos
se tiene la ausencia de hormonas o factores de crecimiento que normalmente preservan la
célula de 1a muerte, activandose la apoptosis. Por el contrario, los estimulos positivos pueden
ser la radiacion, la hipoxia, las toxinas, las infecciones virales y los radicales libres que
provocan que se desencadene la muerte programada. En esta via, estos estimulos activan
proteinas de la familia BCL-2 las cuales pueden comportarse como pro-apoptéticas o anti-
apoptoticas, dependiendo de la situacion. Cuando estas proteinas BCL-2 se comportan como
pro-apoptoticas, se activan las BLC2 associated X protein (BAX) y las BCL2 antagonist
killer 1 (BAK) que alteran la permeabilidad de la membrana mitocondrial y provocan la
liberacion de citocromo ¢, con la posterior activacion de las caspasas. Las caspasas son
enzimas que llevan a cabo la fase de ejecucion de la apoptosis, degradando el material del
nicleo y de las proteinas citoesqueléticas, lo que causa los cambios morfologicos

caracteristicos. La ultima fase de la apoptosis ocurre cuando se traslocan los fosfolipidos de
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membrana exponiendo residuos de fosfatidilserina que permiten el reconocimiento de los

cuerpos apoptoticos por los macréfagos u otras células circundantes (126).

Via extrinseca

Receptores

FasL/TNFa

\l\ Via intrinseca

Pro-caspasa 8/10

Caspasa 8/10

Caspasa
3/7

Figura 7. Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis
Modificado de Ichim y Tait (2016) (127)

En respuesta al estrés o condiciones adversas, la mitocondria produce una cantidad
fisioldgica de ROS para iniciar una respuesta endogena que permita a la célula deshacerse de
ellos, mediante enzimas antioxidantes. Estos ROS pueden activar a las MAPK (figura 8),
que a su vez reclutan otras proteinas citosélicas como JUN, FOS, Nrf2 y ERK1/2 hacia el
nucleo, activando la transcripcion de genes antioxidantes. Se ha reportado que las MAPK
podrian estar involucradas en la regulacion de la expresion génica de enzimas de fase I y la

induccidn de apoptosis mediada por polifenoles (figura 9) (74,77,87,128).
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Figura 8. Relacion entre las vias del factor de transcripcion NF-kB, MAPK y apoptosis
Modificado de Espinoza-Diez et al. (2015) (128)

Algunas enfermedades como el cancer y las enfermedades neurodegenerativas son
producto de anormalidades en la regulacion de los procesos de apoptosis. En el cancer, la
supresion de la apoptosis es fundamental para su progresion, la cual puede ocurrir al aumentar
la expresion de proteinas anti-apoptoticas como BCL-2 o al provocar mutaciones o

regulacion a la baja de la expresion de proteinas pro-apoptdticas como BAX (126).
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Figura 9. Relacion entre las MAPK y la actividad de compuestos antioxidantes
Modificado de Finley ef al. (2011) (30)

En procesos apoptoticos se observa un aumento en la generacion y la regulacion de
las especies reactivas al oxigeno. Muchos compuestos naturales aumentan o disminuyen los
niveles de ROS induciendo apoptosis en células cancerigenas (77,129). La quercetina puede
inducir la produccién de ROS y la consiguiente apoptosis de hepatomas y células leucémicas.
La curcumina, al igual que la quercetina, induce apoptosis en una gran cantidad de células
cancerigenas mediante la induccién de los ROS (129,130). Diversos estudios in vitro y
algunos estudios epidemiologicos con té¢ verde han demostrado la capacidad de algunos de
sus polifenoles para inducir alteraciones mitocondriales que llevarian a la activacion de los
mecanismos apoptoticos y por ende su accion citotoxica. Por su parte, el licopeno pareciera
inhibir el crecimiento de tumores de seno, prostata y pulmén; mientras que los elagitaninos
presentes en la mora, fresas, frambuesas y otros alimentos, pueden inducir apoptosis de
células cancerosas (86,98,130-134). Las fracciones ricas en antocianinas (delfinina,
cianidina, pelargonidina) de diferentes fuentes como pétalos de flores, cascara de uva y arroz

rojo, maiz morado y distintos extractos de cerezas y otras bayas han demostrado actividad
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anticancerigena a nivel del tracto gastrointestinal. Extractos ricos en antocianinas de frutos
como la uva (Vitis vinifera), aronia (Aronia meloncarpa) y arandano (Vaccinium myrtilius)
han demostrado actividad citotoxica in vitro contra el cancer de colon, sin afectacion de las

células colonicas sanas (117).

Las camptotecinas, derivados naturales del arbol Camptotheca acuminata contienen
antocianinas como la cianidina-3-O-galactosido y la cianidina-3-O-glucésido (135). Estos
son compuestos inhiben la actividad de la topoisomerasa I y II, tanto in vivo como in vitro,
con un amplio espectro de actividad en tumores so6lidos, incluyendo linfomas, canceres
gastricos y colorrectales. Inhiben la proliferacion o inducen apoptosis segun la linea celular
en la que se apliquen (136-139). Diversos autores han reportado que el uso de
combinaciones de antocianinas con quimioterapias como S-fluorouracilo (5-FU), plaquitaxel,
trastuzumab, cisplatino, irinotecan y otros medicamentos, actllan sinérgicamente en la
regulacion de la actividad citotdxica y potencian los efectos de las terapias convencionales

(87,140-142).
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JUSTIFICACION
En la actualidad es bien conocido que el desarrollo y la severidad de muchas
enfermedades se asocian con un estado fisioldgico caracterizado por estrés o dafio oxidativo
(2,28). El aumento en la produccion de radicales libres, junto con la disminucion de las
defensas antioxidantes del organismo provoca dafilo en macromoléculas, alteraciones en el
metabolismo y en la fisiologia normal (3,4). En situacion normal, la produccion de radicales
libres es constantemente regulada y neutralizada por las defensas antioxidantes endogenas y

exogenas (3,5,6).

Existen diferencias notorias entre individuos o grupos poblacionales con diferentes
habitos alimenticios, en la incidencia y prevalencia de ciertas enfermedades cronicas
originadas por estrés oxidativo, especialmente aquellas de origen cardiovascular,
neurodegenerativo, inflamatorio o tumoral (11,12). La identificacién e incorporacion de
productos naturales con buena capacidad antioxidante en la dieta de las personas podria

coadyuvar a prevenir este tipo de enfermedades (101,102).

La mayoria de los reportes de la capacidad antioxidante y propiedades bioldgicas
proviene de alimentos que no son autdctonos de la region. Algunos de ellos no se consiguen
para su consumo local y si se consiguen, han sido sometidos a métodos de recoleccion,
almacenamiento y transporte que podrian alterar su perfil antioxidante y, por lo tanto, afectar

su actividad biologica.

Son pocos los estudios que caracterizan fitoquimicamente las frutas costarricenses y
muchos menos los que establecen las actividades bioldgicas de estas frutas. El giliiscoyol
(Bactris guineensis) es una fruta poco estudiada a nivel nacional e internacional. Datos del
Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) determinaron que la fruta
fresca tiene un alto valor de ORAC y seria de esperar que tuviera una buena capacidad
antioxidante y otras actividades bioldgicas, por lo que este trabajo pretende determinar la
actividad antioxidante y posibles actividades biologicas de un extracto de polifenoles del

giiiscoyol costarricense.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la actividad biolégica de un extracto de polifenoles del fruto de giiiscoyol
(Bactris guineensis), mediante la evaluacion de sus propiedades antioxidantes y su posible

efecto citotoxico sobre lineas tumorales.

Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de compuestos bioactivos en el extracto de polifenoles del
fruto de gliiscoyol mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas.

2. Establecer la capacidad antioxidante de un extracto de polifenoles del fruto de
giiiscoyol, utilizando matrices bioldgicas y pruebas in vitro.

3. Evaluar el posible efecto citotdxico del extracto de polifenoles del giiiscoyol, sobre
lineas celulares tumorales.

4. Establecer un posible mecanismo de muerte celular del extracto de polifenoles del

giiiscoyol, sobre las lineas celulares tumorales.
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METODOLOGIA

Muestra

Recoleccion

Se recolectaron frutos maduros de Bactris guineensis en Santa Cruz, Guanacaste
(10°17'03.2"N 85°34'19.0"W), durante el mes de mayo. A los frutos se les eliminé la semilla,
se congelo la pulpa y cascara a -80°C y posteriormente se liofilizé. El liofilizado se mantuvo

a -80° C hasta la extraccion de polifenoles.

Extraccion de polifenoles

La extraccion de polifenoles se realizo segun el procedimiento de Mertz et al. (2007)
(143). El fruto liofilizado (190,1 g) se extrajo tres veces por 30 min con un volumen final
de 1250 mL de acetona al 70% (acetona/agua). Se filtrd y se eliminé la acetona en rotavapor
(40°C). El volumen resultante de la solucion acuosa se pasé por una columna de Amberlita
XAD-7 (150 mm x 20 mm) empacada con agua. Con el fin de eliminar los azlicares y otros
compuestos la columna se lavo tres veces con agua destilada; finalmente los compuestos
fendlicos fueron eluidos con metanol al 80% (metanol/agua). En el rotavapor se eliminé el
metanol y posteriormente se liofilizd. La muestra se almacend a -80°C hasta la realizacion

de los analisis.

Cuantificacion y caracterizacion de compuestos antioxidantes

La cuantificaciéon de compuestos antioxidantes se realiz6 con la colaboracion del

laboratorio de quimica del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos.

Determinacion del contenido de polifenoles

Diversos trabajos han establecido una buena correlacion entre la actividad
antioxidante y el contenido de polifenoles totales de alimentos analizados (41). Uno de los
métodos mas ampliamente utilizados para la medicion de los polifenoles totales es el del

reactivo Folin-Ciocalteu.
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El contenido total de polifenoles se determind seglin el ensayo de Folin-Ciocalteu
modificado por Georgé et al. (2005) (145). Se agrego6 el reactivo Folin Ciocalteu (1:10 en
agua) al extracto y luego de 2 min de incubacion a temperatura ambiente, se agregaron 2.0
mL de carbonato de sodio (75 g/L). La mezcla se calenté a 50°C por 15 min y se enfrio en
bafio de agua con hielo. Se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 760 nm en un
espectofotometro Pharmaspec UV-1700 Shimadzu (Japén). Los resultados se expresaron en
miligramos de equivalentes de 4cido galico (GAE) por gramo de extracto. Cada muestra se

analiz6 por duplicado.

