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RESUMEN

Physalis peruviana L. “Aguaymanto” es una especie peruana usada tradicionalmente en el
tratamiento del cancer y otras enfermedades por sus presuntas propiedades
quimioprofilacticas, quimioterapéuticas, antibiéticas, antipiréticas, antivirales y antimicoticas.
Es asi que se postula como una valiosa fuente natural para la obtencién de nuevos agentes
farmacoldgicos. En el presente estudio se evalué el efecto antiproliferativo del extracto
acuoso de Physalis peruviana L. en linfocitos humanos y en la linea celular K562 (leucemia
mieloide crénica), para lo cual se colectaron frutos frescos de la provincia de Carhuaz
(Ancash) que fueron procesados para obtener un extracto sélido puro para adicionarlo a un
cultivo celular in vitro linfocitario aislado de 10 individuos sanos y de la linea celular K562.
Los cultivos fueron mantenidos en condiciones adecuadas y se les afadié cuatro dosis del
extracto acuoso (50, 100, 200 y 400 pg/ml), de cisplatino (0.3, 0.6, 1.25 y 2.5 ug/ml) y como
control negativo el medio de cultivo. Se determiné la viabilidad celular mediante el conteo
celular con el colorante azul de tripano en la camara de Neubauer y con el ensayo
colorimétrico MTT en el lector de ELISA. Los resultados mostraron que las concentraciones
de aguaymanto con mayor efecto antiproliferativo fueron 200 y 400 pg/ml, que alcanzaron
porcentajes de inhibicion mayores de 50 % tanto para los linfocitos y la linea celular K562.
Paralelamente, el cisplatino mostrd claramente mayor efecto antiproliferativo en los linfocitos
en comparacién con el aguaymanto, mientras que el aguaymanto mostr6 mayor efecto
antiproliferativo en la linea K562, lo que podria sugerir que el fruto es menos dafino en
linfocitos que el cisplatino. El analisis estadistico se realizé con el software STATA a un nivel
del 5% (Kruskall-Wallis, p<0.05), encontrandose diferencias significativas en la viabilidad
celular de los linfocitos y de K562 con extracto acuoso de aguaymanto y cisplatino. Con el
aguaymanto, la viabilidad celular fue mayor en linfocitos que en K562; y con el cisplatino, la
viabilidad celular fue mayor en K562 que en linfocitos. La concentracién inhibitoria media del
aguaymanto fue de 235.73 pg/ml para linfocitos y para la linea celular K562 fue de 146.25
pg/ml, lo que dio un indice de selectividad mayor a 1 (Microsoft Excel 2010). Esto indica que
el aguaymanto tiene mayor efecto antiproliferativo sobre las células cancerigenas de
leucemia que sobre las células no malignas (linfocitos). Los resultados son satisfactorios y
sugieren continuar estudios sobre las diversas bondades medicinales del aguaymanto como
fuente potencial de compuestos bioactivos con aplicacion terapéutica.

Palabras clave: Physalis peruviana L., antiproliferativo, linfocitos humanos, leucemia
mieloide crénica, conteo celular, ensayo colorimétrico MTT.
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ABSTRACT

Physalis peruviana L. "Aguaymanto" is a peruvian species traditionally used in the
treatment of cancer and other diseases for their alleged properties chemoprophylaxis,
chemotherapy, antibiotic, antipyretic, antiviral and antifungal. Thus it is postulated as a
valuable natural source for obtaining new pharmacological agents. In the present study
was evaluated the antiproliferative effect of aqueous extract of Physalis peruviana L. in
human lymphocytes and in cell line K562 (chronic myelogenous leukemia), for which
fresh fruits of the province of Carhuaz (Ancash) were collected to obtain a pure solid
extract to add it to a cell culture in vitro of lymphocytes isolated from 10 healthy
individuals and the cell line K562. Cultures were maintained in suitable conditions and
added with four doses of the aqueous extract (50, 100, 200 and 400 pg / ml), cisplatin
(0.3, 0.6, 1.25 and 2.5 pg / ml) and negative control with medium culture. Cell viability
was determined by cell counting with trypan blue dye Neubauer chamber and the MTT
colorimetric assay in ELISA reader. The results showed that concentrations greater
antiproliferative effect of aguaymanto were with 200 and 400 pg / ml, which reached
percentages of inhibition over 50% for both lymphocytes and cell line K562. At the
same time, cisplatin showed clearly higher antiproliferative effect on lymphocytes than
aguaymanto, while aguaymanto showed greater antiproliferative effect in the K562 line,
which may suggest that the fruit is less harmful than cisplatin in lymphocytes. Statistical
analysis was performed using STATA software at a level of 5% (Kruskal-Wallis, p
<0.05), in cell viability were significant the differences of lymphocytes and K562 with
aqueous extract of aguaymanto and cisplatin. With aguaymanto, cell viability was
higher in lymphocytes than K562 cells; and with cisplatin, cell viability was higher in
K562 cells than lymphocytes. The mean inhibitory concentration was 235.73
aguaymanto ug / ml for lymphocytes and in cell line K562 was 146.25 ug / ml, which
gave a selectivity index higher than 1 (Microsoft Excel 2010). This indicates that the
aguaymanto has greater antiproliferative effect on cancer cells of leukemia than
nonmalignant cells (lymphocytes). The results are satisfactory and suggests to
continue studying on the various medicinal benefits of aguaymanto as a potential
source of bioactive compounds with therapeutic application.

Keywords: Physalis peruviana L., antiproliferative, human lymphocytes, chronic
myeloid leukemia, cell count, MTT colorimetric assay.
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.  INTRODUCCION

Desde que el hombre aparecié en la tierra ha procurado mantener su bienestar y
protegerse de cualquier amenaza mediante recursos naturales; la naturaleza fue muy
generosa al otorgarle gran parte de la protecciéon contra diversas afecciones, estas
propiedades generalmente estuvieron asociadas de forma errénea con temas mégico-
religiosos; el uso terapéutico de los productos de origen natural es una de las
necesidades primordiales desde inicios de la historia de la humanidad (Cortez et al.,
2004). Por ejemplo las plantas han sido siempre utilizadas popularmente de manera
intuitiva y empirica con fines medicinales, debido a que poseen estructuras que
producen aparentemente un efecto fisioldgico (Farnsworth et al, 1985 citado por
Bermudez et al., 2005).

El auge de los productos fitoterapéuticos como parte de la medicina alternativa, es en
respuesta a factores como el alto costo de los medicamentos y de la asistencia
médica, razén por la cual se hace necesario crear lineas de investigacion que
conduzcan a establecer pruebas que permitan asegurar el uso correcto de
medicamentos que llevan como principio activo extractos vegetales, con el menor
riesgo posible. Es por eso que las técnicas in vitro son un modelo biol6gico
reproducible y verificable, altamente usado en respuesta al uso de plantas medicinales
que sustituyen una cantidad ingente e innecesaria del uso de animales, los cuales
engloban ensayos en cultivos celulares, tisulares, fracciones subcelulares, érganos
perfundidos, reconstituidos o en cortes, cultivo primario, reagregados celulares, co-
cultivos sistemas con células cancerigenas (leucemia, cancer de colon,
hepatocarcinoma, etc) y células no transformadas (fibroblastos o linfocitos humanos)
(Meneau, 2014). En ellos utilizan células genéticamente modificadas, células
transgénicas y muestras de procedencia humana. Estos métodos permiten que se
controlen eficientemente las condiciones de ensayo, con lo que se alcanza un alto
nivel de estandarizacién; ademas, son rapidos, econdmicos y requieren pequenas
cantidades del material de estudio (Meneau, 2014). Sin embargo, aun cuando estos
métodos presentan numerosas ventajas no debe dejar de considerarse que son muy
restrictivos, ya que evallan solo un aspecto concreto de la toxicidad y no al organismo
como un todo, sin embargo permiten probar distintos productos vegetales y evaluar
sus riesgos antes de utilizar modelos animales y mucho antes de utilizar modelos

humanos (Meneau, 2014).



Asimismo, también aportan un control al uso indiscriminado de especies vegetales en
el tratamiento de muchas enfermedades. La medicina tradicional peruana es y ha sido
muy utilizada desde la época incaica, a su vez posee una gran diversidad de plantas
nativas con propiedades que en su mayoria no han sido estudiadas cientificamente.
Un ejemplo es la planta Physalis peruviana L. nativa de la region de los Andes, que
trasciende la historia de los periodos pre-incas e incas a lo largo del Sur de América,
siendo el centro de origen, de acuerdo con Legge (1974), los Andes del Peru.

Physalis peruviana L., pertenece a la familia Solanacea, que fue descrita por primera
vez por Linnaeus en 1753 (Quispe-Mauricio et al., 2009); y es conocida comunmente a
nivel nacional como capuli y aguaymanto. En Sudamérica el aguaymanto también se
le llama uchuva, uva del monte, amor en bolsa, uvilla, tomatillo, etc. (Maguifia, 2005;
Angulo, 2005; Caicedo y Andrés, 2010; Fischer et al., 2014). El aguaymanto es usado
empiricamente para tratar el cancer y otras enfermedades, como hepatitis, asma,
malaria y dermatitis (Perry, 1980; Zavala et al., 2006) por sus presuntas propiedades
antibacterianas, antimicoéticas, antipiréticas y quimioterapéuticas. El interés principal en
el aguaymanto radica en su aparente potencial anticancerigeno, ya que el cancer es
en la actualidad uno de los problemas de salud mas preocupantes de la humanidad, y
aunque se ha avanzado considerablemente en el conocimiento, tratamiento y la
prevencion de la patologia, quedan aun muchas lagunas terapéuticas por descubrir
(Amiel D. y Amiel J., 2013). Para enfrentar y controlar esta enfermedad, el tratamiento
consiste en quimioterapia, radioterapia, cirugia o una combinacién de ellas,
lamentablemente estas opciones pueden ser muy agresivas y téxicas causando en el
paciente una serie de efectos secundarios a nivel fisico y psicolégico (Diaz, 2013;
Uscanga, 2014).

La citotoxicidad de agentes antineoplasicos sintéticos, muy usados actualmente a nivel
nacional e internacionalmente, es un problema constante en la terapia contra el
cancer, su limitacion se encuentra en que los farmacos son toxicos tanto para células
cancerigenas como no cancerigenas, lo que provoca efectos adversos en diferentes
tipos de tejidos u 6rganos (Gottesman y Pastan, 1993; Smith et al.,, 1998; Isnard—
Bagnis et al., 2005). Dentro de los efectos secundarios a nivel fisico se reportan
nauseas y vomitos, alopecia, cansancio, anemia, infeccion, problemas de coagulacion,
mucositis, diarrea, estrenimiento, hemorroides, efectos sexuales como disfuncién
eréctil y otros (Diaz, 2013). La problematica del alcance de las terapias contra cancer
y sus efectos adversos son una triste realidad que enfrentan todos los pacientes en el



mundo, la quimioterapia por ejemplo ha sido socavada por el hecho de que los
farmacos usados actualmente son relativamente téxicos o, hasta cierto punto,
ineficaces por un incremento de la resistencia a los medicamentos (Diaz, 2013). Los
mecanismos moleculares de la resistencia a la droga pueden implicar una variedad de
factores tales como mutacion de los genes blancos y la disminucion de las
concentraciones de los farmacos en las células debido a la toxicidad renal (Gottesman
y Pastan, 1993; Ling et al., 1993; Smith et al., 1998; Isnard—Bagnis et al., 2005). En
este contexto, se ve urgente la necesidad de descubrir nuevos agentes terapéuticos
contra este conjunto de enfermedades que afectan a tanta poblacién (Cortés-Funes,
2006); los recursos naturales (algas, plantas, hongos, etc) siempre han jugado un
papel importante en la obtencién de farmacos, por ejemplo las plantas son una fuente
importante de sustancias anticancerosas (Hartwell, 1971, Vega-Avila et al., 2006).