Determinacion del contenido de antocianinas

El contenido total de antocianinas se determiné usando el método de pH diferencial
para la cianidina-3-glucésido. Las antocianinas monoméricas sufren un cambio estructural
reversible en funcion del pH. A un pH de 1.0 se transforman en un catioén de color, mientras
que a un pH de 4.5 se transforman en una base hemiacetal incolora. La diferencia de
absorbancia a una longitud de onda cerca de 520 nm es proporcional a la concentracion del

pigmento (146).

Se midio6 la absorbancia del extracto a 510 nm a pH 1.0 y pH 4.5. El calculo del
contenido total de antocianinas se realizé usando el peso molecular de 449,2 g C3G/mol y el
coeficiente de extincion molar de 26900 L/mol*cm de la cianidina-3-glucésido. Los
resultados se expresaron en mg de cianidina-3-glucésido por gramo de extracto. Cada

muestra se analizé por duplicado.

Caracterizacion de polifenoles por HPLC

Se hicieron dos caracterizaciones fitoquimicas del extracto de polifenoles del
giiiscoyol. La primera con la colaboracion del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de

Alimentos (CITA) y la segunda con la ayuda del Departamento de Farmacia de la
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Universidad de Salerno (Fisciano, Italia). Se separaron los compuestos por cromtaografia de

liquida y se identificaron por espectrometria de masas.

Para la primera, el extracto de polifenoles fue analizado por UPLC (Waters Acquity
Ultra Performance Liquid Chromatography) para antocianinas y polifenoles segin los
protocolos de Mertz et al. (2007) (143) y Gancel et al. (2011) (144). El UPLC esta equipado
con un detector de arreglo de diodos (ACQ- PDA) acoplado a un detector de masas ESI-Q-
TOF/MS (Electrospray lonization- voltaje capilar 2.3 kV, temperatura capilar 270 °C- y
Quadrupole Time-Of-Flight Mass Spectrometry). Las masas fueron adquiridas en modo
positivo, realizando un scan de m/z 50 a m/z 5000. La separacion de la muestra se hizo con
una columna C-18 Acquity UPLC CSH (Waters) (2.1mm x 100 mm, 1.7um) con una pre-
columna (2.1 mm, 0.2 pum), usando como fase moévil 4cido formico 0,1% (fase A); y
acetonitrilo (fase B), ambos con acido formico 0.1%. Con un gradiente linear de: 0-2 min
98% A, 2-5 min 90% A, 5-8 min 85%, 8-14 min 85% A, 14-16 min 80% A, 16-18 min 50%
A, 18-20 min 30% A, 20-26 min 10% A, 26-27 min 2%A; flujo de 0,4 mL/min a 30°C y 8uL

del extracto rico en polifenoles.

Para la segunda caracterizacion, la presencia de proantocianidinas y glicosidos de
antocianinas se determind cuantificando las masas con un espectofotdmetro de masas LTQ
OrbiTrap XL (ThermoFisher Scientific, Italia). Para el analisis cromatografico se utilizé un
sistema de UHPLC (Knauer, Labservice Analytica, Italia) equipado con un detector de
arreglo de diodos, acoplado a un detector de masas ESI en modo negativo (voltaje capilar -
50 kV, temperatura capilar 300 °C), realizando un scan de m/z 150 a m/z 1500. Se utiliz6
una columna Kinetex (50 x 2.1, 2.6 micron, Phenomenex, Italia), usando como fase mévil
agua (fase A) y acetonitrilo (fase B), ambos con 4cido formico al 0.1%. Con un gradiente
linear de: 0—10 min 2-20% B, 10—15 min 20-80% B, 15-16 min 80-98% B, 1620 min 98%
B; flujo de 0,5 mL/min a 30°C y 10 pL del extracto rico en polifenoles.
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Establecimiento de la actividad antioxidante

La cuantificacion de la generacion de radicales libres y especies reactivas al oxigeno,
asi como su captura, es importante para determinar el dafio que provocan en los sistemas
bioldgicos. Esta determinacion se realiza por medio de métodos que evaluan la actividad
barredora contra radicales libres en sistemas quimicos y en matrices bioldgicas. En estas
ultimas, estos métodos cuantifican el grado en el que los antioxidantes las protegen del dafio

oxidativo

Determinacion de la actividad barredora de radicales de nitrogeno (oxido nitrico)

El compuesto nitroprusiato de sodio (SNP, por sus siglas en inglés) genera 6xido
nitrico en presencia de luz. Debido a la inestabilidad del ¢xido nitrico, éste rapidamente se
convierte en nitrito el cual puede ser cuantificado por medio de una reaccion colorimétrica

con el reactivo de Griess.

Para determinar la capacidad barredora de oOxido nitrico del extracto rico en
polifenoles se sigui6 el siguiente protocolo. En una placa de 96 pozos, de fondo plano, se
colocaron 50 pL de diferentes concentraciones del extracto (50-1600 pg/mL) y se les agregd
50 uLL de SNP (5mM). Se incub6 por 1 h bajo luz directa de una ldmpara para potenciar la
produccion de 6xido nitrico. Posteriormente, se agregaron 100 uL del reactivo de Griess a
cada pozoy se leyo la absorbancia a 540 nm. Se prepararon los blancos de muestra agregando
50 pL de las diferentes concentraciones del extracto, 50 pL de agua destilada y 100 pL del

reactivo de Griess.

Por aparte, a 100 uL de diferentes diluciones (3,1-200 pg/mL) de una solucién de
nitrito de sodio (10 mM) se le agregd 100 pL del reactivo de Griess, con el proposito de
obtener una curva patrén de absorbancia vs. concentracion de nitritos, a partir de la cual se
puedan expresar las absorbancias obtenidas con el extracto y el SNP en concentracion de
nitritos.

La actividad barredora de 6xido nitrico se reporta como la cantidad de extracto

necesaria para reducir en un 50% la generacion del o0xido nitrico inducida por SNP (ICso).
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Cada concentracion del extracto y cada blanco de muestra se prepard por triplicado; el

experimento se realizo en 3 ocasiones independientes.

Determinacion de la actividad barredora de radicales libres con DPPH

Segun el método de Brand-Willams et al. (1995) (147), el 2,2-difenil-1-picril

hidrazilo (DPPH) es un radical de color azul-violeta con un electron desapareado, que se
decolora hacia amarillo palido al reaccionar con una sustancia antioxidante. Este cambio de

color se puede determinar espectrofotométricamente.

A 1 mL de diferentes diluciones del extracto de polifenoles del giliiscoyol en metanol
(1,1-5,5 pg/mL) se le agrego6 0,5 mL de una solucion de DPPH (0,25 mM). Se prepar6 un
tubo control (sin extracto) y un blanco de muestra por dilucion para eliminar la interferencia

del color del extracto en los calculos de la determinacion.

La mezcla se incub6 a temperatura ambiente, en oscuridad, durante 30 min. La

absorbancia del DPPH se midi6 a una longitud de onda de 517 nm.

El porcentaje de la actividad barredora del radical (% RSA) se calculdé mediante la
siguiente formula:

% RSA = [100‘(AbSmuestra/AbScontrol)] * 100

Se grafico el %RSA contra la concentracion de la muestra para obtener una curva de
regresion lineal y calcular el ICso, expresando los resultados en pg/mL de extracto de
guiscoyol, necesarios para obtener un 50% de actividad barredora de radicales libres. Cada
concentracion del extracto y cada blanco de muestra se prepard por triplicado; el experimento

se realiz6 en 3 ocasiones independientes.
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Determinacion de la capacidad antioxidante por método ORAC

La técnica de ORAC mide la capacidad que tienen las sustancias de impedir o
neutralizar el efecto de radicales libres sobre una sustancia fluorescente (fluoresceina). Como
agente generador de radicales se utiliza el 2,2'-azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro

(AAPH, 250 mM).

Con el método ORAC se determina la capacidad antioxidante de una muestra, la cual
se mide siguiendo la cinética de una reaccion por medio de espectrofotometria de
fluorescencia. En principio, se tiene una solucion de fluoresceina que cuando estd en
contacto con radicales libres produce una disminucion de la intensidad de fluorescencia. La
muestra con poder antioxidante contrarresta el ataque del radical libre, protegiendo asi la
solucion de fluoresceina. Este método utiliza una solucion de Trolox como patrén
antioxidante y como fuente de radicales libres utiliza el AAPH. Conforme aumenta la
concentracion del agente antioxidante (Trolox), la disminuciéon de la intensidad de
fluorescencia se retrasa, lo que demuestra que el Trolox cumple con su funcion de proteger
a la fluoresceina. Esto se da porque el Trolox se oxida més facilmente que la fluoresceina,

donando el proton fendlico.

Se utilizd el procedimiento de Ou et al. (2002) (148). En placas de 96 pozos, negras
opacas y de fondo plano, se colocaron 25 pL de dilucion patréon de Trolox (12,5 -200 uM),
PBS o la dilucién en agua del extracto (5 mg/mL) y 150 pL de la solucién de fluoresceina
(10 nM). Se realiza una medida de fluorescencia basal (excitacion 488 nm, emision 520 nm)
y luego de agregar automaticamente 25 pL. de AAPH (240mM), se efectlia una lectura de la
absorbancia con intervalos de 1 minuto por 45 min, con agitacion leve 30 s antes de cada

lectura.

Como el area bajo la curva (AUC) de la caida de fluorescencia es proporcional a la
concentracion de Trolox, se construye un grafico AUC (Trolox) contra concentracion de
Trolox y se interpola la AUC de la muestra incognita, obteniéndose de esta forma la actividad

de la muestra en equivalentes de Trolox. Los resultados se expresan en micromoles de
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equivalentes de Trolox (TE)/g de extracto. La muestra se analiz6 en tres repeticiones cada
una por triplicado. Esta determinacion se realiz6 con la colaboracion del Centro Nacional de

Ciencia y Tecnologia de Alimentos.

Inhibicion de ROS intracelular

La sonda fluorescente 2'-7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFDA, 10 uM) es
internalizada por difusion en las células y pierde su fluorescencia al ser desacetilada por
esterasas intracelulares. En células tratadas con el agente oxidante hidroperoxido de tert-
butilo (TBHP, 0,7 mM) se producen radicales libres de oxigeno (ROS) que oxidan al
DCFDA, y lo transforman en 2°7’-diflouresceina (DCF), un compuesto altamente

fluorescente que puede ser detectado mediante citometria de flujo.

La determinacion de la inhibicion de los ROS intracelulares por el extracto rico en
polifenoles del giiiscoyol se realizo siguiendo la metodologia de Azofeifa et al. (2015) (134).
Una suspension de la linea celular Vero (250 pL; 5x10° células/mL) se cultivo en placas de
48 pozos. Se incubd por 5 h a 37° C bajo una atmoésfera de 5% de CO,. Luego de agregar
distintas concentraciones del extracto rico en polifenoles (7,5-250 pg/mL), se incubd
nuevamente a 37° C, 5% de CO> durante 20 h. Posteriormente, se elimind el extracto
mediante dos lavados con 1 mL de solucion salina de buffer de fosfatos (PBS), y se
sometieron las células a un reto oxidativo con 4,2 uL. TBHP (50 mM) por 2 h. Treinta
minutos antes de finalizar el tiempo del reto oxidativo se agregaron 300 pL de la sonda
DCFDA (5 uM concentracion final) a las células. Luego, se lavaron las células dos veces
con 1 mL de PBS, se agregaron 250 puL de tripsina-EDTA (0,1%, 2,5 mM EDTA), se incub6
por 5 min con el fin de despegar las células; finalmente se agregaron 250 pL de medio de
cultivo suplementado con suero fetal al 10% y 1 pL de yoduro de propidio (1 mg/mL) para
trabajar con las células vivas. Se midi6 la fluorescencia en el citometro de flujo a 10.000

células vivas (FACScalibur, Becton-Dickinson). Se realizaron dos controles con células
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Vero sin tratamiento de extracto: a) con induccion en la produccion de ROS (con TBHP) y

b) sin induccion de ROS (sin TBHP), esto con el fin de calibrar la medicion.

Para el andlisis de las poblaciones obtenidas se utilizo el programa Cell Quest. Se
grafico el % de células positivas para DCF contra la concentracion del extracto para obtener
una curva a partir de la cual se calcul6 el ICso. Los resultados se expresaron en pg/mL de
extracto de giiiscoyol necesarios para obtener un 50% de disminucién de las células DFC
positivas por accion del ROS. Por tanto, a menor valor de ICso mayor es la actividad
inhibidora del extracto sobre los ROS producidos. El analisis se realizo en tres experimentos
independientes. En cada experimento, las diferentes concentraciones del EPG se analizaron

por duplicado.

Evaluacion de la actividad protectora de la peroxidacion lipidica

La cuantificacion del grado de inhibicion de los antioxidantes sobre el proceso del
estrés oxidativo se ha medido en términos de la peroxidacion lipidica de los sistemas
biologicos, como una de varias técnicas disponibles. Se han desarrollado diversos métodos
que permiten tal cuantificacion, entre ellos: el método Erythrocyte Cellular Antioxidant
Activity (ERYCA), utilizado para medir la capacidad antioxidante de compuestos fenolicos
puros, de extractos y jugos de frutas; y la determinacion de las sustancias reactivas al 4cido

tiobarbitarico (TBARS).

Determinacion de la capacidad antioxidante celular por el método ERYCA

Este método, descrito por Gonzélez et al. (2010) (149), realiza una determinacion de
la actividad antioxidante con base en la capacidad de los eritrocitos humanos intactos y
hemolisados para desviar la luz. Se utiliza el AAPH para inducir la peroxidacion lipidica de
la membrana de los eritrocitos, con la consecuente hemolisis, lo cual causa la disminucion
en la absorcion de la luza 700 nm. El &rea bajo la curva (AUC) resultante refleja la capacidad

antioxidante del extracto evaluado.



33

Se colocaron 50 pLL de una suspension de eritrocitos humanos al 2%, lavados en PBS,
en placas de 96 pozos de fondo plano. Se agregaron 100 puL de diferentes diluciones del
extracto de polifenoles (1,5-50 pg/mL) 6 100 pL de una curva patréon de quercetina (2,5-40
uM). Se agregaron 100 pL de AAPH a cada pozo y se colocd la placa en el Cytation 3
(BioTek Instruments, USA) para las lecturas a 700 nm, a 37° C. Las lecturas de la

absorbancia se hicieron cada 5 min durante 6 h, con agitacion leve 30 s antes de cada lectura.

El efecto protector del extracto rico en polifenoles se midié mediante el area bajo la
curva (AUC) de la muestra y su comparacion con el AUC de la quercetina. Los resultados
se expresan en milimoles de equivalentes de quercetina por gramo de extracto. La muestra
se analiz6 en tres experimentos independientes y cada una de las muestras se evalud por

triplicado.

Determinacion de sustancias reactivas al dacido tiobarbiturico (TBARS) en homogenizados

de higado de rata

La presencia de malonaldehido (MDA), un producto secundario de la oxidacioén de
acidos grasos poliinsaturados es un buen estimado general de la peroxidacion lipidica en
matrices diversas. El MDA se forma por la oxidacion y la degradacién enzimatica de los
acidos grasos poliinsaturados, liberando productos secundarios que reaccionan con el acido
tiobarbitairico (TBA), dando un compuesto rojizo que tiene una absorbancia maxima a los

532 nm. Como matriz lipidica se utilizd un homogenizado de higado de rata al 20% en PBS.

El siguiente procedimiento fue aprobado por el Comité Institucional para el Uso y
Cuido de los Animales (CICUA N° 036-15). Los animales fueron traidos del Bioterio el dia
que se uso el higado y fueron sacrificados por decapitacion, ese mismo dia. Se decapitaron
cinco ratas Sprague-Dawley con un peso aproximado de 250 g, anestesiadas previamente con
COz. Se les extrajo 5 g de higado, el cual fue homogenizado en 20 mL de solucién PBS con
un Ultraturrax T-25 (Ika-Labortechnik, Alemania). La suspension se centrifugd a 9000 x g

durante 15 min a 4° C para reducir los solidos suspendidos. A 0,75 mL del homogenizado
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de higado se le agregaron 75 pL de diferentes concentraciones del extracto rico en polifenoles
(2,67-171 pg/mL), se incubaron a 37° C por 30 min. Se indujo el estrés oxidativo con 50 uL
de hidroperoxido de fert-butilo (TBHP) a una concentracion final de 1,7 nM y se incub6 a
37° C por 1 h. Finalmente, se miden los TBARS como productos finales de la peroxidacion
lipidica segun el procedimiento de Uchiyama & Mihara (1978) (150). Se mezclaron 0,25
mL de homogenizado de higado con 0,25 mL de acido tricloroacético (TCA) al 35 %, y 0,25
mL de buffer Tris-HCI (50 mM, pH 7.4) y se incub6 la mezcla durante 10 min a temperatura
ambiente. Se afiadieron 0,5 mL de TBA al 0,75 % y se calent6 en un bafio a ebullicion por
45 min. Luego de dejar enfriar los tubos, se agregaron 0,5 mL de TCA al 70 %, se agitd y se
centrifugd a 2500 x g por 15 min a temperatura ambiente. La absorbancia del sobrenadante
se midi6 a 532 nm. La concentracion de TBARS se determiné usando el coeficiente de
absorcion molar de MDA (1,56 x 10°cm!M™!) y los resultados se expresaron en nmol MDA/g
de higado. Se graficé la cantidad de MDA (nmol/g de higado) contra la concentraciéon de la
muestra, estableciéndose una curva para calcular la ICso. Para determinar el nivel basal de
peroxidacion lipidica, se midio la concentracion de MDA sin TBHP en todas las muestras de
homogenizados de higado. Como blancos de muestra para corregir el color propio del
extracto, se prepararon tubos con el mismo protocolo detallado anteriormente, pero
utilizando PBS en sustitucion del homogenizado de higado. Cada dilucién y el control se

analizaron en homogenizados de 5 ratas y se repiti6 en 3 experimentos independientes.

Determinacion de la actividad citotoxica

Lineas celulares

Se utilizaron las siguientes lineas celulares: Vero, linea no tumoral proveniente de
riidn de mono; SW620, células de adenocarcinoma humano de colon y AGS, células de
carcinoma gastrico humano. Las lineas celulares se mantuvieron en medio esencial
Dulbecco, suplementado con suero fetal bovino al 10%, glutamina 2 mmol/L, penicilina 100
IU/mL, estreptomicina 100 pg/L y anfotericina B 0,25 pg/mL. Ademas, se mantuvieron en

incubadora humidificada a 37°C bajo una atmosfera de CO; al 5%.
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Determinacion del efecto citotoxico del EPG sobre lineas celulares tumorales

Se determin el efecto del extracto de polifenoles del B. guineensis sobre la viabilidad
de las lineas celulares Vero (control), AGS y SW620, utilizando el ensayo del 3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolin bromuro (MTT). Este ensayo se fundamenta en que
la enzima isocitrato deshidrogenasa, presente en la membrana interna de la mitocondria de
las células vivas, reduce el MTT a cristales de formazan, un compuesto de color azul cuya

absorbancia se puede medir a 570 nm.

En una placa de 96 pozos, fondo plano, se agregaron 100 pL. de una suspension de
células (2x10° células/mL); 18-20 h mas tarde se retiraron 50 puL de cada pozo y se agregaron
50 uL de diferentes concentraciones del extracto rico en polifenoles (1,95-500 pg/mL) y se
dejaron pozos control con solo medio de cultivo. Posteriormente, la placa se incubd por 48
h a 37°C bajo una atmosfera de CO; al 5%. Luego se eliminé el medio de cultivo y se lavd
cada pozo dos veces con 100 pL. de PBS. Seguidamente se agregaron 100 pL. de medio de
cultivo con MTT (5 mg/mL) y se incub6 durante 2 h a 37°C. Bajo una atmdsfera de CO> al
5%, se removid cuidadosamente el medio de cultivo y se agregd 100 puL de etanol al 95 %
para disolver los cristales de formazan. Se ley¢ la absorbancia a 570 nm. Los resultados se
expresaron en % de viabilidad, utilizando como control la absorbancia de las células que

crecen en ausencia del extracto, con la siguiente formula:
% Vlabllldad = (AbSmuestra/AbScontrol)*100

Se grafico el porcentaje (%) de viabilidad contra la concentracion de la muestra,
estableciéndose una curva para calcular la ICso. La muestra se analiz6 en tres experimentos

independientes y en cada uno se evaluo por triplicado.

Con el fin de determinar la selectividad del EPG hacia las lineas celulares AGS y
SW620, se calculo el indice de selectividad (IS) de la siguiente manera:

IS = ICsp células control no tumoral (Vero) / ICso células tumorales
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Determinacion del posible mecanismo de muerte celular del EPG sobre la linea celular de

adenocarcinoma SW620

Se uso la linea celular SW620, dado que sobre esta linea celular se observo el mayor
efecto citotoxico. Se determiné la capacidad del extracto rico en polifenoles para favorecer
la muerte celular mediada por apoptosis en la linea SW620. Se utiliz6 el kit comercial con
yoduro de propidio y la anexina V conjugada con Alexa Fluor® (Life Technologies) como

marcadores de las células muertas y de apoptosis, respectivamente.