Actualmente, a nivel mundial la Administracién de alimentos y medicamentos (FDA) de
los Estados Unidos, cuenta con muchos farmacos anticancerigenos de los cuales
aproximadamente el 62-67 % son de origen natural (semisintéticos o naturales)
(Newman et al., 2003; Vega-Avila et al., 2006). Asi, las plantas medicinales se han
convertido en importantes fuentes de agentes quimioterapéuticos como la vinblastina y
el paclitaxel obtenidos a partir de derivados de las especies Catharanthus roseus y
Taxus brevifolia (Cragg y Newman, 1999; Zavala et al, 2006). Ademas, los
compuestos de origen natural presentan una gran diversidad de estructuras quimicas,
a diferencia de las pocas y pequenas moléculas sintéticas, que con frecuencia proveen

de actividades biol6gicas altamente especificas (Gonzales y Valerio, 2006).

Se ha realizado un enorme numero de estudios para determinar la citotoxicidad y
actividad antitumoral de diversas especies vegetales, un estudio meta-analitico ha
realizado la busqueda bibliogréafica en la base de datos NAPRALERT, y hallé 31, 500
trabajos que reportan resultados positivos frente a células tumorales (Gonzales y
Valerio, 2006). Los extractos de plantas medicinales poseen mas de un mecanismos
de accién (Areiza-Mazo et al.,, 2013), como en Physalis peruviana L. que se han
aislado componentes quimicos que han mostrado tener actividad antioxidante y

previenen el dano peroxidativo hepatico (Wang et al., 1999; Watson y Oliveira, 1999).

Los extractos alcohdlicos e hidroalcohdlicos de las hojas y frutos de especies del
género Physalis (como Physalis peruviana L. y Physalis angulata L.) han demostrado
tener actividad antiproliferativa in vivo contra numerosos tipos de células cancerosas,

incluyendo; leucemia, cancer de pulmén, de colon, de cuello uterino, hepatoma,
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melanomas y también de células no cancerosas incluyendo lineas de fibroblastos de
raton y células de rindn de mono (Chiang, 1992a, b; Ismail y Alam, 2001, Areiza-Mazo
et al, 2013). Los compuestos bioactivos mayoritarios del extracto de Physalis
peruviana L. son las physalinas (A, B, D y F) y los glicésidos que han demostrado
tener actividad anticancerigena en diversas lineas malignas (Chiang, 1992a; Ismail y
Alam, 2001).

La necesidad de busqueda de nuevos farmacos naturales alternativos
anticancerigenos y el desconocimiento cientifico de muchas propiedades de Physalis
peruviana L. invita a indagar sobre los beneficios medicinales que presentaria esta
planta. La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar el efecto del extracto
acuoso del fruto de aguaymanto en base a su actividad antiproliferativa sobre un
modelo in vitro de linfocitos humanos de sangre periférica proveniente de individuos
sanos y con el fin de fortalecer el modelo, se amplié el tipo de linaje celular con células
de leucemia mieloide crénica (linea K562) para el andlisis del efecto antiproliferativo.
Ademas, se caracterizd la sensibilidad de la linea K562 utilizando un agente
antineoplasico de uso clinico muy conocido, el cisplatino (Quispe-Mauricio et al.,
2009).



. MARCO TEORICO

Il.1. Las plantas, fuentes de nuevas sustancias

Desde los origenes de la humanidad las plantas han sido utilizadas para fines
alimenticios y curativos, ya que el ser humano recurria a la naturaleza en busca de
alimentos y salud, mediante ensayos de acierto y error gand experiencia y aprendié a
distinguir los productos curativos de los tdxicos y de los alimenticios; estos
conocimientos se transmitieron de generacién en generacién, sin los recursos
naturales, el hombre no hubiera sobrevivido a las afecciones (Hernandez y Gally,
1981). Son muchas las plantas medicinales usadas desde la antigledad que hoy
tienen vigencia absoluta, la botanica medicinal siempre ha constituido el principal
arsenal terapéutico de muchos pueblos y civilizaciones, y se tiene referencia que ya en
el afio 3 700 A. C., en los documentos medicos chinos, se decia en sus tratados de
medicina que existia para cada enfermedad una planta que seria su remedio natural
(Ulin, 2006; Corrales et al., 2014). Gradualmente el hombre ha roto muchos de los
lazos que lo unen a la naturaleza, actualmente la medicina se vale de drogas sintéticas
para aliviar todas las enfermedades y la mayoria de estas drogas son benéficas, pero
también son utilizadas sin ningun cuidado, provocando muchas veces efectos
secundarios nocivos (Hernandez y Gally, 1981). Por fortuna en los ultimos anos ha
resurgido el interés por el regreso a la naturaleza, y por lo tanto es necesario construir
una nueva relacidbn con nuestro ambiente, llevando una vida menos artificial y
recurriendo a las plantas no solo para incluirlas en nuestra alimentaciéon sino también

de forma curativa (Hernandez y Gally, 1981).

I.2. Farmacognosia

La Farmacognosia es la mas antigua de las ciencias médicas, el término fue utilizado
por primera vez por el aleman Aenotheus Seydler en 1815 en su tesis doctoral
(Analecta Pharmacognostica). Etimologicamente deriva de las voces griegas
Pharmakon, que significa medicamento y Gignosco que se refiere al hecho de adquirir
el conocimiento de algo, por lo tanto, la Farmacognosia es la ciencia farmacéutica que
se ocupa del estudio de las sustancias medicamentosas naturales ya sean de origen
vegetal, microbiano (hongos, bacterias) o animal (Osorio, 2009). También se le puede
definir como la ciencia encargada del estudio de fuentes naturales de materia prima de
interés farmacéutico, estudiando sustancias con propiedades terapéuticas y tdxicas,
excipientes u otras sustancias de interés farmacéutico, aunque su uso sea

basicamente tecnolégico y no terapéutico (por ejemplo, el algodén y el almidén)
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(Cortez et al., 2004; Osorio, 2009) (Figura 1). En términos mas generales, trata sobre
los aspectos botanicos, quimicos, bioldégicos y econdémicos de los farmacos,
destinados a la preparacion de medicamentos, razén por la que muchos autores la

designan como “Materia Médica” o “Materia Farmacéutica”.

Durante la ultima mitad del siglo 20, la farmacognosia estaba dedicada a ser una
materia de descripcion boténica con componentes en quimica y biologia, sin embargo
en los Ultimos afos, la ensefianza de la farmacognosia tomo un nuevo interés y
relevancia debido al crecimiento explosivo del uso de fitoterapéuticos en la practica
farmacéutica moderna (Verpoorte, 2000).

En un gran esfuerzo para actualizar el alcance de los campos de la farmacognosia de
una manera consistente con las actividades cientificas del siglo 21, el término ha sido
recientemente definido como una ciencia molecular que explora las relaciones de
estructura-actividad que ocurren naturalmente con una droga potencial (Verpoorte,
2000).

FARMACOGNOSIA

S

Estudio de los productos de origen natural

ORGANISMOS VIVOS

Vegetales Animales Hongos Protozoarios MINERALES

<~ <~

Sustancias, extractos y derivados de
microorganismos

Productos quimicos

Uso directo, obtencion de principios activos, Colorantes, saborizantes, conservadores, fibras
preparaciones galénicas y resinas naturales

N S

Desarrollo de la farmacéutica, la
farmacologia, ciencias quimicas, aplicacion

en las ciencias médicas.

Desarrollo de la industria alimenticia, cosmética,
textil y pinturas, entre otras.

Figura 1. La Farmacognosia. Esquema representativo del desarrollo de la ciencia (Cortez et al., 2004).



Ahora y como resultado de los modernos procedimientos de aislamiento y de
experimentacion farmacol6gica, nuevas drogas vegetales encuentran su camino hacia
la medicina en estado de sustancias purificadas, a diferencias de las antiguas
preparaciones, estas mezclas estan limitadas, por lo general, a unas pocas firmas
comerciales que manipulan todas las materias primas; por ejemplo pocos
farmacéuticos tienen ocasion de utilizar diversas especies vegetales reconocidas
como Catharanthus roseus, en cambio estan mas familiarizados con el manejo de
sustancias que contienen los alcaloides aislados de esa planta como vinblastina y
vincristina (Osorio, 2009).

11.3. Investigacion de compuestos anticancerigenos de origen vegetal

Desde hace 3,500 afios el hombre ha empleado las plantas para el tratamiento de
tumores (cancer) (Hartwell, 1971) y son mas de 3,000 especies de plantas las que se
han reportado para el tratamiento de este conjunto de enfermedades (Graham et al.,
2000; WHO, 2015). Los compuestos de origen natural derivados de plantas presentan
una gran diversidad de estructuras quimicas, comparado con las pequefias moléculas
sintéticas (compuestos artificiales) y con frecuencia proveen de actividades biolégicas
altamente especificas (Amiel D. y Amiel J., 2013).

Es asi que de los 141 medicamentos contra el cancer que existen en el mercado de
Estados Unidos de América (EUA) durante el periodo del 1981-2002 aproximadamente
el 67 % de éstos son de origen natural (semisintéticos o naturales) (Newman et al.,
2003; Vega—AviIa et al., 2006); analisis realizado por la FDA.

Asi, las plantas medicinales se han convertido en importantes fuentes de agentes
quimioterapéuticos como la vinblastina y el paclitaxel obtenidos a partir de derivados
de las especies Catharanthus roseus y Taxus brevifolia (Laza et al., 2003). Estos
medicamentos se han clasificado como: productos de origen natural, productos
semisintéticos derivados de un producto natural o productos sintéticos que han
empleado como modelo un producto de origen natural (Cragg y Newman, 1997). Se
consideran como productos naturales a los producidos por bacterias (bleomicina), y a

los materiales obtenidos de organismos marinos o de plantas (Newman et al., 2000).

El periodo de investigacién cientifica al respecto es mucho mas reciente ya que es en
1958, cuando se aislé la vinblastina, el Instituto Nacional del Cancer de los Estados
Unidos de América (NCI) inici6 diversas investigaciones acerca de las plantas con

actividad anticancerosa, lo que condujo al aislamiento y conocimiento del mecanismo
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de accion de sustancias como las podofitoxinas, taxanos y camptotecinas,
posteriormente se han aislado de plantas compuestos que se encuentran en fase
clinica como es el caso de la combretastatina A-4 (Vega-Avila et al., 2006).

Debido a la gran cantidad y variedad de derivados quimicos de origen vegetal con
actividad anticancerigena que poseen menores efectos adversos que los farmacos
comunmente utilizados, es factible continuar las investigaciones en plantas

medicinales con el objetivo de aislar sus componentes y elaborar nuevos farmacos.

Il.4. Biologia de la especie Physalis peruviana L. “aguaymanto”

11.4.1. Clasificacion taxondmica

Physalis peruviana L. “aguaymanto” es una planta originaria de los Andes
Sudamericanos incluso segun Legge (1974) el centro de origen de la planta son los
Andes del Peru. Esta planta cuenta con mas de ochenta variedades en estado
silvestre y pertenece a la familia de las Solanaceas y al género Physalis (Tabla 1).

En Sudamérica existen algunas variaciones en la nominacion del fruto, por ejemplo en
el Perl es conocida como aguaymanto, uva de monte, capuli o tomate silvestre
(Angulo, 2005; Fischer et al., 2014) o tomatillo (Aristizabal, 2013). En Colombia se le
conoce como uchuva, en Chile como amor en bolsa o capuli, en Ecuador, como
uchuva o uvilla (Caicedo y Andrés, 2010) y en Brasil como mapati, cucura, imbauba
mansa, puruma o Physalis (Fischer et al., 2014). En sur Africa como “Grosella del
cabo” y en el Reino Unido (UK) como “Cape gooseberry” (Bailey, 1977).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Physalis peruviana L.
Determinado por el Museo de Historia Natural (Anexo X.4) y por United States Department of Agriculture (USDA)
(2000).

REINO Plantae

SUBREINO Tracheobionta

DIVISION Magnoliophyta

CLASE Magnoliopsida

SUBCLASE Asteridae

ORDEN Solanales

FAMILIA Solanaceae

GENERO Physalis

ESPECIE Physalis peruviana L.

NOMBRES COMUNES Aguaymanto, Uf:huva, uvilla,
tomatillo, capuli.