El yoduro de propidio (PI) es un compuesto fluorogénico que ingresa inicamente
cuando la célula tiene su membrana comprometida y estd muerta. La anexina (A) se une al
fosfolipido fosfatidilserina, el cual, en circunstancias normales, se encuentra en el lado
citoplasmatico de la membrana celular. Cuando las células entran en apoptosis, este

fosfolipido migra hacia el lado extracelular donde puede reaccionar con la anexina.

Este método se realizd de acuerdo con lo descrito por Liu et al. (2010) (151) con
algunas modificaciones. Brevemente, se cultivd 1 mL de suspension de la linea celular
SW620 (3x10° células/mL) en una placa de 6 pozos por 24 h a 37°C bajo una atmosfera de
COz al 5%, luego se agrego6 1 mL de distintas concentraciones (5, 10 y 20 pg/mL) del extracto
rico en polifenoles y se incubd durante 48 h. Después de este tiempo, las células se
tripsinizaron y la suspension celular se centrifug6 por 5 min a 300 x g; se lavo con 1 mL de
PBS, se elimin6 el sobrenandante y se resuspendieron las células en 100 pL de buffer de
uniéon a anexina. Luego se realizo la tincion con 1 pL de PI (100 pg/mL). Se incubo,
protegido de la luz, durante 15 min, luego se agregaron 400 pL de buffer de anexina y se
analizaron las células en el citometro de flujo, determinando la fluorescencia a 530 nm y a
575 nm empleando 488 nm de excitacion. Para cada analisis se analizaron 10,000 eventos.
Como control positivo se utilizé6 1 mL del medicamento camptotecina (10 uM) y como

control negativo las células sin tratamiento.
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Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Graphpad prism 8 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, California, EUA). Para el andlisis de los datos del ensayo de

apoptosis se uso el programa Flowjo version 7.6.1 (Tree Star, Inc.).

Para el andlisis de los datos, seglin las diferentes metodologias, se usé un ANOVA de
una via, seguido de un analisis Tukey post hoc. En algunos casos se calculd el coeficiente

de correlacion lineal de Pearson.
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RESULTADOS

Caracterizacion del extracto en polifenoles

La cantidad de antocianinas y polifenoles totales presentes en el extracto se puede
observar en el cuadro 1. Con el fin de tener una aproximacion del tipo de compuestos
antioxidantes presentes en el extracto de polifenoles del giiiscoyol (EPG), se hizo una
caracterizacion de los polifenoles por UPLC y espectrometria de masas, como se puede

observar en los cuadros 2 y 3, respectivamente.

Cuadro 1. Contenido de polifenoles totales y antocianinas en el EPG

Analisis Contenido

Polifenoles totales

(mg de equivalentes de acido galico/g 551,3 £ 16,1
extracto)
Antocianinas 4383 +83

(mg cianidina-3-glucésido/g extracto)

Cada valor es el promedio = ES de dos repeticiones independientes
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Cuadro 2. Identificacion de flavanoides presentes en el EPG por espectrometria de

masas
TR UV uv TR Ms MS Identificacion
7,15 485,1600 Desconocido
7,19 203,279, 519 7,18 595,1487 Cianidina 3- rutin6sido
7,26 595,1487 Cianidina 3- rutin6sido
7,41 595,1487 Cianidina 3- rutinosido
7,62 202,219,279 7,66 579,1418 Procianidina B1
8,14 200, 280 8,16 501,1610 Desconocido
8,46 202,219,279 8,38 675,1909 Desconocido
8,46 202,219,279 8,5 579,1569 Procianidina B1
8,46 202,219,279 8,65 475,1342 Desconocido
8,95 202,219, 279 9 609,1822 Quercetina 3-rutindsido
9,4 201,275 475 9,47 325,0635 Desconocido
202, 219, 279 9,74 635,1709 Desconocido
202, 219, 279 10,3 601,1381 Desconocido
202, 219, 279 11,44 675,1963 Desconocido
202, 219, 279 12,05 595,1431 Desconocido
202,219,279 12,54 579,1487 Procianidina B1
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Cuadro 3. Identificacion de flavanoides presentes en el EPG por espectrometria de

masas
TR UV TR MS MS Identificacion
3,50 3,55 577,1319 eCat-eCat
3,60 3,65 289,0707 Cat
4,00 4,08 865,1945 eCat-eCat-eCat
4,33 4,37 1153,2564 eCat-eCat-eCat-eCat
4,70 4,76 577,1343 eCat-eCat
4,99 4,99 577,1324 eCat-eCat
5,15 5,19 289,0706 eCat
5,70 5,73 593,1488 Cianidina-3-O-rutindsido
6,10 6,16 865,1927 eCat-eCat-eCat
6,37 6,40 865,1942 eCat-eCat-eCat
6,70 6,76 577,1328 eCat-eCat
8,20 8,24 609,1432 Quercetina-3-O-rutinosido
8,38 8,42 577,1344 eCat-eCat
8,40 8,42 447,0925 Cianidina-3-O-glucosido

Cat (catequina); eCat (epicatequina); eCat-eCat (procianidina B dimero); eCat-eCat-eCat (procianidina B trimero); eCat-
eCat-eCat-eCat (procianidina B tetramero)
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Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante del EPG se midid mediante la determinacion de su actividad

barredora de radicales libres por tres métodos fisicoquimicos y uno in vitro en una matriz

celular.

Determinacion del efecto barredor de NO

En cuanto al efecto “barredor” de 6xido nitrico, en la figura 10 se muestra que al
aumentar la concentracion de EPG se produce una disminucion significativa de la

concentracion de nitritos detectados con respecto al control.
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Figura 10. Actividad barredora del EPG sobre el 6xido nitrico.

Cada valor es el promedio = ES de tres repeticiones independientes cada una por triplicado (“p<0.005;
"p<0.0001 con respecto al control; coeficiente de Pearson=-0.9082)
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Actividad barredora de radicales por el método DPPH

En la figura 11 se puede observar una correlacion positiva entre la concentracion del

EPG y su actividad barredora de radicales libres, medidad por el método DPPH.

100

0 1 ] ] 1 1 1
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Figura 11. Actividad barredora del EPG sobre el radical DPPH.
Cada valor es el promedio = ES de tres repeticiones independientes cada una por triplicado (‘p<0.0001 con
respecto al control; r Pearson=0.9991)

Determinacion de la capacidad antioxidante por el método ORAC

En el cuadro 4 se muestran los resultados de la actividad antioxidante del EPG,
determinada mediante el método ORAC y comparada con los dos primeros métodos
fisicoquimicos. También se incluyen los valores de dos patrones comerciales para las tres

pruebas.

Cuadro 4. Actividad antioxidante del EPG por tres métodos fisicoquimicos in vitro.

ORAC DPPH NO
(umol TE/g) ICso (ug/mL) ICso (ug /mL)
EPG 9791 + 390° 3,3+0,22 324 +11°
Quercetina 13410 + 376" 2,1+0,1° 19,4 +1,3%
Catequina 22022 + 132¢ 4,2+0,1° 604 + 21°

Cada valor representa el promedio con su error estandar. Se realizaron 3 repeticiones, cada una por triplicado. Los
promedios por columna seguidos de letras distintas mostraron diferencias significativas (p<0.0005).
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En comparacion con la quercetina o catequina, el EPG presenta una actividad mas
baja neutralizando el radical AAPH por el método ORAC, mientras que muestra una
actividad intermedia entre estos dos patrones neutralizando el radical DPPH

(quercetina>EPG>catequina).

Por otro lado, el extracto presenta poca actividad para secuestrar el 6xido nitrico

producido, en comparacion con los controles quercetina y catequina.

Efecto inhibitorio del EPG sobre los ROS

Como forma de medir la inhibicion de radicales libres intracelulares (ROS), se utilizo
la sonda fluorescente DCFDA. Dentro de las células, esta sonda pierde su fluorescencia al
ser desacetilada por esterasas intracelulares. En células tratadas con el TBHP, los ROS
producidos oxidan al DCFDA y lo transforman en 27 -diflouresceina (DCF+), un compuesto
altamente fluorescente. Por tanto, a menor valor de ICso mayor es la actividad inhibidora del
extracto sobre los ROS producidos. Como se puede observar en la figura 12, a mayor

concentracion del EPG menor es la cantidad de células DFC+.
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Figura 12. Efecto protector del EPG de la accién de ROS intracelulares en células Vero.

Cada valor es el promedio = ES de tres repeticiones independientes (*“p<0.0001; “p<0.005 con respecto al

control; r Pearson=-0.9814)

La concentracion necesaria del EPG para obtener una disminucion del 50% de células

DFC+ por accion de ROS es de 153 + 13 pg/mL.
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Evaluacion de la actividad protectora de la peroxidacion lipidica

Se evalué la capacidad de distintas concentraciones del EPG para inhibir la
peroxidacion lipidica en dos matrices bioldgicas: eritrocitos humanos y homogenizados de

higados de rata.

Efecto protector sobre peroxidacion lipidica por el método ERYCA

En la figura 13 se observa el efecto protector de diferentes concentraciones de EPG
sobre la integridad de la membrana de eritrocitos humanos. Tal y como se observa, a una
concentracion de 12,5 pg/mL el EPG logro inhibir la hemolisis de eritrocitos de forma similar

a la inhibicion que produce la quercetina a una concentracion de 12 pg/mL (40 uM).

AAPH

Quercetina 12 pg/mL
EPG 3,1 pg/mL
EPG 6,25 pg/mL
EPG 12,5 pg/mL

Absorbancia (700nm)
t bt

0.0

T T T 1
0 100 200 300 400

Tiempo (min)

Figura 13. Efecto protector del EPG contra la peroxidacion lipidica en eritrocitos
Cada valor es el promedio = ES de tres experimentos independientes

La capacidad inhibitoria del EPG fue de 3,65 + 0,15 mmol de QE/g (equivalentes de

quercetina por gramo de extracto).



45

Determinacion de la inhibicion de la produccion de MDA

Al medir el efecto inhibitorio sobre la peroxidacion lipidica en homogenizados de
higado de rata, se puede observar una disminucion en el malondialdehido (MDA) producido,

al aumentar la concentracioén del EPG (figura 14).

60-

MDA (nmol/g tejido)
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Figura 14. Efecto protector del EPG contra la peroxidacién lipidica en homogenizados de

higado de rata.

Cada valor es el promedio = ES de tres repeticiones independientes (***p<0.0001;**p<0.005 con respecto al
control)

La concentracion necesaria para disminuir al 50% la produccién de sustancias
reactivas al 4cido tiobarbiturico (reportado como concentracién de MDA) en homogenizados

de higado de rata es de 52,8 + 3,7 ug/mL.
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Determinacion de la actividad citotoxica

Determinacion del efecto citotoxico del EPG sobre lineas celulares tumorales

Se evaluo el efecto de varias concentraciones del EPG sobre la viabilidad de dos
lineas celulares tumorales del sistema gastrointestinal y una linea celular de rifion de mono

Vero, como control no tumoral, mediante el ensayo con MTT.
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Figura 15. Efecto del EPG sobre la viabilidad de tres lineas celulares.
Cada valor es el promedio = ES de tres experimentos independientes.

En la figura 15 se observa una reduccion en la viabilidad celular al tratar las tres lineas
celulares con diferentes concentraciones del EPG. Para las células de adenocarcinoma de
colon (SW620) se obtuvo una ICso de 16,2 £ 1,5 pg/mL, un valor significativamente mas
bajo que el que se observo para las células Vero (175,8 + 16,4 pg/mL). Para las células de

adenocarcinoma gastrico (AGS) se obtuvo un valor de ICso de 113,6£2,4 pg/mL (figura 16).
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Figura 16. Valores de ICso del EPG en tres lineas celulares.
Cada valor es el promedio = ES de tres experimentos independientes para cada linea celular (“p=0.003;
“*p<0.0001 con respecto al control no tumoral Vero).

Se determind el indice de selectividad (IS) del extracto, ya que un IS igual o superior
a 2 implica que el compuesto o extracto es dos veces mads citotoxico en las lineas tumorales
que en lineas normales e igual o mayor a tres se considera un compuesto o extracto con
potencial terapéutico (152,153). El extracto present6 un indice de selectividad de 10,8 para

las células SW620 y de 1,54 para las células AGS.

Determinacion del posible mecanismo de muerte celular del EPG sobre la linea celular de

adenocarcinoma SW620

Se utiliz6 el ensayo con anexina V/yoduro de propidio para determinar si la
citotoxicidad observada en las células de adenocarcinoma de colon se atribuia a un proceso

de apoptosis o necrosis.

En la figura 17 se observan los resultados de la tincién de anexina V/yoduro de
propidio en células SW620 expuestas a diversas concentraciones del EPG y camptotecina
como control positivo. Luego de 48 h, se observa que el 51% de las células tratadas con el
EPG se encuentran en apoptosis temprana y un 18% en apoptosis tardia (figura 17 B), en

comparacion con las células no tratadas (figura 17 A). Las células tratadas con el control
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positivo, camptotecina, se observan mayoritariamente en apoptosis temprana y apoptosis
tardia, segln la figura 17 C. De estos resultados, se puede observar que ambos disminuyen

la viabilidad celular por apoptosis y no por necrosis, segiin se desprende la figura 17D.
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Figura 17. Efecto apoptotico del EPG y la camptotecina en la linea celular SW620

stk sk

Cada valor es el promedio + ES de tres repeticiones independientes ( p<0.0001 con respecto al control).
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DISCUSION

Valoraciones preliminares del Centro Nacional de Ciencia 'y Tecnologia de Alimentos
(CITA) determinaron que la fruta fresca del giiiscoyol tiene un alto valor de ORAC, lo que
podria ser indicativo de una buena capacidad antioxidante. En este trabajo se obtuvo un
extracto de polifenoles del giliiscoyol (EPG) al cual se le determino la cantidad de polifenoles
y antocianinas totales, se le hizo una caracterizacién fitoquimica y se le determinod la
actividad bioldgica, mediante la evaluacion de sus propiedades antioxidantes y su posible

efecto citotoxico sobre lineas tumorales.

Los polifenoles son compuestos bioactivos de gran interés por sus potenciales efectos
en la disminucién de la incidencia de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas,
inflamatorias y el cancer. La mayoria de estos efectos se deben a las propiedades
antioxidantes de los flavonoides presentes en los alimentos como frutas, vegetales, nueces,

entre otros (59,154-156).

Para la extraccion de los polifenoles de diferentes frutas y vegetales, la literatura
reporta el uso de resinas macroporosas por su relativo bajo costo, facil regeneracion, buen
porcentaje de recuperacion de compuestos y la buena pureza de los extractos en su contenido
de antocianinas (156,157). Para la obtencion del EPG se utilizo la resina XAD-7, compuesta
del polimero etilenglicol dimetil acrilato, empacada con agua que permitié remover los
compuestos mas polares y los aztcares (17,158,159). Para eluir los polifenoles se utiliz6é una

mezcla de metanol-agua.

Al EPG se le determind el contenido de polifenoles totales y de antocianinas, ya que
en muchos estudios estos dos parametros se correlacionan con la actividad antioxidante de

frutas y otros alimentos (7,41,160,161).
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El EPG muestra un alto contenido en polifenoles totales en comparacion con los
valores reportados por otros autores, superado solamente por la mora costarricense y la uva
Tempranillo. Azofeifa ef al. (2015) (134) reportaron una cantidad de polifenoles entre 679
y 714 mg GAE/g de extracto de mora, variedad “vino con espinas” obtenido con el mismo
procedimiento utilizado para extraer los polifenoles del giliiscoyol. Wang et al. (2011) (162)
trabajaron con varios extractos de polifenoles eluidos mediante la resina Amberlita XAD-7
y determinaron la cantidad de polifenoles totales de varias frutas: 440 mg de GAE/g de
extracto de mora, 400 mg de GAE/g de extracto de fresa, 540 mg de GAE/g de extracto de
arandanos, 380 mg de GAE/g de extracto de frambuesas, 420 mg de GAE/g de extracto de

arandanos rojos y 570 mg de GAE/g de extracto de la uva Tempranillo.

En cuanto a la cantidad de antocianinas, Osorio et al. (2010) (17) reportaron para el
Bactris guineensis colombiano una cantidad de antocianinas que oscila entre 0,85-1,48 mg
C3G/g de fruta, seglin varios tipos de extraccion que realizaron (17). La diferencia con lo
reportado para el giiiscoyol costarricense podria radicar en la diferencia en la forma de
expresion de la cantidad de antocianinas en ambos estudios. Azofeifa et al. (2015) (134)
reportaron un contenido de antocianinas para un extracto de polifenoles de mora entre 181-
195 mg C3G/g extracto. Wang et al. (2011) (162) reportaron un contenido de antocianinas
para un extracto de polifenoles de la mora de 163,5 mg de C3G/g de extracto. Ese mismo
estudio reportd valores de 153,5 mg de C3G/g de extracto de ardndanos, 51,9 mg de C3G/g
de extracto de ardndanos rojos, 43,2 mg de C3G/g de extracto de fresa, 23,6 mg de C3G/g de
extracto de la uva Tempranillo y 20,9 mg de C3G/g de extracto de frambuesas. El EPG
muestra un alto contenido en antocianinas en comparacion con los valores reportados para

todas las frutas mencionadas.

Con el fin de caracterizar los polifenoles en el extracto obtenido, se hizo una
caracterizacion fitoquimica mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas, dos
de los métodos mas empleados en identificacion y cuantificacion de polifenoles
(157,163,164). Por medio de UPLC/UHPLC acoplado a masas, se determino que el extracto

del giiiscoyol recolectado en Guanacaste presenta un perfil de polifenoles similares al de la
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familia de las bayas. Contiene una mezcla de flavonoides, especificamente flavanoles,
antocianinas y flavonoles. La composiciéon muestra mondmeros de catequina y epicatequina
que se agregan en dimeros trimeros y tetrameros para formar procianidinas (taninos
condensados). También se encuentran antocianinas: cianidina-3-glucésido y cianidina-3-
rutinosido, dos de los compuestos principales reportados para el giiiscoyol (17,18,24) y para
extractos de bayas como la mora, ardndanos, arandanos rojos, bayas del Saskatoon, grosella
negra, frambuesa, fresas, uvas, entre otras; frutas que tienen reportes de multiples efectos
beneficiosos sobre la salud y una buena capacidad antioxidante (65,155,165-167). El
extracto de giiiscoyol costarricense también contiene quercetina-3-rutindsido (rutina),

presente en otras matrices como el té, fresas, mora, arandanos y duraznos (65,155).

Determinacion de la actividad antioxidante

Las propiedades antioxidantes de polifenoles varian enormemente segun la especie y
variedad de la fruta que se estudie y vienen determinadas mayoritariamente por su estructura.
Especificamente, la cantidad de hidrogenos disponibles para donar determina su actividad
antioxidante, la cual comprende su capacidad para barrer radicales libres (como superoxido,
peroxilo y otros). Esta caracteristica también determina su potencial para inhibir la
peroxidacion lipidica y mostrar actividad citotoxica. La capacidad de las antocianinas para
barrer radicales libres e inhibir la peroxidacion lipidica es mayor segin el tipo
(delfinina>cianidina>pelargonidina) y la cantidad de cada una presente en la matriz
(165,168—173). EIl EPG contiene cianidinas, por lo que es de esperar una buena capacidad

del extracto para barrer radicales libres.

Determinacion del efecto barredor de NO

En el presente trabajo se determino la accion barredora del extracto sobre el 6xido
nitrico, utilizando concentraciones de EPG entre 0,5-1,6 mg/mL. El EPG no presentd buena
actividad para barrer 6xido nitrico, ya que la concentracion para disminuir a la mitad la
concentracion de nitritos (324 + 11 pg/mL) es mucho mayor que la de quercetina (19,4 + 1,3
pg/mL) y otras fuentes como la mora y la curcumina, para las cuales se ha reportado una

buena actividad barredora de NO (167,174). Para distintas variedades de mora de clima
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templado, se reportan ICso desde 15,1 pg/ml hasta 36 pg/mL (175,176) y 24,5+1,3 pg/mL
para un extracto de polifenoles de mora costarricense, variedad “vino con espinas”, obtenido
de la misma manera que el EPG (167). Esta diferencia podria radicar en la composicion

fitoquimica de ambos extractos.

Existen varios reportes de la actividad vasodilatadora de las proantocianinas y
antocianinas presentes en el jugo de uvas, vino tinto y otras fuentes (177-180). Las
procianidinas de la manzana y los extractos de semilla de uva inducen la vasodilatacion del
endotelio de tejidos animales, dependiente de las concentraciones de 6xido nitrico. Las
proantocianidinas de la cacao, ardndanos, uvas y nueces aumentan la biodisponibilidad del
NO. Estas matrices son ricas en dimeros, trimeros, tetrdmeros y heptameros de
epicatequinas, al igual que el EPG (181). La poca capacidad del EPG para barrer el NO se
podria explicar por su contenido de procianidinas, las cuales podrian haber mas bien
contribuido a mantener la concentracion de 6xido nitrico in vitro generada por el SNP. Seria
importante investigar mas a fondo el efecto del EPG sobre la produccion o mantenimiento

de las concentraciones de 6xido nitrico.