11.4.2. Caracteristicas Botanicas

A este género pertenecen variedades cuya principal caracteristica es albergar el fruto
dentro de un capacho también conocido como cdliz, que le permite una vida util
cercana a un mes, ademas de protegerlo de insectos, pdajaros, patdgenos y las
condiciones climaticas externas, sin éste, el fruto duraria de 4 a 5 dias al ambiente
(Cedeno y Montenegro, 2004).

La planta es de tipo arbustiva con una raiz fibrosa que se ha encontrado a mas de 60
cm de profundidad en el suelo, posee un tallo algo quebradizo de color verde, con
vellosidades de textura muy suave al tacto. Las hojas son enteras, similares a un
corazon pubescente y de disposicidn alterna, sus flores son hermafroditas de cinco

sépalos, con una corola amarilla y de forma tubular.

El fruto es una baya carnosa en forma de globo (Figura 2), con un didmetro que oscila
entre 1,25y 2,5 cm y con un peso entre 4 y 10 g. Su pulpa presenta un sabor acido
azucarado (semiacido) y contiene de 100 a 300 semillas pequefias de forma lenticular.
Es de color naranja-amarillo con una piel lisa y brillante (Fl6rez et al., 2000; Calvo,
2009; Valdenegro et al., 2012). Una planta de Physalis (Figura 3) puede producir
cerca de 300 frutos (Aparcanay Villarreal, 2014).

Figura 2. Fruto de Physalis peruviana L. Dibujo del fruto de aguaymanto protegido por los calices.
Fuente: (Aristizabal, 2013).

Physalis peruviana L. es originaria del Perq, y es la especie mas conocida del género
Physalis; se encuentra ampliamente distribuida por las regiones tropicales y templadas
de todos los continentes, pero se puede decir que esta concentrada especialmente en
Australia, América Central y América del Sur. También es reportada como nativa en
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Chile, donde los frutos son comestibles y ocasionalmente comercializados, pero aun
no es un cultivo importante (Madrifian, 2010). Fue introducida por los espafoles en
Sudafrica hace mas de 200 afos como especie antiescorbuto y distribuida a Kenia,
California, Gran Bretana, Australia, Zimbabwe, Nueva Zelanda, Hawai y la India; esta
fruta logré una amplia acogida en Nueva Zelanda, China, la India y en Malasia es
comunmente cultivada pero a menor escala, en Inglaterra fue por primera vez
reportada en 1774, donde ha sido cultivada a lo largo de los caminos y en jardines de
las casas (Madrifian, 2010).

Figura 3. Estado natural de Physalis peruviana L. en la zona de colecta. Foto: Dalia
Churampi.

1.5. Uso de Physalis peruviana L. en la medicina popular

La medicina tradicional peruana posee numerosas plantas con propiedades que en su
mayoria no han sido estudiadas cientificamente, una de estas es Physalis peruviana,
que es usada empiricamente para tratar el cancer y otras enfermedades (Perry, 1980;
Chiang, 1992a; Zavala et al., 2006). Se ha empleado como agente anticancerigeno,
antipirético e inmunomodulador, asimismo para el tratamiento de enfermedades como
la malaria, asma, hepatitis, dermatitis, diabetes y el reumatismo; antioxidante,
antihepatotéxico, antihepatoma, hipoglicemiante o tratamiento para la diabetes,
purificador de sangre, tonificador del nervio éptico (Chiang, 1992a; Wang et al., 1999;
Watson y Oliveira, 1999; Wu et al., 2004, Arun y Asha, 2007; Rodriguez y Rodriguez,
2007; Aristizabal, 2013 y Aparcana y Villarreal, 2014). Los extractos de las hojas
también han mostrado importantes actividades antibidticas y antinflamatorias (Ahmad
et al., 1999; Wu et al., 2006).

Ademas de lo ya mencionado, se postula como nutracéutico, por su alto contenido de
provitamina A, también es rica en vitamina C, D y E, posee algunas vitaminas del
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complejo vitaminico B y ademas contiene proteinas (0.3 %) y fosforo (55 %) (Soares et
al., 2003; Wu et al., 2004; Zavala et al., 2006; Pardo et al., 2008, Campos et al., 2011).
Asimismo posee una determinada cantidad de polifenoles que actian reduciendo la
formacién de radicales libres, y le otorgan al aguaymanto una propiedad antioxidante,
que brindan valor agregado benéfico para la salud (Castro et al., 2008; Hassanien,
2011).

11.6. Composicion fisicoquimica y nutricional de Physalis peruviana L.

De la gran diversidad de plantas sometidas a investigacion (250.000-500.000
especies) solo un pequero porcentaje ha sido sometido a investigaciones fitoquimicas
y es aun menor el conocimiento acerca de sus propiedades farmacolégicas
(Hamburger y Hostettmann, 1991; Rates, 2001; Quispe-Mauricio et al.,, 2009). El
aguaymanto, es la especie mas conocida del género Physalis, no solo por su fruto
azucarado con alto contenido de vitaminas A y C, ademas de hierro y fésforo sino
también por sus diversos componentes nutritivos (Fischer et al., 2000) (Tabla 2).

Tabla 2. Composicion nutricional del fruto de Physalis peruviana L.:
Principales componentes nutricionales del fruto de aguaymanto (Erkaya et al., 2012; Aristizabal, 2013).

Parametro nutricional Rango
Humedad 79.8 - 85.5 %
Proteina 0.3-1.5¢
Grasa 0.15-05¢
Carbohidratos 11-19.6¢g
Fibra 04-49¢
Cenizas 0.7-1g
Carotenos 16 mg
Tiamina 0.1-0.18 mg
Riboflavina 0.03-0.18 mg
Niacina 0.8-1.7mg
Vitamina C 20-43mg
Potasio 210 - 467 mg
Magnesio 7-19mg
Calcio 2-28mg
Fosforo 27 - 55.3 mg
Hierro 0.3-1.2mg
Zinc 0.28 - 0.40 mg
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Es asi que, las propiedades y bondades medicinales se derivan de la composicién
nutricional del fruto, ademas de la composicion nutricional es muy necesario describir
cada componente fisicoquimico de Physalis peruviana L. (Tabla 3), diversas
investigaciones coinciden en valores aproximados para parametros fisico-quimicos
importantes como son: densidad (1,038 — 11,031) que es la relacidén de la masa con el
volumen de liquidos que contiene el fruto, sélidos solubles presentes en el jugo son
expresados como °Brix que mayormente nos indican el nivel de sacarosa que hay en
la pulpa (12,5 y 14,3) y acidez expresada como porcentaje de acido citrico (2 y 2,4)
(Puente et al., 2011).

Tabla 3. Composicion fisicoquimica de Physalis peruviana L.:
Reportes de varios investigaciones que coinciden en los componentes fisicoquimicos (Puente et al., 2011).

Parametro Mendoza et | Marin, 2010. | Marquez et| Restrepo,
fisicoquimico al., 2012. al., 2009. 2008.
Acidez (%) 2 2,05 2,4 2,1
°Brix 13 14,3 12,5 13,8
Densidad (kg/m3) 11,031 1,038 - -

pH 3,72 3,39 3,56 3,39

En los frutos maduros el pH y los °Brix decrecen lo que lleva a un aumento de la
acidez de un 2,0 a 2,1 % (Restrepo, 2008; Marquez et al., 2009; Marin et al., 2010;
Puente et al.,, 2011; Mendoza et al., 2012). El aguaymanto es un fruto cuyo atributo
peculiar es el sabor agridulce, que contiene valores destacables de nutrientes como
vitamina A, fibra, proteina, potasio, fésforo, hierro y zinc (Restrepo, 2008).

Sus principales propiedades medicinales se deben a sus componentes fisicoquimicos
descritos detalladamente en la Tabla 4 por cada 100 g de producto (Puente et al.,
2011). Del fruto se obtienen crudos vegetales que se utilizan como medicinas, y que
son llamados fitomedicamentos ya que su principio activo es un extracto vegetal,
elaborado de acuerdo a formas farmacéuticas tradicionales posee propiedades
quimiopreventivas y quimioterapéuticas, con mas de un mecanismo de accién (Zavala
et al., 2006, Areiza-Mazo et al., 2013) y con gran actividad biolégica totalmente
demostrada, es decir, estandarizada, normalizada, estabilizada y con una accién
farmacoldgica definida, conocida y cuantificada (Osorio, 2009). El aguaymanto es un
producto valioso, debido a la presencia de compuestos biol6égicamente activos como
fitosteroles, polifenoles, vitaminas, fenoles, withandélidos y physalinas (Chiang, 1992a;
Fang, 2011; Aristizabal, 2013; Demir et al., 2014).
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Ademas se han aislado diversos componentes quimicos como el 28-hidroxiwitanolido,
witandlidos, physalinas, phygrina, kaempferol y glicsidos (Elliger et al., 1992; Dinan et
al., 1997; Yu-Hsuan, 2009). Algunas propiedades medicinales se han asociado con las
lactonas como el 28-hidroxiwitanolido, witandlidos, physalinas, phygrina; y a su vez
los witandlidos exhiben un gran espectro de propiedades bioldgicas y farmacologicas;
repelente de insectos, hepatoprotector, inmunomodulador, antiinflamatorio, antitumoral

y antiproliferativo (Zavala et al., 2006; Yen et al., 2010; Ramadan, 2011).

Los flavonoides como el kempferol y glucésidos de quercetina son otros
componentes que han mostrado actividad antioxidante y preventiva al dafo
peroxidativo en microsomas hepaticos y hepatocitos (Wang, et al., 1999; Watson y
Oliveira, 1999, Wu et al., 2005). Igualmente, se ha reportado que varios de estos
compuestos tienen capacidad antioxidante como los polifenoles, que son capaces de
neutralizar la accién oxidante de radicales libres (Mier, 2011) como la vitamina -
caroteno que es un importante agente anti-radical libre, que se ha demostrado que
cuando se tiene una dieta rica en caroteno, existe menos disposicion a enfermedades

cardiovasculares y cancer (Auroma, 1999).

Aparte de los componentes quimicos ya mencionados el fruto de aguaymanto
presenta como mayores componentes bioactivos a las physalinas A, B, D, F y los
glicésidos. Las physalinas han mostrado tener actividad anticancerigena en lineas
celulares HA-22T (carcinoma hepatocelular), HelLa (adenocarcinoma de cérvix),
APM1840 (Leucemia linfoide aguda T), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), KG-1
(leucemia mieloide aguda), CTV1 (leucemia monolitica aguda) y KB-16 (cancer
nasofaringeo) (Chiang, 1992a). Al mismo tiempo se ha demostrado que las physalinas
B y F tienen una potente actividad inmunosupresora al inhibir la proliferacion de
linfocitos y la produccién de interleuquinas (Puente et al., 2011); y se ha evidenciado
que inhiben tanto la produccion de citoquinas como la activacion de macrofagos
(Soares et. al, 2003 y 2006) para una mejor defensa ante cualquier infeccion o
enfermedad.

Los glicésidos igualmente han demostrado tener un actividad anticancerigena en
diversas lineas de leucemias, hepatomas, cancer de cérvix y nasofaringeos (Chiang,
1992a; Ismail y Alam, 2001). Diferentes autores reportaron que otros de los
constituyentes quimicos encontrados en el fruto de Physalis peruviana L.; son los
witaesteroides, glucésidos, alcaloides y flavonoides, los cuales suelen aislarse de los
extractos obtenidos con disolventes mas polares, como metanol y etanol (Bernal y
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Correa, 1998; Aparcana y Villarreal, 2014). Es asi que se propone al aguaymanto

como un fruto farmacolégicamente valioso tal y como se muestra en la Tabla 4.

Finalmente se sefala que estos componentes de los extractos de Physalis peruviana

L. muestran efectos antiproliferativos sobre diversos tipos de cancer por medio de la

induccion de apoptosis (Wu et. al., 2004).

Tabla 4. Reportes de la composicion fisicoquimica de Physalis peruviana L. por
cada 100 g del fruto segun varios autores (Puente et al., 2011).

Autores Aiho | Composicion nutricional
Perulactones E-H, 28 hidroxiwitanélido E
Fang et al. 2011 | Witaperuvina 1-K, Witaperuvina L-N
Witanolido S, Witandlido C, Fiperunolido B
Fiperunolido B
Calderon et al. 2011 | 4B-hidroxiwitanélido E
Witanolidos: Fiperunolido A, Fiperunolido B
Fiperunolido C, Fiperunolido D, Peruvianoxido
4B-hidroxiwitanélido E, Visconolido
Lan et al. 2009 — — —
Witandlido E, Witandlido S, Witandlido C,
Witafisandlido, Witaperuvina D
Repo de Carrasco 2008 Calorias, Agua, Proteina, Grasa, Carbohidratos,
y Zelada Fibra, Cenizas, Hierro, Zinc, Fésforo, Calcio, Potasio
. . Agua, Proteina, Grasa, Fibra, Hierro, Fésforo, Calcio, Potasio,
Musinguzi et al. 2007 ; - - — - ,
Sodio, Magnesio, Betacaroteno (Vit. A), Acido Ascorbico (Vit. C)
Phisalina A, Phisalina B, Phisalina D, Phisalina F
Wu et al. 2004 - , - . P
Fitoesteroles, Fitoquinona (Vit. K1), Vitamina E,
Ramadan et al. 2003 | a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol, g-tocoferol
Osorio y Roldan 2003 | Betacaroteno (vit. A), Tiamina (vit. B1), Riboflavina (vit. B2),
Niacina (vit. B3), Acido Ascorbico (vit. C).
Corporacion
Colombl_a 2001 | Calorias, Agua, Proteina, Grasa, Carbohidratos.
Internacional
(CCl)
. Fibra, Cenizas, Betacaroteno (vit. A), Tiamina (vit. B1),
Fischer et al. 2000 , - : — , — = .
Riboflavina (vit. B2), Niacina (vit. B3), Acido Ascorbico (vit. C).
Corporacion Betacaroteno (vit. A), Tiamina (vit. B1), Riboflavina (vit. B2),
Colombia 1994
Internacional Niacina (vit. B3), Acido Ascérbico (vit. C).
(CCl)
National Calorias, Agua, Proteina, Grasa, Carbohidratos, Fibra, Cenizas,
Research Council | 1989 | Hierro, Fésforo, Calcio, Potasio, Sodio, Betacaroteno (vit. A),Tiamina

(NRC)

(vit. B1), Riboflavina (vit. B2), Niacina (vit.B3), Acido Ascérbico (vit. C).
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1.7. Cultivo celular

El cultivo celular abarca al conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las
células in vitro, conservando al maximo sus propiedades fisiol6gicas, bioquimicas y
genéticas (Martinez, 2007). Tiene su origen en el siglo XIX, cuando se comenzaron a
estudiar con cierto detalle los tejidos y Organos en vasos de vidrio, tras la
incorporacién de modificaciones que dieron lugar a medios mas sofisticados, se hizo
posible el cultivo de células tumorales procedentes de muestras de tejidos malignos
tanto del hombre como animales (Castro, 2006). En un principio el objetivo principal
era el estudio de las propias células, cémo crecen, qué necesitan para su crecimiento,
cémo y cuando dejan de crecer, este tipo de estudios todavia tiene hoy un gran interés
cientifico, por ejemplo, en relacion con investigaciones sobre el ciclo celular y el control

del crecimiento de células tumorales (Morgan y Darling, 1995).

Existen 3 formas principales de iniciar un cultivo celular: Cultivo de érganos, cultivos
primarios y células disgregadas, el cultivo primario es lo primero de una serie de
procesos selectivos que finalmente daran origen a una linea celular (Martinez, 2007).
El cultivo celular tiene como principal objetivo mantener vivas, fuera de su organismo
de origen, a células de diferentes linajes de origen animal, vegetal, bacteriano, etc. El
objetivo secundario es estudiar su comportamiento sin el control normal ejercido por el
organismo vivo, para observarlas bajo un ambiente experimental controlable
(Freshney, 2000). Es la mejor manera de establecer nuevas lineas celulares en cultivo
para estudiar la morfologia celular y para comparar el efecto de diferentes agentes, o
diferentes concentraciones de un agente sobre el crecimiento y metabolismo de las
células (Castro, 2006).

11.8. Banco de lineas celulares y colecciones de cultivos celulares

La busqueda de nuevas moléculas con una potencial actividad anticancerigena a partir
de productos naturales es hoy en dia un campo vigente (Cordell, 2000; Mans et. al.,
2000: Leon et. al., 2006). En este proceso, la valoracion de la citotoxicidad in vitro
sigue siendo una herramienta valida y Gtil en las primeras etapas de seleccion de
compuestos promisorios, que los grupos de investigacion basica utilizan ampliamente
alrededor del mundo (Andrighetti-Fréhner et. al., 2003; Morales et. al., 2005; Zhang,
2005; Ledn et. al., 2006). Para dar solidez a las valoraciones es necesario disponer de
un panel de lineas celulares que represente diversos tipos de tumores, y conocer su
sensibilidad a agentes con accién citotoxica demostrada o aparente. Para la seleccién
de productos con potencial actividad anticancerigena, se cuentan con bancos y
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colecciones de cultivos celulares. A nivel mundial existen 2 bancos de lineas celulares
mas importantes: American Type Culture Collection (ATCC, 2015) ubicado en
Norteamérica y el European Collection of Cell Cultures (ECACC, 2015). En
Norteamérica, ademas del ATCC también se encuentra, aunque menos conocido el
Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NCI, 2015).

A nivel sudamericano en Argentina existen la Asociacion del Banco Argentino de
Células (ABAC, 2015), Asociacion Argentina de Bancos de Tejidos (para trasplantes) y
el Centro de Investigaciones en Quimica Biolégica de Cérdoba (CIQUIBIC, 2015); en
Colombia, el Instituto Nacional de Cancerologia y la Fundacion Instituto de
Inmunologia de Colombia (FIDIC, 2015). Sin embargo, desde 1947, ATCC es la
institucion con mayor y mas variada coleccion mundial de células, desde lineas
celulares primarias, continuas, transformadas (cancerigenas), no cancerigenas,

bacterianas, animales, etc (ATTC, 2015).

En 1989, el NCI establecié el tamizaje de lineas celulares, y, actualmente, emplea un
panel de 60 lineas que representan nueve tipos de tumores humanos (cerebro, colon,
pulmdn, ovario, rifdn, melanoma, leucemia, mama y préstata) (Cordero y Aristizabal,
2002b; Takimoto, 2003; Ledn et. al., 2006). Desde 1999, realiza y recomienda a otros
laboratorios iniciar el tamizaje con un reducido panel de lineas celulares altamente
sensibles y sélo evaluar con el panel amplio, los productos que muestren actividad a
ese primer nivel (Mans et. al., 2000; Takimoto, 2003; Lebn et. al., 2006).

Con los sucesivos pasajes o0 subcultivos celulares, un cultivo primario forma una Linea
Celular, este término implica la presencia de varios linajes celulares de fenotipos
similares o distintos, asi, al seleccionar uno de los linajes celulares sea por clonado,
por separaciéon celular fisica o por cualquier otra técnica de seleccion, se pueden
evidenciar ciertas propiedades especificas que han sido identificadas en la masa de
células del cultivo, finalmente esta linea celular se transforma en lo que se conoce

como cepa celular (“cell strain”) (Morgan y Darling, 1995).

Las lineas celulares son células de origen animal o humano que se han adaptado a
vivir en cultivo, poseen capacidad de proliferacion comunmente limitada, ya sean
adherentes o en suspension, suelen clasificarse en primarias, inmortales o
transformadas (Martinez-Carpio y Navarro, 2003). Las células primarias son aquellas
recientemente aisladas a partir de tejidos u 6rganos y suelen tener una duracién

limitada de cultivo; las células transformadas presentan la propiedad de crecer en
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forma ilimitada en cultivo (es decir, no mueren), las células transformadas estan
integradas por células que derivan de tumores o que han sido manipuladas de algun
modo (Morgan y Darling, 1995).

Entre las ventajas de las lineas celulares se encuentran que suelen ser més sencillas
de manejar que las células primarias, crecen continuamente y poder obtener un gran
numero de células, ademas de existir informacion relativamente abundante sobre ellas

(Morgan y Darling, 1995).

Las lineas celulares normalmente tienen una vida finita que, segun el tipo de célula, se
puede prolongar entre 20 y 80 generaciones, superado ese limite, las células entran
en senescencia en la que pierden su capacidad de proliferar, supuestamente por el
acortamiento de los telomeros, y mueren; sin embargo, algunas células (como las de
roedores, mono y células tumorales) evitan la senescencia y dan lugar a lineas
celulares continuas, que crecen indefinidamente; estas células pueden surgir de forma
espontanea (exposicién a radiaciones ionizantes 0 a carcindbgenos quimicos) o
inducida (infeccién virica o transfeccion de ADN) y son el resultado de un cambio

genotipico denominado transformacion (Freshney, 2000).

Las lineas celulares transformadas o cancerigenas se caracterizan porque son
inmortales (crecen indefinidamente); su crecimiento es aberrante (se pierde la
inhibicién por contacto, la limitacion de la densidad celular durante la proliferacién y la
dependencia del anclaje); son malignas (invaden tejidos y dan lugar al crecimiento de
tumores), son genéticamente inestables y presentan aberraciones cromosémicas; a su
vez también existen células no transformadas o no cancerigenas (fibroblastos de

raton, células de rifidn de mono, etc) (Martinez-Carpio y Navarro, 2003).

Existe otra clasificacion que depende de la forma en que crecen sobre la superficie:
Adherentes (células en monocapa) que se fijan al material plastico de un frasco o
placa y por lo tanto tienen que desprenderse de esa superficie antes de utilizarlas y no
Adherentes (células en suspension) que normalmente no se fijan a la superficie del
recipiente de cultivo sino que crecen fluidas y se encuentran suspendidas en la
solucién del cultivo (Morgan y Darling, 1995).

En la Tabla 5 se muestra las principales lineas celulares utilizadas en todo el mundo,
de diferentes tipos de linajes (cancerigenos y no transformados) y celulares (fluidos y
adherentes).
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Tabla 5. Lineas celulares mas frecuentemente utilizadas en evaluaciones de
antiproliferacion (Morgan y Darling, 1995)

Tipo celular Lineas celulares

Epiteliales A-253, CHO, HelLa, MDCK, PtK1
Tejido conjuntivo 3T3, BHK, COSD, L, MRC-5, Vero, WI-38
Tejido muscular L6

Tejido nervioso NB41A3

Sangre y tejidos linfoides K562, Namalwa, MPC-11, U937
Células madre embrionarias E14.1, H1, H9, R1

La demostracion de que las células y los tumores solidos humanos pueden dar origen
a lineas celulares continuas, fomentd su empleo en investigacién sobre céancer e
impulsd su implementacion como método complementario de “screening” o tamizaje
previo a los ensayos in vivo, como referencia tenemos al Grupo de Desarrollo de
Farmacos del Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos y sus continuas
investigaciones (Cordero y Aristizdbal, 2002 b). La propagacién de lineas celulares
requiere que el numero de células aumente continuamente, las condiciones de cultivo
han sido seleccionadas para favorecer al maximo la proliferacién celular; estas
condiciones son: baja densidad celular, baja concentracion de calcio y la presencia de
factores de crecimiento. Dentro de los requerimientos generales de un cultivo de lineas
celulares se cuentan: el medio de cultivo, condiciones de pH, temperatura y ambiente
controlado (Freshney, 2000). El medio de cultivo basicamente debe ser liquido, que
contenga una fuente de carbono, aminoacidos esenciales, oligoelementos, contar con
un sistema regulador de pH, iones y factores de crecimiento aportados por el suero
fetal bovino (SBF) con el que generalmente se suplementa el medio; adicionalmente,
los medios de cultivo celular contienen rojo de fenol como indicador de pH para
permitir un constante monitoreo de esta variable (Freshney, 2000). Después de
preparar el medio basico deben ser anadidos otros insumos, como por ejemplo
antibiético para disminuir el riesgo de contaminacién por microorganismos (Alvarado y
Mendoza, 2002).