Actividad barredora de radicales por el método DPPH

Los compuestos fenolicos muestran, por lo general, una buena actividad para barrer
el radical libre DPPH, segun su estructura quimica. La presencia de dos grupos hidroxilo en

la posicion orto en el anillo B es fundamental para barrer el radical DPPH de forma efectiva

(18).

A una concentracion 3,3 £ 0,2 pg/mL, el EPG logr6 una reduccion del 50% en la
concentracion del radical DPPH. Un estudio realizado en Finlandia con un extracto de
catequina, epicatequina y procianidinas de ardndanos (V. oxycoccos L) y arandanos rojos (V.
vitisidaea L), mostro una actividad barredora de radicales de mas del 50% de actividad, a una
concentracion de 8,3 pg/mL (170,183). Con un perfil fitoquimico muy similar, el EPG es
mas efectivo para barrer el radical DPPH que los extractos de arandano. Una variedad de

mora denominada “vino con espinas”, recolectada en Costa Rica tiene una ICso de 2,57
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pg/mL (167) posiblemente por la diferencia en la composicién fitoquimica de ambos

extractos.

El EPG logro la reduccion del radical libre DPPH en un 88% a una concentracion de
5,6 ug/mL. El arandano azul o mirtilo (Vaccinium myrtillus) y la baya de cuervo (Empetrum
nigrum) muestran actividad barredora de DPPH entre 61 y 90%, respectivamente, ambas a
una concentracion de 2 mg/mL (172), un efecto bastante menor al observado con el EPG.
Probablemente, los polifenoles presentes en el EPG como los flavonoles, que no se
encontraron en el extracto de ardndano azul ni de la baya de cuervo, sean los responsables de

este efecto.

La cianidina-3-glucésido es una de las antocianinas que posee una de las mayores
actividades barredoras del radical DPPH (157,182). Para el giiiscoyol, Osorio et al. (2011)
(18) reportaron que las antocianinas mas activas para barrer el radical DPPH fueron la
cianidina-3-glucosido y la cianidina-3-rutindsido, en comparaciéon con la peonina-3-
glucosido (también presente en el extracto colombiano). La actividad para contrarrestar este
radical fue mayor cuando las dos cianidinas se encontraban juntas, en comparacion con la
actividad de cada una por separado. Probablemente, la presencia de ambas antocianinas en

el EPG haya contribuido a su actividad para barrer el DPPH.

Por su parte Lopez et al (2017) (27) reportaron que los extractos acetonicos de la
pulpa y la semilla tuvieron una capacidad antioxidante comparable con la de la vitamina C.
Datos sin publicar el Departamento de Bioquimica reportan una ICso de 3,74 £ 0,05 pg/ml
para la vitamina C, siendo comparable la actividad del EPG con la del acido ascorbico, de

forma consistente con los resultados encontrados por Lopez et al. (2017).

La quercetina cumple con todas las condiciones estructurales de un agente
antioxidante por excelencia y es el polifenol mas abundante en la dieta (162,168), por lo que

es un punto de referencia importante con el cual comparar la capacidad antioxidante del EPG.
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En comparacion con la quercetina (2,1 £ 0,1 pg/mL), se puede decir que el EPG tiene una

buena capacidad para barrer el radical DPPH.

Determinacion de la capacidad antioxidante por el método ORAC

El ORAC es un método de referencia para evaluar la capacidad antioxidante de
alimentos, ya que integra el grado de inhibicion de la oxidacion y el tiempo en el que sucede
en un mismo reporte (184,185). Existe una tendencia a encontrarse valores elevados de
ORAC entre mayor sea la concentracion de polifenoles y antocianinas presentes en frutas o
extractos (184,186—188). Para el EPG se obtuvo un valor alto de ORAC (9791 £ 390 umol

TE/g de extracto), en concordancia con la observacion anterior.

El ORAC del EPG es mucho mas alto que un extracto de polifenoles de mora
costarricense (Rubus adenotrichos) obtenido con el mismo procedimiento (4339 + 144 mmol
TE/g) y otro extracto de polifenoles obtenido a partir de la preparacion de un jugo de mora
microfiltrado de la misma variedad de fruta, con un valor de 7791 + 185 umol TE/g de
extracto (134). Denev et al. (2010) (189) determinaron valores de ORAC para extractos de
antocianinas de diferentes bayas, obtenidos mediante la extraccion en fase s6lida con la resina
XAD-7: 5783 + 202 umol TE/g de extracto de satico negro (Sambucus nigra), 5646 + 102
pumol TE/g de extracto de arandano azul (Vaccinium myrtillus), 5165 £ 223 umol TE/g de
extracto de aronia (Aronia melanorcarpa), 4042 + 88 umol TE/g de extracto de mora (Rubus

fruticosus) y 3949 = 121 umol TE/g de extracto de grosella negra (Ribes nigrum) (189).

Diferentes formas glicosiladas tienen diversos efectos sobre la capacidad antioxidante
de las antocianinas. En este sentido, la cianidina-3-glucosido presenta una buena actividad
antioxidante contra el radical peroxilo, determinada por el método ORAC (78,190,191) y

esto podria estarse reflejandose en el valor para el EPG.

En comparacion con la quercetina (13410 + 376 umol TE/g), el EPG muestra una
capacidad antioxidante inferior. Las flavonoles como la quercetina presentan actividades

antioxidantes por el método ORAC mayores que las antocianinas como la cianidina, por la
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presencia del doble enlace entre C2 y C3, en conjunto con el grupo oxo en C4 del anillo C,
tipico en la quercetina (78). La catequina, es el compuesto que muestra el mayor efecto
protector contra el radical AAPH, seguido de (-)-epicatequina, acido cafeico, epicatequina
galato, (-)-epigalocatequina galato y otros (192), lo que se puede ver reflejado en la

comparacion de actividades entre catequina (22022 + 132 umol TE/g) y el EPG.

Elradical peroxilo que es evaluado en la prueba de ORAC es comunmente encontrado
en el cuerpo en condiciones fisioldgicas y reacciona de forma moderada frente a moléculas
biologicas. Determinar la capacidad del EPG para barrer este radical da una aproximacion
de su actividad para donar hidrogeno, de su efectividad para romper la cadena oxidativa y su
posible utilidad para prevenir dafio causado por radicales libre (38,193—195), en matrices

bioldgicas.

Efecto inhibitorio del EPG sobre los ROS intracelulares

Los métodos anteriores indican el potencial antioxidante del EPG determinado
mediante métodos fisicoquimicos, pero no aportan evidencia que este extracto posea
actividad antioxidante en matrices biologicas. Las antocianinas se caracterizan por sus
propiedades antioxidantes y se ha demostrado que las proantocianidinas protegen a las
células en cultivos celulares de la accion de los ROS inducidos por el TBHP (196,197). Por
lo tanto, la inhibicion de la accion de ROS sobre una sonda fluorescente en células Vero,
puede ser un indicador de la capacidad del EPG para proteger matrices biologicas de la accion
de los radicales libres intracelulares inducidos por el TBHP. La adicion de EPG a las células
Vero disminuy¢6 la intensidad de la fluorescencia intracelular de forma proporcional a la
concentracion del extracto, lo que indica la entrada del EPG a las células evitando la accion
oxidativa de los ROS sobre la sonda. Varios estudios han demostrado que algunos
polifenoles son capaces de difundir por las membranas celulares y prevenir la produccion de
ROS intracelulares. La curcumina, el principal polifenol encontrado en el rizoma de la
circuma, demostrd difundir a través de la membrana de células de musculo de raton y
prevenir la produccion de ROS (198). Un extracto de la fresa de junio o sakatoon

(Amelanchier alnifolia) suprimi6 la oxidacion de la sonda fluorescente DCFDA de forma
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dependiente a su concentracion (165). Por su parte, la quercetina suprimi6 los niveles
intracelulares de ROS producidos por H»>O2, en células HepG2-C8, de forma dosis
dependiente (199).

La concentracion del EPG para inhibir la oxidacion de la sonda por los radicales libres
al 50% es de 153 + 13 pg/mL. Un estudio con un extracto de mora costarricense (Rubus
adenotrichos) reportd un 1Cso entre 204 - 220 + 10 ng/mL (134). La mayor capacidad del
EPG para proteger contra la actividad oxidante de ROS intracelulares, posiblemente se
relacione con el tipo de flavonoides presentes en el extracto entre ellos la catequina, la
epicatequina y las procianidinas para las cuales otros estudios han logrado demostrar que
previenen la oxidacion de la sonda por los ROS y son buenas barredores de radicales libres

(200-203).

Evaluacion de la actividad protectora de la peroxidacion lipidica

La oxidacion lipidica provocada por los radicales libres sobre la membrana celular
causa alteraciones estructurales en ella y afecta su funcién bioldgica, resultando en la
aparicion y progresion de muchas enfermedades cardiovasculares, dafios cognitivos,
neurodegenerativos y cancer (204). En este trabajo se evalu6 la inhibicion de la peroxidacion
por efecto del EPG sobre la membrana de eritrocitos y el efecto sobre la concentracion de

MDA en homogenizados de higado de ratas sometidos a estrés oxidativo.

Efecto protector del EPG sobre peroxidacion lipidica en eritrocitos por el método ERYCA

Los eritrocitos son células ideales para estudiar la capacidad de los antioxidantes para
evitar el dafio oxidativo por varias razones: transportan y metabolizan antioxidantes in vivo,
transportan oxigeno y contienen metales de transiciéon como el hierro; barren ROS y RNS,
no contienen nucleo por lo que no producen ROS mitocondriales; tienen la mayoria de las
enzimas redox enddgenas y tienen gran cantidad de proteinas y acidos grasos poliinstaurados

en su membrana (149,205,206).
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Los eritrocitos tienen una serie de proteinas en la bicapa lipidica con diferentes
particularidades quimicas que permiten el estudio de la interaccion de los flavonoides con la
membrana celular. Los flavonoides interactian con las membranas bioldgicas segin su
polaridad y los grupos hidroxilo presentes en el anillo B, factores que les permiten
incorporarse y ubicarse en la membrana, aumentando su fluidez o rigidez, e impidiendo el
acceso de agentes oxidantes al interior de la célula (201,206,207). El AAPH es un agente
hidrosoluble que produce rapidamente radicales libres en presencia de oxigeno que atacan la

parte externa de la membrana celular (208).