Con las lineas celulares se han realizado evaluaciones de una serie de agentes
antineoplasicos con diferentes mecanismos de accién, generando perfiles de
sensibilidad frente a los cuales se puede comparar con otras nuevas sustancias en
estudio, lo que permite plantear hipétesis sobre su mecanismo de accién y sus blancos
moleculares (Sausville y Johnson, 2000, Leon et. al., 2006).
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A lo largo de los anos, ese modelo experimental ha mostrado buena correlacion entre
el patron de actividad de un compuesto, el panel de células y su mecanismo de accion,
generando informacion util en el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos
(Takimoto, 2003 y Yamori, 2003 citados por Leédn et. al., 2006).

11.8.1. Linea K562

Los estudios de los distintos tipos de leucemias se han visto obstaculizados por la falta
de modelos animales similares a los humanos, y por la supervivencia restringida de
células leucémicas in vitro frescas. Las lineas celulares se han creado con el propésito
de sobrepasar estas limitantes y estudiar con mayor accesibilidad a los canceres.
Estas lineas han sido muy utiles en el estudio de la expresion génica y la modulacién
de la proliferacién y diferenciacion de células hematopoyéticas.

Las lineas leucémicas probablemente surgieron como un cultivo del tipo primario por la
transformacién del virus Epstein-Barr de linfocitos no neoplasicos que se presentan en
el inéculo de cultivo inicial, la creacion de varias lineas de leucemia mieloide humana
ha sido reciente, cuando se empezaron a utilizar maquinarias con aislamiento para
una completa esterilidad (Koeffler y Golde, 1980). Estas lineas proporcionan sistemas
modelo para estudiar el control de la diferenciacion en la leucemia humana, en 1981,
Lozzio y Lozzio informaron el desarrollo de la linea K562 del liquido pleural de un
paciente con leucemia mieloide cronica en crisis blastica (megacariocitos), después de
24 dias en cultivo liquido, las células comenzaron una proliferacion activa. Desde
entonces luego de mas de 40 afos este linaje celular cancerigeno se sigue utilizando
enormemente en diversas investigaciones, al ser una linea no adherente, constante,

homogénea y del tipo inmortal facilita su manipulaciéon y mantenimiento.
11.9. Impacto del cancer: principales causas de mortalidad

El cancer desde hace varios afios se ha convertido en una de las causales de
mortalidad mas preocupantes de la humanidad, la organizacién mundial de la salud
(OMS) estima que en el 2012 ocurrieron 8.2 millones de muertes por cancer en todo el
mundo (Ferlay et. al., 2010). En el Peru, el registro de cancer de Lima Metropolitana
de mayor relevancia, fue el realizado por el Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (INEN), con el cual se evidencié6 que hubo 65 680 casos entre 1990 a
1997, siendo los mas frecuentes los canceres de estbmago, mama, cuello uterino,
pulmén, prostata e higado (Registro hospitalario de cancer 1990-97, INEN) (Solidoro,
2006; Tejada, 2011). De acuerdo a Globocan (2008) mencionado por Ferlay et al.
(2010), a nivel mundial ocurren 350,434 casos de leucemias en todo el mundo con una
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tasa de incidencia estandarizada de 5 por cada 100,000 habitantes; el 55.8 % de los
casos ocurren en varones y se resalta que el 59.9 % de los casos registrados se
producen en los paises en desarrollo (210 mil casos aproximadamente) (Ferlay et. al.,
2010).

En cuanto a mortalidad, se cuenta con un estimado de 257 mil muertes en el aio 2008
a nivel mundial, convirtiendo a la leucemia en la séptima causa de muerte por cancer
en ambos sexos (Jemal et al., 2010). La expectativa de vida de nuestras poblaciones
esta creciendo debido a un mejor control de las enfermedades infecciosas, parasitarias
y perinatales y con ello, crece la proporcion de gente de edades mas avanzadas, en
quienes la incidencia de cancer es mas alta (Zaharia, 2013).

En las investigaciones del cancer, los ensayos in vitro son fundamentalmente de dos
tipos: ensayos moleculares altamente especificos (dirigidos a una diana u objetivo sub
celular Unico) y ensayos celulares realizados en células derivadas de un tejido o linea
celular; ademas, pueden ser divididos en ensayos citotoxicos y otros tipos de ensayos

que incluyen examenes morfolégicos.

Rutinariamente, para enfrentar y controlar esta patologia el tratamiento comprende el
uso de la quimioterapia, radioterapia, cirugia o una combinacion de ellas,
lamentablemente estas opciones pueden ser muy agresivas y téxicas causando en el
paciente una serie de efectos secundarios a nivel fisico y psicologico (Pui et. al.,
1990). La quimioterapia ha sido y es cuestionada por la alta citotoxicidad de agentes
antineoplasicos sintéticos sobre células no transformadas, este es un gran problema
en la terapia anticancerigena, ya que provoca efectos adversos en diferentes tipos de
tejidos u érganos como los rifilones e higado (Gottesman y Pastan, 1993; Smith et al.,
1998; Isnard—Bagnis et al., 2005). Dentro de los efectos secundarios a nivel fisico se
han reportado; nauseas y vomitos, pérdida de pelo o alopecia, cansancio y anemia,
infeccion, problemas de coagulacion, mucositis, diarrea, estrefiimiento, hemorroides,

efectos sexuales y otros (Diaz, 2013).

Por lo antes expuesto el descubrimiento de nuevos agentes con actividad
anticancerigena se ha convertido en una de las metas de la investigacion cientifica
moderna; la molécula ideal para este fin debe eliminar o incapacitar una variedad
importante de subpoblaciones celulares de un tumor sin afectar, en lo posible, al tejido

normal. Sin embargo, dentro de la busqueda de una molécula que actue como agente
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antitumoral, es indispensable mencionar, que siempre existira cierta toxicidad del
principio activo frente a células normales y cancerigenas (Huang y Oliff, 2001).

Los reportes, segun la literatura son satisfactorio se invitan a continuar estudios sobre
las diferentes propiedades antitumorales de Physalis peruviana L. “Aguaymanto”, a fin
de aislar sus principales componentes (phisalinas, witanolidos, fenoles, etc.) y
evaluarlos en otras lineas tumorales asi como en células no cancerigenas. Las
investigaciones sugieren que el aguaymanto puede ser una fuente potencial de
compuestos bioactivos con aplicacién quimiopreventiva y quimioprotectora en cancer

humano (Zavala et al., 2006; Areiza-Mazo et al., 2013,).

1.10. Técnicas o ensayos para evaluar citotéxicidad

Los recursos biologicos existentes en la biodiversidad natural vegetal son
considerados como una fuente potencial de productos con actividad farmacolégica, por
largo tiempo han sido el objeto de estudio de varios grupos de investigacion, que han
abordado de forma amplia los primeros pasos del proceso de investigacion y
desarrollo de nuevos principios activos extraidos de plantas, incluyendo la seleccion
de especies con base en informacion etnomédica (Bermudez et al., 2005; Bucay,
2009). La eterna busqueda de plantas anticancerigenas y sus principios activos se
inicia, frecuentemente con la disminucion del universo de probables plantas citotéxicas
del tipo antiproliferativas, aprovechando los aportes de la medicina folclérica y
tradicional, y de conocimientos etnobotanicos que suelen ser acertados y alentadores
(Bucay, 2009). La citotoxicidad hace referencia, claro esta, a los efectos nocivos que
se producen en una célula cuando estd en contacto con un agente téxico, el cual
provoca alteraciones de acuerdo a las concentraciones a la que se encuentre
(Arencibia et al., 2003).

Un potente agente citotéxico actia generalmente por medio de la inhibicién del ciclo
celular paralizando la antiproliferacion; o por la induccién significante de la apoptosis y
la regula mediante eventos de despolarizacion de la membrana mitocondrial (Patel et
al., 2006; Mendoza et al., 2012). Es asi que el analisis quimico preliminar para
identificar el tipo de compuesto vegetal presente y la evaluacién de su posible
actividad biolégica generalmente es a través de bioensayos de toxicidad en pequenos
organismos como la Artemia salina, Daphnia magna y otros modelos experimentales
(Sanabria et al., 1997).
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Los compuestos bioactivos de las plantas asi seleccionadas se extraen con solventes
organicos o0 agua, particularmente se usan los extractos alcohélicos o hidroalcohdlicos
por ser sencillos y de facil manejo, y ademas con la finalidad de cubrir un amplio
espectro polar y apolar se puede utilizar el n-Hexano. Sin embargo, en ocasiones, por
la naturaleza fisicoquimica de las moléculas bioactivas se requieren otros solventes. El
extracto crudo obtenido, para su utilizacion posterior, se resuspende o disuelve en
agua o de preferencia en dimetilsulféxido (DMSQO) (Escalona, 2011).

Para seguir avanzando se hace necesario establecer sistemas de evaluacion
preliminar de actividad enfocada a patologias especificas, en especial aquellas de alto
impacto social y econémico (Pinzon et al., 1997, Cordero y Aristizabal, 2002a),
aumentando asi la participacién del pais en el proceso y en los beneficios derivados
de su biodiversidad, impulsando el fortalecimiento de la capacidad técnica y cientifica,
y promoviendo la conservaciéon y utilizaciéon sostenible de los recursos biolégicos

(Soejarto y Farnsworth, 1989, Cordero y Aristizabal, 2002a).

Para responder a esta necesidad se ha centrado el interés en las metodologias
alternativas in vitro, modelos que pueden generar resultados con validez internacional,
relativamente econdmicos, rapidos y sencillos, ademas de que contribuyen a la
reduccion del empleo de animales de laboratorio y abren la posibilidad de realizar
estudios a nivel molecular (Johnson, 1990; Cordero y Aristizabal, 2002a).

Existen diversas metodologias para evaluar citotoxicidad de extractos vegetales en
cultivos celulares in vitro (Moo-Puc et al., 2009) y para este tamizaje preliminar de
agentes con actividad antiproliferativo se emplean grupos de lineas celulares
derivadas de tumores humanos que son expuestas a la sustancia en estudio por un
periodo determinado, al cabo del cual se evalla la capacidad citotdxica de los agentes
estudiados, si la sustancia resulta citotéxica se puede interpretar que tiene una
potencial actividad antiproliferativo in vivo (Skehan et al., 1990; Monks et al., 1991;
Lieberman et al., 2001; Cordero y Aristizabal, 2002b).

La valoracién preliminar in vitro del potencial de los extractos vegetales, se evalta en
cultivos in vitro de diversos linajes de ceélulas mediante diferentes metodologias

descritas en la literatura para medir la viabilidad celular.

Entre las técnicas mas populares pero que presentan importantes ventajas
dependiendo del tipo de estudio que se proponga, se encuentran los ensayos
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colorimétricos para la evaluacién indirecta de la viabilidad celular como la técnica del
MTT (reduccion del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol a formazan),
Sulforodamina B, Azul de Alamar o de forma directa por conteo celular no automatico
(*) como el Test del Rojo Neutro, Azul de Tripano, clonogénico, etc (Maiso, 2012). En
el caso de la técnica del Azul de Alamar, una de su principal ventaja es que permite
seguir la misma muestra celular durante el tiempo que dure un experimento es decir se
puede analizar varios dias después de la primera lectura (Ahmed et al., 1994; Nasiry et
al., 2007).

* Existen contadores automatizados electronicos “Contador automatico Scepter” para contaje
automatico con resultados mas rapidos (Anexo X.2).

I.11. Ensayos de antiproliferaciéon mediante cultivo celular in vitro: Prueba de
inhibicion del crecimiento celular de células normales y tumorales

En la mayoria de investigaciones trabajan con diversos disefios experimentales que
toman en cuenta las variables y modelos cuando se refiere a evaluaciones de
antiproliferacion (Figura 4). El término efecto antiproliferativo tiende a variar
dependiendo de la naturaleza del estudio, por ejemplo si las células mueren o
simplemente tienen su metabolismo alterado, las evaluaciones principalmente son

usadas porque son baratas, cuantificables y reproducibles.

Tipos de estudio

A. Experimental B. Clinico
1. In vitro 2. In vivo Fases
[ | |
Prueba de " ; |
Estimulo de Sistema ;
L " ) 5 Experimental  en
antioroliferacion. Inmune (linfocitos). :ator?es s e Fase |
| MdlydI- e Fase Il
Célul | | Zméos ° ?:ercgnoperg)l * Fase i
* Cglulas norma ?S' | e Estimulo de la apoptosis. hombre) e Fase IV
s velulas umoraes « Citoquinas-interferén. :

(Cultivo de células
primarias y Lineas
celulares).

¢ Estimulo de la apoptosis.

e Factor
tumoral

de Necrosis
(INF).

Figura 4. Esquema representativo del estudio de agentes antiproliferativos.
Diferentes tipos de estudios para evaluar el efecto antiproliferativo, de acuerdo a las condiciones necesarias o en las
que se quiere aplicar (Amiel D. y Amiel J., 2013).

Muchos experimentos in vitro, tienen el propdsito de determinar si una sustancia
presenta potencial efecto antiproliferativo, porque van a ser usados por ejemplo como

farmacos, alimentos o cosméticos y deben demostrar que no son toxicos; o porque
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van a ser usados como agentes anticancerigenos y necesitan presentar ese poder ya
que es crucial para su mecanismo de accion (Freshney, 2000).

Existen diversas metodologias para evaluar tal potencial de extractos vegetales
algunos autores usan lineas puras de cultivo celular continuo (lineas cancerigenas) y
otros utilizan células no transformadas para someterlas a diversos extractos vegetales
medicinales y alcaloides (linfocitos y eritrocitos humanos) (Barbosa et al., 1995; Pinell
et al., 2009). Segun Newman et al. (2003), en la década de los 90°s el descubrimiento
de agentes antitumores de origen natural estuvo basado en las pruebas de actividad
antiproliferativa contra lineas celulares de cancer usando modelos in vitro o in vivo,
muchos agentes descubiertos por tales ensayos han mostrado ejercer su accion a
través de la interaccién con la tubulina o de la inhibicion de la topoisomerasa (Walker
et al., 1991; Stevnsner y Bohr, 1993); con la identificacién de un numero creciente de
blancos moleculares asociados con canceres particulares, el descubrimiento de
drogas anticancerigenas esta basado ahora en el alto rendimiento de tamizar
compuestos contra un rango de tales blancos. En 1991 se implementaron nuevas
investigaciones in vitro en el Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos para
el descubrimiento de nuevas drogas, con el propésito de examinar mas de 10 000
nuevas sustancias cada afo, y evaluar si los agentes poseian algun efecto
antiproliferativo contra una gran diversidad de tumores, todo esto permitié la deteccion
de la sensibilidad que un tumor puede tener a determinadas drogas; el principal
objetivo del proyecto ya mencionado fue testar nuevas sustancias contra un amplio
panel representativo de lineas celulares de tumores humanos (Monks et al., 1991),
este es un ejemplo del interés que actualmente se esté prestando en la busqueda de

nuevos anticancerigenos.

Por otro lado Freshney (2000) menciona que los ensayos de antiproliferacién se
pueden clasificar en ensayos de viabilidad y ensayos de supervivencia, los
primeros se emplean para determinar la proporcion de células que inmediatamente
después de un tratamiento potencialmente traumatico, se mantienen intactas,
mediante estos ensayos se puede evaluar el efecto antiproliferativo de un tratamiento
en términos de concentraciones letales. La concentracién letal 50 (LC50) es la
concentracion de la sustancia de tratamiento que causa la muerte al 50 % de las
células presentes, evaluadas inmediatamente después del tratamiento (Cordero vy
Aristizabal, 2002a). Algunos ensayos como los de viabilidad se basan en la capacidad
que tienen las células para excluir sustancias a las que son impermeables, ofrecen
una interpretacion instantanea, estos analisis se usan para medir la tasa de

supervivencia directamente, las células que al ser expuestas al colorante no se tifien,
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se consideran viables y son de particular importancia para agentes toxicos que efectos
primarios sobre la integridad de la membrana (Freshney, 2000).

1.11. 1. Ensayo azul de tripano

Prueba realizada mediante el conteo celular en una camara de Neubauer a fin de
calcular la densidad celular en el medio de suspension. Se utiliza el colorante vital azul
de tripano que tefira las células muertas y asi poder hallar un porcentaje de células
viables (Strober, 2001), con la siguiente formula:

Porcentaje de viabilidad celular = {Numem de células viahlesl,‘ 100%
Numero total de células

I1.11. 2. Método colorimétrico del MTT

Muchos ensayos biolégicos requieren medir la supervivencia y/o proliferacion de las
células, esto puede lograrse por varios métodos, entre éstos se tiene un ensayo
colorimétrico rapido, versétil y cuantitativo, basado en una sal de tetrazolio MTT
(metiltiazol tetrazolio) o (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5difenil tetrazolio bromuro), que
colorea solo células vivas y el valor puede ser leido al espectrofotdmetro o en lector de
ELISA a través de la absorbancia entre 540-570 nm (densidad éptica) (Mosmann,
1983, Denizot y Lang, 1986). EI MTT es una sal color amarillo que se utiliza para medir
la actividad y viabilidad celular; se produce por la reduccion (aceptacion de un H+) del
anillo de la sal de tetrazolio MTT por accion de las enzimas deshidrogenasas
mitocondriales: succinato—deshidrogenasa, estas enzimas solo la presentan las
células vivas. Luego de la reaccion se forman unos cristales azules llamados formazan
insolubles en agua, pero solubles en dimetilsulféxido (DMSQO) o isopropanol, la
viabilidad celular es proporcional a la absorbancia que presentan los cristales de
formazan en solucion (Angel, 1999, Castro, 2006) (Figura 5).

Con estos datos se puede obtener la Concentracion Inhibitoria Media del crecimiento
(IC50) mediante el analisis de regresion lineal. El método ha sido usado exitosamente
para monitorear la sensibilidad de las células de tumores humanos a agentes
quimioterapéuticos (Ferrari et al., 1990, Patel et al., 2009).
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Figura 5. Reaccion de la sal de tetrazolio MTT con la succinato—deshidrogenasa,
y la formacion de sales de formazan (Castro, 2006).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

lll.1. Hipétesis y variables

lll.1.1 Hipotesis

H1: El extracto acuoso de Physalis peruviana L. “aguaymanto” posee efecto
antiproliferativo sobre los linfocitos humanos y la linea celular K562 (leucemia
mieloide crdnica).

HO: El extracto acuoso Physalis peruviana L. “aguaymanto” no posee efecto
antiproliferativo sobre los linfocitos humanos y la linea celular K562 (leucemia

mieloide crdnica).

II1.1.2 Variables

La variable dependiente es:

Numero de células viables (viabilidad celular).
Nivel de densidad 6ptica (490 nm).

La variable independiente es:

Concentracion del extracto acuoso de aguaymanto.

lll.2. Objetivos

1ll.2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto antiproliferativo del extracto acuoso de Physalis peruviana L.
sobre linfocitos humanos y la linea celular K562 (leucemia mieloide crénica)

sometidos a diferentes concentraciones.

lll.2.2. Objetivos especificos

Hallar la viabilidad de los linfocitos humanos y de la linea celular K562 a las
diferentes concentraciones del extracto acuoso de Physalis peruviana L. mediante
conteo celulary ensayo MTT.

Comparar los resultados de la viabilidad celular en linfocitos humanos y en la linea
celular K562 sometidos a las diferentes concentraciones del extracto acuoso de
Physalis peruviana L. mediante conteo celular con azul de tripano y ensayo MTT.
Demostrar si existe caracter selectivo en el extracto acuoso de Physalis peruviana

L. frente a la linea celular K562 comparado con linfocitos humanos.

27



IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Materiales

El presente trabajo fue del tipo experimental con corte longitudinal.

1IV.1.1. Modelo bioldégico humano

Se trabaj6é como modelo biolégico seres humanos (unidad muestral), y como material
biolégico:

a) Linfocitos humanos de sangre periférica (unidad de analisis). Se obtuvieron de
muestras de sangre de donantes sanos a través de procedimiento de venopuncién con
el debido consentimiento informado (Anexo X.3).

b) Células purificadas de una linea celular K562. Proveniente de una médula ésea
de un paciente que padecia leucemia mieloide crénica (unidad de analisis).

1V.1.2. Modelo bioldgico vegetal

Se trabaj6é con frutos frescos recolectados en el campo de la provincia de Carhuaz
(Ancash) (Figura 6) para la preparacién del extracto acuoso vegetal. Las muestras
colectadas se ftrasladaran al Laboratorio de Genética Humana debidamente
acomodadas en cajas térmicas para asegurar una temperatura entre 2 a 8° C en un

plazo no mayor a 24 h.

Figura 6. Zona de muestreo de los frutos frescos de Physalis peruviana L. en
Carhuaz-Ancash. Fotografia de arbustos muestreados en la zona de cultivo (Foto: Dalia Churampi).
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1V.1.3. Identificacion taxonémica

La razoén principal para muestrear el fruto en campo natural fue la recoleccién de una

porcion de la planta de aguaymanto (rama con hoja y/o fruto) para la identificacion

taxondémica por un personal capacitado, que fue realizada en el Museo de Historia

Natural de la UNMSM (Anexo X.4).

1V.1.4. Materiales de laboratorio

1V.1.4.1 Materiales de vidrio o plastico

- Botellas de vidrio (100, 250, 500 y 1000 ml).

- Crioviales (2 ml).

- Envases de pirex de 250, 500 y 1000 ml.
- Microtubos (2.5 ml).

- Placa de ELISA.

- Probetas de 100, 500 y 1000 ml.

- Tips de 10, 100, 1000 y 5000 pl.

- Tubos de centrifuga (15 ml y 50 ml).

- Vaso de precipitado de 250, 500 y 1000 ml.

1V.1.4.2 Reactivos

- Acido clorhidrico.

- Agua destilada y ultrapura.
- Alcohol de 70° de pureza.
- Antibidtico Gibco.

- Ficoll-Hypaque.

- Hidréxido de sodio.

- Medio RPMI-1640.

- Medio PB-MAX.

- MTT.

- Solucién salina fosfatada (PBS).
- Suero bovino fetal (SBF).

IV.1.5. Equipos y Aparatos

- Agitador magnético

- Autoclave.

- Centrifuga

- Camara Fotografica.

- Camara de Neubauer.

- Congeladora.

- Estufa.

- Incubadora.

- Lector de ELISA.

- Medidor de pH.

- Micropipetas de 10, 100, 1000 y 5000 pl.
- Microscopio invertido.

- Microscopio éptico.

- Refrigeradora.

- Tanque de nitrégeno liquido.
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IV.1.6. Otros

- Caja de papel aluminio.

- Embudo.

- Espétula.

- Gradilla para tubos de microcentrifuga.
- Guantes estériles.

- Guantes latex.

- Mascarillas

- Papel toalla.

- Papel Whatman N°1.

- Papel parafilm.

IV.2. Metodologia

1V.2.1. Preparacion del extracto acuoso de Physalis peruviana L.

La preparacion del extracto acuoso de los frutos de Physalis peruviana L. se realizo
de acuerdo a la metodologia de la MSc. Rosa Lorenza Oriondo Gates y del MSc.
Rubén Lazaro Valdivieso lzquierdo en el Centro de Investigacion de Bioquimica y
Nutricion (CIBN) de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (comunicacién personal). Para ello se utilizaron 39 gramos de
frutos frescos de aguaymanto, los cuales fueron molidos en un mortero hasta obtener
una pulpa homogénea (Figura 7a) y se disolvieron en un vaso de precipitado con 58.5
ml de agua destilada estéril. En seguida se filir6 para obtener una solucién mas
homogénea (Figura 7b).

Posteriormente se sometié a 30 minutos en bafo maria a 50 °C y luego se procedié a
colocar todo el contenido en platos planos en un horno a 50°C para su desecacién por
evaporacion. A los 6 dias se obtuvo un producto sélido seco adherido a la superficie
(Figura 8a) del cual se obtuvo un polvo fino, que se almacen6 a 4°C y en oscuridad
hasta el momento de su uso (Figura 8b). El extracto puro acuoso se utilizé6 para
preparar cuatro concentraciones del extracto acuoso de aguaymanto: 50, 100, 200 y
400 pg/ml que fueron diluidos en medio de cultivo segun Areiza-Mazo et al. (2013)
(Tabla 6).
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Figura 7. Trituracion del fruto y filtracidon de la masa acuosa obtenida del fruto. (3
Trituracion del fruto. (b) Pulpa disuelta en agua filtrada.