Se observo que el extracto del giiiscoyol inhibe la hemdlisis de los eritrocitos de forma
comparable con la actividad de la quercetina (40 uM) La capacidad inhibitoria del EPG fue
de 3,65 £+ 0,15 mmol QE/g de extracto, posiblemente por los compuestos fitoquimicos que
tiene. Diversos estudios han determinado que la epicatequina, catequina y procianidina B2
tienen buena capacidad para proteger los eritrocitos contra los radicales peroxilo producidos
por el AAPH (208). El EPG contiene catequinas, epicateqinas, procianidinas, cianidinas y
quercetinas, por lo que se podria esperar que los polifenoles del extracto de giisicoyol

protejan la membrana de los eritrocitos de los radicales producidos por el AAPH.

Hay estudios que demuestran la capacidad de los polifenoles para proteger a los
eritrocitos del estrés oxidativo provocado por radicales libres. Las antocianinas, las
epicatequinas y epigalocatequinas propician la integridad de la membrana; y las
procianidinas B1 mantienen la integridad de la membrana, previenen la interaccion entre
oxidantes y los lipidos presentes e impiden la pérdida de moléculas pequefias (200,204,209—
212). Especificamente, las antocianinas de arandanos, entre ellas la cianidina-3-glucésido,
se acumulan en la membrana eritrocitica, impidiendo la acciéon de los ROS (210); y las
antocianinas de la cdscara de uvas inhiben la hemolisis causada por los radicales peroxilo
producidos por AAPH (209). Por su parte, la (+) catequina y la (-) epicatequina protegen
contra el dafio causado por AAPH, prolongando en més de un 100% el tiempo necesario para

la hemdlisis (192). Por otro lado, la actividad barredora de radicales libres de estos



58

compuestos y de las procianidinas contribuye con la reduccion de la peroxidacion lipidica

(205,206).

Las antocianinas con multiples grupos hidroxilo se unen electrostaticamente a la
superficie de membrana, aumentando su rigidez; mientras que las que tienen menos grupos
hidroxilo pasan a la region hidrofobica de la membrana, aumentando la fluidez de la misma
y evitando la propagacion de la peroxidacion lipidica (204). Entre mas hidrofilico sea el
flavonoide, como las catequinas, epicatequinas y procianidinas (200), més se adsorbe en la
membrana celular al interactuar con la cabeza polar de los fosfolipidos, confiriéndole mas
proteccion. En ambos casos, las antocianinas protegen la membrana celular de la oxidacion

por radicales libres.

Bonarska-Kujawa et al/ (2011) (213) y Bonarska-Kujawa et al (2014) (214)
demostraron que extractos de manzana, fresa, Aronia melanocarpa y Rubes nigrum L., ricos
en procianidinas, catequinas, epicatequinas, cianidina-3-glucésido, cianidina-3-rutindsido y
quercetina-3-rutindsido (entre otros), se adsorben en la capa externa de eritrocitos sin llegar
a penetrar hacia la zona hidrofobica de la membrana (213,214). Un estudio con un extracto
de hojas de maqui (A4ristotelia chilensis), rico en estos compuestos, demostro la adsorcion de
los mismos en la parte externa de la bicapa lipidica (215). Por su parte, la quercetina
interacciona con los componentes de la membrana celular y aumenta su rigidez (207,216).
Por el perfil fitoquimico del EPG, podria ser posible que estos compuestos protejan la
membrana de los eritrocitos y por lo tanto, seria necesario realizar estudios que permitan

evaluar su accion en detalle.

Efecto protector del EPG sobre peroxidacion lipidica en homogenizados de higado de rata

Como se discutio en el apartado anterior, la presencia de flavonoides cerca de las
membranas bioldgicas causa interacciones con las proteinas y lipidos presentes, impidiendo
la entrada de moléculas dafiinas hacia el interior de las células y barriendo radicales libres en
la superficie (200,206,207). Aun cuando el mecanismo especifico por el cual determinados

polifenoles inhiben la oxidacién no es claro, se ha propuesto que pueden actuar como
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donadores de hidrogeno y detener la reaccion en cadena producida por radicales alkoxilo y

peroxilo (217), producidos por el TBHP.

Los ROS reaccionan con los dobles enlaces de los 4cidos grasos poliinsaturados
generando hidroperoxidos mediante una cadena de peroxidacion. Uno de los principales
productos secundarios de esta oxidacion es el MDA, el cual se ha relacionado con procesos
patologicos como la mutagénesis y la aterosclerosis y otras enfermedades relacionadas con
el dano oxidativo, razon por la cual se utiliza para cuantificar el grado de lipoperoxidacion
en muestras biologicas como plasma y tejidos de higado, rifiones, pulmones, entre otros

(218-220).

Hasta el momento, el efecto del B. guineensis sobre la inhibicion de la peroxidacion
lipidica no habia sido evaluado. En el presente trabajo se observé una disminucion de MDA,
dependiente de la concentracion de EPG, en homogenizados de higado tratados con TBHP.
En este trabajo, la concentracion para disminuir al 50% la generacion de sustancias reactivas
al TBA (reportado como concentracion de malondialdehido/g de tejido) fue de 52,8 + 3,7
png/mL, una actividad intermedia entre el Trolox (ICso de 43,1 £ 0,3 pg/mL) y la mora
costarricense Rubus adenotrichos (ICso de 20,3 + 4,2 ng/mL) (167).

En la literatura existe amplia evidencia de la capacidad de los polifenoles para
disminuir las concentraciones de MDA luego de un reto oxidativo, tanto in vitro como in
vivo. Estudios en animales suplementados con dietas ricas en antocianinas, flavonoles,
flavanoles y procianidinas de fresas, cacao y té verde, han demostrado ser efectivas para
disminuir los niveles de MDA en higado de animales sanos y de animales sometidos a un
estrés oxidativo (221,222). Un meta andlisis de estudios en tejidos y suero de animales
demostro6 que los niveles de MDA eran casi tres veces mas bajos en los grupos experimentales
tratados con procianidinas, en comparacion con los grupos control (196). Los mondmeros
de catequina y las procianidinas protegen de la lipoperoxidacion por ROS generados tanto en
la fase hidrofilica como en la fase hidrofobica de la membrana. Entre menor sea la cantidad

de unidades de epicatequina (dimeros y trimeros), la acciéon es mejor contra ROS
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hidrosolubles, mientras que procianidinas con mayor numero de unidades se podrian insertar
en la membrana y actuar como barredores de radicales (223). Con base en lo anterior, seria
de esperar que la presencia de procianidinas y catequinas en el EPG ofrezca una buena

proteccion contra la peroxidacion lipidica en matrices bioldgicas.

Determinacion de la actividad citotoxica

Determinacion del efecto citotoxico selectivo del EPG sobre lineas celulares tumorales

Un compuesto natural con actividad citotoxica prometedora es aquel cuyo extracto
crudo muestra valores de ICso menores a 30 pg/mL cuando se prueba en células tumorales
(224,225,226). Un agente citotoxico ideal es aquel que tiene poca toxicidad sobre las células
sanas, buena eficacia contra diversos tipos de céncer, apto para consumo oral para mayor
comodidad y adherencia del paciente, y con un mecanismo de acciéon conocido, entre otros
factores (93). En este trabajo se utilizo la prueba MTT para medir la viabilidad celular, sin
someter a las células a ninglin estrés oxidativo adicional, por lo que se midi6 la capacidad
del EPG para interferir con la actividad metabolica de las células tumorales. En este sentido,
el EPG mostr6 un valor de ICsp mayor de 100 pg/mL para la linea tumoral de estdmago AGS
y la linea no tumoral de riion de mono (Vero), descartandose de esta manera una buena
actividad citotdxica sobre el adenocarcinoma géstrico. Por el contrario, para la linea tumoral

de adenocarcinoma de colon (SW620), la ICso fue de 16,2 + 1,5 pg/mL.

Tal y como en el caso del EPG, diversos estudios in vitro han comprobado que los
flavonoides tienen un fuerte potencial antioxidante y citotoxico. En general, han demostrado
ser poco toxicos sobre células normales y bastante eficaces en la inhibicion de la proliferacion

en muchas lineas celulares cancerigenas (93,227-229).

La actividad citotoxica de los flavonoides sobre el tracto grastointestinal ha sido
ampliamente estudiada. En cdncer de colon se ha observado que la estructura quimica y el
grado de polimerizacion, son determinantes para la citotoxicidad de estos compuestos.

Algunos flavonoides, por sus caracteristicas estructurales, no se absorben en el tracto
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gastrointestinal alcanzando el colon de forma intacta donde ejercen su actividad sobre las
células epiteliales. Las procianidinas oligoméricas son un ejemplo de esta caracteristica

(230,231).

Estudios en lineas celulares de cancer de colon no metastasico, como HT29, HCT116,
Caco2 y SW480, han demostrado que la quercetina, la rutina, las catequinas, las antocianinas
y procianidinas tienen actividad citotoxica sobre ellas. Las antocianinas, como la delfinidina,
pelargonidina, cianidina y otras también muestran efectos citotoxicos en lineas de cancer de

colon metastasicas como la LoVo y LoVo/ADR (232).

Diversos extractos ricos en antocianinas (principalmente glicésidos de cianidinas) de
arandanos, moras, grosellas negras, airelas o arandano rojo (Vaccinium vitisidaea), fresas,
uvas, aronia (Aronia meloncarpa) y cerezas demostraron ser mas efectivos que otros
flavonoides para inhibir el crecimiento de células de cancer de colon, sin alterar células
colonicas sanas (117,160,233,234). Un extracto comercial rico en antocianinas de arandanos
y grosellas negras y otro de antocianinas de Aronia melanocarpa inhibieron la proliferacion
de las lineas celulares de carcinoma de colon Caco2 y HT29, en un rango de concentraciones
entre 25 pg/mL y 50 ug/mL, respectivamente (235,236). Una investigacion reportod un ICso
de 64,50 pg/mL para un extracto de mora (Rubus sp) en células HT29, y una ICs cercano a
90 pg/mL para extractos de arandanos (Vaccinium corymbosum) y frambuesa negra
(Vaccinium macrocarpon), tanto en las lineas celulares HT29 como HCT116 (237). Estas
bayas han demostrado inhibir la proliferacion celular a concentraciones mayores a la

observada con el EPG.

Un extracto rico en procianidinas del Vaccinium vitisidaea present6 un valor de ICso
de 38,3 ug/mL en células Caco2 (238). Un extracto rico en procianidinas de manzana,
compuesto principalmente por (-) epicatequina y (+) catequina demostrd una inhibicién
dependiente de la concentracion, del crecimiento celular de las células de adenocarcinoma
de colon SW620, con una ICsode 45 pg/mL (239). Con un perfil de procianidinas similar, el

EPG muestra una mejor actividad sobre esta linea celular. Las procianidinas de las semillas
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de la uva han demostrado inhibir el crecimiento de las células de cancer de colon HT29 y en
la linea LoVo (240,241). Las procianidinas A2 presentes en los ardndanos Vaccinium
myrtillus y Vaccinium vitisidaea lograron valores de ICso de 24,7 y 24,3 ng/mL en la linea
SW620 luego de 48 horas de incubacion, valores mas bajos que las procianidinas B2 de la

manzana, y ligeramente mayores a la ICso obtenida con el EPG (242).