Figura 8. Desecacion de la masa acuosa. (a) Solucién acuosa seca. (b) Extracto acuoso sélido.

IV.2.2. Preparacion de las diluciones del cisplatino

Control Positivo.

El control positivo es la sustancia que de antemano se conoce su poder
antiproliferativo, en nuestro caso se utilizé el antineoplasico cisplatino debido a su
amplio uso en la quimioterapia para el tratamiento de varios tipos de cancer, entre los
que se incluyen sarcomas, algunos carcinomas, linfomas y tumor de células
germinales. Este medicamento reacciona in vivo, uniéndose al ADN celular y
causando la apoptosis de la célula. Se trabajé a 4 diluciones en medio de cultivo (0.3
pg/ml, 0.6 pg/ml, 1.25 pg/ml, 2.5 pyg/ml), segun Quispe-Mauricio et al. (2009) (Tabla 6).

Control Negativo.

Al cultivo que corresponde al control negativo no se le agregd ningun agente
antiproliferativo, solo medio de cultivo.
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Tabla 6. Concentraciones del extracto acuoso de Physalis peruvianal.y

cisplatino.
Extracto acuoso de "

) ) Control positivo
Physalis peruviana Gisplatino (ug/mi)
L. (ug/ml) P HS
50 0.3
100 0.6
200 1.25
400 2.5

1V.2.3. Obtencion de linfocitos de sangre periférica

Se extrajeron 8 ml de sangre periférica a través de procedimiento de venopuncién por
sistema al vacio, en seguida se procedi6 a realizar la purificacion de células
mononucleares por una separacién de gradiente de densidad mediante el uso de
Ficoll-Hypaque de acuerdo a la metodologia de Castillo et al. (2011) (Figura 9 y 10).
La sangre extraida en 2 tubos de heparina (Figura 9a) fue centrifugada a 1000 RPM
por 10 minutos y luego fue transportada a una cabina de flujo laminar (Figura 9b), la
sangre se separo en 2 fases (superior: plasma sanguineo e inferior: eritrocitos) y entre
estas habia una delgada linea blanca (interfase) que se aislé6 con mucho cuidado
(Figura 9c), seguidamente se mezclé con 4ml de PBS (Figura 9d) y se homogeniz6
delicadamente, luego la mezcla fue adicionada con mucho cuidado sobre un volumen
de Ficoll-Hypaque (Figura 9e y 9f), se enderezd lentamente hasta que el tubo se
encuentre de forma vertical y se centrifugé a 1000 rpm por 20 minutos.

Luego de la centrifugacién se obtuvieron 3 fases separadas (Figura 10a), la porcion
intermedia entre las 2 fases superiores fue aislada (Figura 10b), seguidamente se
mezclé con 7 ml de PBS (Figura 10d) y se centrifugd a 4000 rpm por 20 minutos,
luego se repite el lavado con PBS vy finalmente se obtuvo un precipitado blanquecino
(Figura 10e). Los linfocitos humanos aislados de la sangre total fueron resuspendidos
en medio de cultivo PB-MAX (Figura 11), inmediatamente se realiz6 un conteo a las 0
horas para evaluar la viabilidad celular de la dilucion ya que el Ficoll-Hypaque muchas

veces es toxico para las células.
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Figura 9. Metodologia del aislamiento de linfocitos de sangre total. Parte 1. (3
Extraccién de sangre. (b) Procesamiento en la camara de flujo laminar. (c) Aislamiento de la interfase. (d) Mezcla de la
interfase con PBS. (e) Mezcla siendo agregada sobre Ficoll-Hypaque. (f) Mezcla sobre Ficoll-Hypaque.
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Ficoll-Hypaque

Figura 10. Metodologia del aislamiento de linfocitos de sangre total. Parte 2. (3) 3
fases formadas por gradiente de Ficoll-Hypaque. (b) Aislamiento de interfase. (c) Vista esquematica de la interfase
blanquecina (L: linfocitos). (d) Precipitado de linfocitos luego de su primer lavado (e) Precipitado de linfocitos luego de
su segundo lavado.
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Figura 11. Linfocitos aislados y en incubacion. (a) Linfocitos aislados diluidos en 2 mi de Medio
de cultivo PB-MAX. (b) Incubacién de los linfocitos a 37°C.

1V.2.4. Exposicion de los linfocitos a los extractos acuosos del aguaymanto

La suspension de los linfocitos fue repartida (2 ml) en nueve crioviales y se afiadié 200
ul de las 4 concentraciones del extracto acuoso de aguaymanto (50, 100, 200 y 400
pg/ml), 4 correspondieron a diluciones del control positivo cisplatino (0.3, 0.6, 1.25 y
2.5 pyg/ml) y un criovial como control negativo solo con medio de cultivo PB-MAX
(Figura 12).

Los crioviales fueron incubados a 37°C durante 48 horas, de inmediato se realizaron

las pruebas de conteo celular con azul de tripano y del ensayo MTT.

- , Control

! Aguaymanto Cisplatino Negativo
= A1 A2 A3 A4 C1C2 C3 C4
e I YT NTTT

% J8 8 2338 3

Figura 12. Exposicion del cultivo celular linfocitario a los diferentes tratamientos.
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Las actividades realizadas con los linfocitos se muestran en la Figura 13.

[ Extraccion de sangre ]

L

Aislamiento de linfocitos

l Conteo celular

Conteo celular con azul de tripano (0 horas) con azul de
tripano (24 horas)

Agregar extracto acuoso
y cisplatino (0 horas)

1 Cultivo celular \

Conteo celular con azul de
trinano (48 horas)

Ensayo MTT (48 horas)

Figura 13. Flujograma de la metodologia utilizada en los linfocitos humanos.

IV.2.5. Transporte de la linea celular purificada al laboratorio

La linea celular K562 fue donada gentilmente por el Dr. Abraham Jaime Vaisberg
Wolach encargado del Laboratorio de Biologia Celular y Virologia de los Laboratorios
de Investigacion y Desarrollo (LID), de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(UPCH).

Se trasladaron en frascos de cultivo celular al laboratorio de Genética Humana de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la UNMSM para subcultivar en un plazo no mayor
a 2 horas (Figura 14).
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Figura 14. Incubacion y monitoreo de la linea celular K562. (a) incubacion de la linea K562
a 37°C. (b) Frasco de cultivo con tapa hermética de la linea K562. (c) Células de la linea K562 vista con un objetivo de
40X en el microscopio invertido.

IV.2.6. Cultivo, mantenimiento y criopreservacion de las lineas celulares

1V.2.6.1. Cultivo de la linea celular K562

La linea celular K562 se resuspendié en 5ml medio de cultivo RPMI-1640 en un frasco
plano para su monitoreo en el microscopio invertido cuando alcanzan confluencia, se
aislaron 2 ml del cultivo celular en un tubo de centrifuga para luego repartirlo
equitativamente en 9 crioviales con volumenes iguales de 200 ul (previo
homogenizacién suave). Luego se les agregdé 200 pl de las diluciones del extracto y
del cisplatino, 4 crioviales fueron expuestos a cuatro concentraciones del extracto
acuoso de aguaymanto (50, 100, 200 y 400 pg/ml), 4 crioviales a diluciones del control
positivo cisplatino (0.3, 0.6, 1.25 y 2.5 ug/ml) y un criovial como control negativo solo
con medio de cultivo RPMI-1640 (Figura 15).
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Figura 15. Exposicion del cultivo celular K562 a los diferentes tratamientos.

Este proceso se realizé en una cabina de flujo laminar estéril y luego se incubé a 37° C
(Figura 16). Los crioviales fueron incubados a 37°C durante 48 horas.

Figura 16. Cultivo y establecimiento de la linea K562. (a) y (b) Proceso de lavado y renovacion
de medio RPMI-1640 en el cultivo de la linea K562. (c) Células de la linea K562 vista en microscopio invertido con un
objetivo de 10X. (d) Células de la linea K562 vista con un objetivo de 40X en el microscopio invertido.
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1V.2.6.2. Criopreservacion de la linea celular K562

El almacenamiento se realiz6 con las indicaciones de la ficha de técnica de la linea
K562, que fue resuspendida en medio de cultivo RPMI-1640, suplementado con 10 %
suero bovino fetal y el criopreservante DMSO en un criovial. Luego se realizaron
cambios de temperatura graduales de 37°C a 4°C, luego de 4°C a -80°C, luego de -80
°C a -120°C y finalmente de -120°C a los vapores del nitrégeno liquido (Figura 17).
Para evaluar el protocolo de conservacion siempre luego de la congelaciéon se
procedié a descongelar uno de los crioviales nuevamente para evaluar su viabilidad,
este protocolo se realizara gradualmente para mantener la linea K562 congelada a
disposicion.

Figura 17. Criopreservacion de la linea K562. (a) Tanque de nitrégeno liquido (20L). (b) Apertura
de las ranuras. (c) Introduccién de los crioviales para la congelacion en los vapores del nitrégeno liquido.

1V.2.6.3. Mantenimiento

Para el mantenimiento de la linea celular K562 se requirieron réplicas en subcultivos
cada cierto tiempo y cambiarles el medio de cultivo gradualmente cada vez que
alcanzaba confluencia. ElI mantenimiento se realiz6 mediante monitoreo con
microscopio invertido ya que si no se realizan los cambios las células moririan por la

insuficiencia de nutrientes en el medio y la presencia de desechos (Figura 18).
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Figura 18. Replicacién y subcultivo de la linea K562 para su mantenimiento. imagen

esquematica para visualizar como se realizan los lavados y mantenimientos de los cultivos a los largo del tiempo,
cambiandoles del envase cada vez que se subcultiva.

Las actividades realizadas con la linea K562 se muestran en la Figura 19.

Transporte de linea K562 al laboratorio

Criopreservacion

3

Subcultivo y mantenimiento de la linea K562

Agregar extracto
acuoso y cisplatino

| Cultivo celular |

? N

Conteo celular con azul Ensayo MTT (48 horas)
de tripano (48 horas)

Figura 19. Flujograma de la metodologia utilizada con la linea K562
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1V.2.7. Conteo celular con azul de tripano para estimar la Viabilidad celular de los
linfocitos humanos y la linea K562

La prueba fue realizada mediante el conteo celular en una cdmara de Neubauer para
calcular el numero de células viables en el medio de suspension, se usé el colorante
vital azul tripano (solucién madre) que tifi6 las células muertas para poder hallar un
porcentaje de células viables del total (Strober, 2001). La prueba se realiz6 también
para evaluar el buen estado del medio de cultivo y su influencia en los cultivos para lo
cual se hizo un conteo adicional a las 24 horas y luego de la incubacién. Terminado el
tiempo de incubacién de 48 horas, se procedid a realizar un conteo para cada
tratamiento, diluyendo 100 pl de suspension celular con 100 pl de azul de tripano
(Solucion madre) y colocandolo en el cuadrante central sefialado en la Figura 20, con
esto se obtuvo la concentracion celular de cada tratamiento respecto al control
negativo que representa un 100 %. La férmula usada es la siguiente:

Numero de linfocitos = NUmero total de linfocitos en la camara de Neubauer x 10 4
4 x F.D.

Esta férmula nos brindé el nimero de linfocitos totales por 1 ml de suspensién y donde
F.D. es el factor de dilucién.

4 Cuadrantes grandes

Camara Neubauer \

Canal transversal I

Pl 5o pee

-~
Canales longitudinales |

I
El =1 mm—
16 Cuadriculas pequeias IE'

Figura 20. Camara de Neubauer. (a) Esquema de la Camara de Neubauer, (b) cuadrante y cuadriculas.

i

El nimero de células tefidas correspondié al nimero de células muertas y este dato
se usO para obtener un indice de viabilidad (expresado en numero de linfocitos) que
representa el nimero total de linfocitos viables. Se finalizé la prueba de viabilidad con
la seleccion de la concentracidén mas adecuada del extracto de aguaymanto, es decir
la dosis con menor numero de células vivas (menor viabilidad) en los cultivos de la

linea celular K562 y en los cultivos de linfocitos.
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IV.2.8. Ensayo colorimétrico MTT para los linfocitos humanos y la linea K562

Para realizar la prueba de MTT previamente se debié determinar el volumen total de
cada criovial (por variaciones de error en la micropipeta y evaporacion del medio).para
lo cual se colocd un volumen que no contenia un ndmero mayor a 9 x 10 © células, ni
menor a 1 x 10 * células por ml de suspensién, ya que podia interferir con la lectura en
el Lector de ELISA. Los 9 crioviales contenian aproximadamente 300 ul y se les

adiciond 30 yl de MTT (solucién stock a 5 mg/mL) es decir el 10 % del volumen total.