La literatura indica que la combinacioén de procianidinas y antocianinas parece tener
un efecto sinérgico sobre algunas lineas celulares (230-232,286,241). En el caso del EPG,
la presencia de procianidinas y antocianidinas podria estar determinando su actividad

citotoxica.

En cuanto a la linea celular AGS, dos estudios realizados con extractos ricos en
polifenoles (cianidina-3- glucosido, catequina, epicatequina, quercetina rutinosido y
procianidinas B) de bayas chilenas (Rubus geoides y Ribes cucullatum, Ribes magellanicum,
Ribes punctatum and Ribes trilobum) demostraron que estos extractos no presentan actividad
citotdxica en esta linea, con ICso entre 800 y 1000 pg/mL para el caso de Rubus geoides y
entre 300 y 500 pg/mL para las Ribes spp. Los autores concluyen que estos extractos no
muestran toxicidad hacia esta linea celular, mientras que por el contrario, le atribuyen un
efecto citoprotector ante un reto oxidativo con H>O» (245,246). Por otro lado, se reporta que
la cianidina-3-glicdsido conserva la viabilidad celular de las AGS entre 80-85% luego de 48
h de incubacion (247). EL EPG tampoco demostr6 un efecto citotoxico importante en esta

linea celular (113,6 + 2,4 pg/mL), con un perfil de flavonoides muy similar al de estas bayas.

Un indice de selectividad igual o superior a 2 implica que el compuesto o extracto es
dos veces mas citotoxico en las lineas tumorales que en lineas normales e igual, mientras que
si es mayor a tres se considera un compuesto o extracto con potencial terapéutico (152,153,
243,244). Lalinea Vero se utilizé para estimar el indice de selectividad del EPG con respecto
a cada linea celular tumoral. En el caso del EPG, este extracto muestra poca selectividad por
la linea AGS, mientras que presentd una alta selectividad por la linea SW620, con un valor

superior a 10.
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Apoptosis como posible mecanismo de muerte celular del EPG sobre la linea de

adenocarcinoma de colon SW620

A partir del resultado del indice de selectividad y la actividad citotoxica para la linea
celular tumoral SW620, se procedio6 a determinar un posible mecanismo de accion citotoxico
del EPG, mediante la prueba de tincidon con anexina y yoduro de propidio. Luego de 48 h se
observa que las células tratadas con EPG, en distintas concentraciones (5,10 y 20 pg/mL), se
encuentran vivas en apoptosis temprana, mientras que las que fueron tratadas con
camptotecina se observan en apoptosis tardia. En la linea celular SW620, los analisis de
anexina-yoduro de propidio mostraron que una concentracion de 20 ug/mL indujo un mayor
porcentaje de células A+PI- (51% = 3), es decir, células en apoptosis temprana y en menor

grado, células en apoptosis tardia (A+PI+) (18,1% =+ 4,8).

En el presente trabajo, compar6 la actividad apoptética del EPG con la actividad de
la camptotecina como control de apoptosis. La camptotecina es un alcaloide aislado del arbol
Camptotheca acuminata que ha sido el precursor de varios derivados, entre ellos el irinotecan
y topotecéan, que actualmente se utilizan en el tratamiento de diversos tipos de cancer. La
camptotecina fue aprobada por la FDA para su uso en carcinoma de colon refractario. Este
compuesto, actia impidiendo la replicacion del ADN al unirse con la topoisomerasa [ y

provocando apoptosis (136,248).

La induccion de apoptosis, o muerte celular programada, se considera un blanco
importante en la prevencion del cancer, ya que ésta se encuentra alterada en esta patologia
(70,227). La apoptosis se puede desencadenar por multiples estimulos, entre ellos el estrés
oxidativo y diversos agentes citotoxicos. Dos de los mecanismos por los cuales los
flavonoides inducen la apoptosis son la modulacion de la actividad de los ROS y la inhibicién
de las ADN-topoisomerasas I y II (76,77,93,95,116,121,249,250). Los flavanoles, la
epigalocatequina y la cateqina; las flavanonas (hesperetina, naringina), la flavona apigenina,
los flavonoles como la quercetina, han demostrado propiciar la apoptosis en lineas celulares
de céancer cervical, cancer de seno, cancer de colon y estdbmago, cancer hepatico, leucemia

(60,116,232,251,252). Para la quercetina se ha reportado que induce ademas estrés oxidativo
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con aumento de ROS y dispara la apoptosis, en células de carcinoma colénico humano.

También se le atribuye la inhibicion de las topoisomerasas [ 'y II (116,227,251).

Por su parte, las antocianinas y las procianidinas han demostrado inducir apoptosis
en cancer de pulmon, oral, de seno, de piel, prostata y de colon, por acumulacion de ROS en
las células cancerigenas, efecto contrario al que ejercen sobre células normales, mediante
mecanismos poco claros. Las antocianinas de los ardndanos azules, cianidina-3-glicésido,
delfinidina y peonidina-3-glicosido suprimen el crecimiento tumoral de células de cancer de
seno y colon mediante apoptosis (155,227,237,241,242,251,253,254).  Extractos de
antocianinas de mora y fresas mostraron efectos pro apoptoticos en lineas celulares de cancer

de colon (237).

En la linea tumoral SW620, extractos de diversas fracciones de arandano azul
(Vaccinium myrtillus), de manzana y arandano rojo (Vaccinium vitisidaea) lograron un 95%,
un 64% y un 37% de células apoptdticas, respectivamente, a una concentracion de 75 pg/mL
(242). Otro estudio determind que un extracto de procianidinas de la manzana provoco6 un
50% de apoptosis a una concentracion de 45 pg/ml y un 100% a 70 pg/mL (239). El EPG
logré un 69% de apoptosis en las células SW620 a una concentracion de 20 pg/mL, un
porcentaje similar al estdndar de manzana posiblemente porque ambos extractos contienen
procianidinas. El EPG contiene procianidinas B1, antocianinas, catequina, epicatequinas y

quercetinas, que podrian contribuir sinérgicamente con su actividad apoptdtica.

Algunos flavonoides, como la catequina y la quercetina, alteran la funcionalidad de
las topoisomerasas; las antocianinas, tales como la cianidina y la delfinidina que contienen
un grupo hidroxilo en el anillo B, inhiben la accion catalitica de las topoisomerasas,
especialmente la topoisomerasa II (250). Flavonoides, como la galatoepigalocatequina
(EGCG) y las procianidinas B2 son inhibidores de la actividad catalitica de las
topoisomerasas I y II, uniéndose a la enzima antes de su interaccion con la hebra de ADN
(255,256). Dos extractos de semilla de uva, uno rico en antocianinas y otro rico en

procianidinas y catequina, demostraron de forma individual inhibir la actividad catalitica de
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la topoisomerasa II y mostraron una accion aditiva sinérgica en esta inhibicion al probarse
ambos de forma conjunta sobre la accion de la topoisomerasa II (255). El EPG tiene un perfil
fitoquimico similar a estos dos extractos juntos, por lo que seria importante determinar si el

EPG tiene efecto sobre las topoisomerasas.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
El contenido de polifenoles totales del EPG, se correlaciona con la actividad
antioxidante observada para este extracto, lo que demuestra que el giiiscoyol es una fruta con

mucho potencial antioxidante.

El EPG pareciera no tener un buen efecto barredor de 6xido nitrico, sino que pudiera
ser que favorezca el mantenimiento de sus concentraciones in vifro. En este sentido, es
necesario realizar pruebas especificas, tanto in vitro como in vivo, para comprobar el efecto

sobre las concentraciones de 6xido nitrico observado en este trabajo.

El EPG mostré buena proteccion contra la peroxidacion lipidica, factor
desencadenante de varias enfermedades (cardiovasculares, neurologicas). Es importante

profundizar en el mecanismo de accidon sobre las membranas bioldgicas.

El EPG present6 un efecto citotdxico y selectivo en la linea celular de cancer de colon
metastasico SW620, mediante la induccion de apoptosis temprana. El efecto sobre el cancer

de colon metastésico podria atribuirse a la sinergia entre los compuestos bioactivos del EPG.

Es conocido que la interaccion de la microbiota intestinal con los flavonoides juega
un papel importante en su absorcion y biodisponibilidad. Este tipo de compuestos bioactivos
sufre un extenso metabolismo intestinal y hepatico antes de ser excretados por la orina. Una
vez metabolizados, sus actividades biologicas se pueden ver modificadas por cambios
estructurales en sus grupos funcionales. Es importante realizar estudios in vivo con el EPG,
que permitan determinar la biodisponibilidad de sus compuestos bioactivos desde el tracto
gastrointestinal, especificamente en colon, donde se da la mayor interacciéon de los
polifenoles con la microbiota. Igualmente, es necesaria la identificacion de los metabolitos
del EPG excretados por la orina, con el fin de establecer una posible relacion entre las
actividades bioldgicas observadas en este trabajo y los metabolitos de los flavonoides

presentes en este extracto.
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Abstract.

BACKGROUND: Lower risk of digestive tract cancer development has been associated with polyphenol intake. Bactris
guineensis is an edible endemic palm that grows in Central and South America.

OBJECTIVE: This study performs a phenolic characterization of Bactris guineensis and evaluates the bioactivity of this
fruit.

METHODS: The phenolic compounds of B. guineensis were characterized by HPLC-UV-HRMS analyses and the antiox-
idant activity was measured by chemical and cellular methods. Additionally, cytotoxicity of B. guineensis polyphenols was
performed on 4 cancer cell lines and the pro-apoptotic effect was evaluated by flow cytometry using annexin staining.
RESULTS: The major phenolic compounds of B. guineensis were proanthocyanidins. The extract ICsy for DPPH was
3.34+0.2 wg/mL and for induced intracellular ROS was 153 &+ 13 pg/mL. MTT cytotoxic assays demonstrate ICs, values
between 16.6 and 24.9 wg/mL for the colon and hepatic adenocarcinomas, with high selectivity effects towards cancer cells
compared to non-tumor cells. A 20 to 50% early apoptotic effect was observed in cancer cells lines by Annexin/PI staining.
CONCLUSIONS: B. guineensis evidenced an important radical scavenging activity and a strong cytotoxic activity against
hepatic and colorectal carcinoma cells, showing better values than procyanidin extracts from other fruits previously described.
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