Seguidamente se cubrié con papel aluminio durante 4 horas a 37°C en oscuridad,
culminado el tiempo establecido dentro de cada criovial se formaron cristales de
formazan, inmediatamente se centrifugd cada criovial a 1500 rpm por 10 minutos y se
descarté el sobrenadante rapidamente por succién (Figura 21a), en seguida se
adicioné 660 pl de DMSO (correspondiente al doble de volumen) para disolver los
cristales de formazan (Figura 21b). Para hallar el porcentaje de viabilidad celular se

uso la siguiente formula:

Porcentaje de _ DO de las células tratadas

Viabilidad celular pg ge 1as células sin tratamiento

La cantidad de formazan—MTT formado es directamente proporcional a la viabilidad
celular que se determind midiendo la densidad 6ptica (DO) con el Lector de ELISA a
una longitud de onda de 490 nm (Mosmann, 1983; Denizot y Lang, 1986, Fricker y
Buckley, 1996).
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Figura 21. Ensayo MTT. (a) Cristales de formazan formados al fondo del microtubo, (b) cristales mezclados
con disolvente DMSO y (c) Placa de ELISA para ser leido por un lector de ELISA.

Con estos datos de absorbancia también se puede hallar el porcentaje de inhibicion
del extracto acuoso de aguaymanto que es la diferencia entre 100% y el procentaje de
viabilidad celular (Denizot y Lang, 1986). El porcentaje de viabilidad se analizd
estadisticamente mediante regresién lineal (software STATA) para hallar la
Concentracién Inhibitoria Media (IC50), un dato muy usado en evaluaciones
antiproliferativas de extractos vegetales para células no cancerigenas (linfocitos). Con
el IC50 se hall6 el indice de selectividad (Sl), otro dato muy importante en
evaluaciones antiproliferativas de extractos vegetales para células cancerigenas (linea

K562), que se calculé utilizando la siguiente férmula:

Sl = IC50 celulas no cancerigenas
IC50 celulas cancerigenas

Donde las células no cancerigenas son los linfocitos y las células cancerigenas son las
células de la linea K562. Si el valor SI es mayor que 1, indica que la sustancia es mas
antiproliferativa para las células cancerigenas que para las células normales, si es
menor que 1 significa indica que la sustancia es mas antiproliferativa para las células

normales que para las células cancerigenas.
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1V.2.9. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos promedio se realizd con el ensayo de error estandar
de la media (con un nivel de significancia del 5 %) con el programa Microsoft Excel
2010. El andlisis estadistico se realiz6 con el software STATA a un nivel del 5%
(Kruskall-Wallis, p<0.05), con los datos de viabilidad celular de linfocitos y de la linea
K562 sometidos a las diferentes concentraciones de aguaymanto y cisplatino.
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V. RESULTADOS

V.1. Evaluacién preliminar del cultivo de linfocitos
V.1.1. Mediante conteo celular con azul de tripano

El conteo celular permitié determinar si el medio de cultivo PB-MAX (fitohemaglutinina)
inducia adecuadamente la proliferacion celular en los linfocitos humanos, para esta
prueba se contabilizaron los linfocitos a las 0 y 24 horas como se aprecia en la Tabla
7.

V.2. Evaluacion de la viabilidad celular en linfocitos humanos
V.2.1. Mediante conteo celular con azul de tripano

El conteo celular permitié determinar el nimero de linfocitos vivos en cada tratamiento,

utilizando azul de tripano para distinguir las células viables (Figura 22).

Figura 22. Linfocitos en camara de Neubauer. (a) Vista de una cuadricula al microscopio 6ptico,
linfocitos sin tefiir. (b) Vista de una cuadricula al microscopio 6ptico, linfocitos viables (flecha amarilla) y no viables
(flecha roja).

Se realiz6 un andlisis estadistico del Error estdndar de la media con el programa
Microsoft Excel 2010. El resultado nos dio una diferencia no significante entre cada
individuo (nivel del 5 %), por lo cual se pudo obtener un promedio del total de los 10
individuos.
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Tabla 7. Numero y concentracion de linfocitos obtenidos de 4ml de sangre de los
10 donantes:

N° Linfocitos/ml N° Linfocitos/ml
Individuos | de suspension (0 | de suspension (24
horas) horas)
1 1.98x10° 3.60x10°
2 210x10° 350x10°
3 1.90x 10° 3.30x10°
4 220x10° 3.70x10°
5 1.99x10° 3.80x10°
6 250x10° 3.87x10°
7 2.02x10° 3.66x10°
8 1.98x10° 3.78x10°
9 2.00x10° 3.77x10°
10 2.30x10° 3.90x10°
Promedio 210x10° 3.70x10°

Error estandar de la media, p<0.05.

La Tabla 8 nos muestra los resultados obtenidos luego del tratamiento de los linfocitos
a la accién antiproliferativa de la solucion acuosa del aguaymanto a diferentes
concentraciones, al cisplatino y al control negativo (todos los datos se expresaron
multiplicandose x 10 ° linfocitos por 1 ml de suspension).

Los resultados muestran el nimero de linfocitos viables de los 10 donantes sanos. Se

realizé un analisis estadistico del Error estandar de la media entre los 10 individuos a
un nivel del 5 %, p<0.05, por lo cual se pudieron obtener datos promedio.
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Tabla 8. Conteo celular de linfocitos en la camara de Neubauer (nimero de
linfocitos x 10 °):

oncentracion Sin . .
Aguaymanto tratamiento Cisplatino
Individuo 400 200 100 50 0 2.5 1.25 0.6 0.3
Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/mi Hg/mi Hg/mli Hg/mi Hg/ml

Individuo 1 2.60 2.90 3.65 5.33 7.86 1.35 25 2.38 2.55
Individuo 2 1.61 3.76 2.90 2.70 2.99 1.19 1.99 2.68 2.53
Individuo 3 1.55 1.85 3.58 4.60 5.66 1.33 2.00 2.36 2.80
Individuo 4 1.50 1.80 3.75 4.35 5.90 1.33 2.37 2.48 2.88
Individuo 5 1.37 1.77 3.56 3.80 4.80 1.25 1.92 2.57 3.00
Individuo 6 2.50 1.66 3.63 4.32 5.87 1.18 2.43 2.63 3.13
Individuo 7 2.43 3.21 3.59 5.40 6.10 1.31 2.50 2.48 3.25
Individuo 8 2.10 2.99 3.62 4.20 5.30 1.41 2.11 2.63 3.38
Individuo 9 3.02 3.43 3.77 5.30 6.50 1.19 2.25 2.69 3.50
Individuo 10 2.00 3.55 3.55 4.67 5.90 1.18 2.51 2.70 3.63
Promedio 2.07 2.67 3.56 4.47 5.69 1.27 2.26 2.56 3.07
Promedio en

) 36.38 46.92 62.57 78.56 100 22.32 39.72 44.99 53.95
porcentaje

Error estandar de la media, p<0.05.

En la tabla 8 se muestra como varia el promedio del nimero de linfocitos de acuerdo a
la concentracién que se utiliz6. Se observa que tanto para el extracto acuoso de
aguaymanto y cisplatino, a mayor concentracion (400 pg/ml, 2.5 pg/mi

respectivamente) disminuyen los linfocitos viables.

Con los datos de la Tabla 8 se obtuvieron las Figuras 23 y 24 donde se observa la
variacion de la viabilidad de los linfocitos de los 10 individuos, en una curva de
crecimiento promedio en porcentajes por cada tratamiento (Figura 23) y el promedio
del numero de linfocitos por tratamiento (Figura 24), expuestos a las diferentes dosis
del extracto acuoso de Physalis peruviana L. asi como de los controles positivo y
negativo.

Para ambas gréficas el extracto acuoso de aguaymanto a las diferentes
concentraciones (50, 100, 200 y 400 ug/ml) y el cisplatino (0.3, 0.6, 1.25 y 2.5 ug/ml)
inducen efecto antiproliferativo en los linfocitos y a medida que se aumenta la
concentracion para ambos el poder inhibitorio aumenta, por lo tanto se puede deducir
que la viabilidad celular muestra un caracter dosis-dependiente de acuerdo a la

concentracion del tratamiento al que se sometié a los linfocitos.
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Para el aguaymanto la dosis menos antiproliferativa en el aguaymanto fue de 50 pg/mi
con un poder inhibitorio de 21.44 % (4.47 x 10 ° linfocitos /ml, viabilidad celular de
78.56 %) y la dosis mas antiproliferativa fue de 400 pg/ml con un poder inhibitorio de
63.62 % (2.07 x 10 ®linfocitos viables /ml, viabilidad celular de 36.38 %)

Para el cisplatino la dosis menos antiproliferativa fue de 0.3 pg/ml con un poder
inhibitorio de 46.05 % (3.07 x 10 °linfocitos viables /ml, viabilidad celular de 53.95 %) y
la dosis mas antiproliferativa fue de 2.5 yg/ml que mostré un poder inhibitorio promedio
de 77.68 % (1.27 x 10 ° linfocitos viables /ml, viabilidad celular de 22.32 %). Se
observd que el extracto acuoso de aguaymanto presenté efecto antiproliferativo para
las células linfocitarias.

Porcentaje de linfocitos viables

80 TB.56
&0 62.57
53.95
Cisplating
44.99 46.92
40 B Extracto
39.72 36.38  acucsode
22.32 summente
20
0.3 0.6 1.25 2.5 50 100 200 400

Concentracion (pg / ml)

Figura 23. Viabilidad celular de linfocitos sometidos a los tratamientos. Las barras
representan el promedio de porcentaje de linfocitos viables obtenidos de 10 muestras independientes con las diferentes
dosis de extracto acuoso de aguaymanto a 50, 100, 200 y 400 pg/ml y cisplatino a 0.3, 0.6, 1.25 y 2.5 pyg/mli, test no
paramétrico Kruskal-Wallis, p< 0.05.
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Promedio del numero de linfocitos x 10 ¢
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Figura 24. Curva de crecimiento del promedio de los linfocitos sometidos a los

tratamientos. Figura donde se aprecia el comportamiento antiproliferativo del cisplatino (linea roja) y del
aguaymanto (azul), también de observa que a mayor concentracion disminuye el nimero del linfocitos.

V.2.2. Mediante el ensayo MTT

La viabilidad celular se determin6é con la absorbancia obtenida en el Lector de
ELISA, los datos obtenidos se muestran en la Tabla 9 por cada cultivo linfocitario de
cada individuo sometido a esta evaluacion con los diferentes tratamientos (extracto

acuoso de aguaymanto, antineoplasico cisplatino y control negativo sin tratamiento).
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Tabla 9. Densidad 6ptica de linfocitos humanos en el ensayo MTT.

gncentracion Aguaymanto tratasn!n?en to Cisplatino

. . 400 200 100 50 0 25 1.25 0.6 0.3
Individuo pug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
Individuo 1 0.99 1.15 1.67 1.98 2.38 0.66 0.99 1.40 1.70
Individuo 2 0.66 1.09 1.66 1.87 2.29 0.57 1.00 1.55 1.74
Individuo 3 0.99 1.08 1.71 1.95 2.41 0.77 1.03 1.48 1.84
Individuo 4 0.97 1.07 1.78 2.01 2.63 0.88 1.01 1.47 1.88
Individuo 5 1.00 1.16 1.63 2.10 2.41 0.90 1.02 1.50 1.76
Individuo 6 0.98 1.10 1.40 1.94 2.50 0.85 0.99 1.43 1.76
Individuo 7 0.89 1.10 1.45 1.91 2.36 0.66 0.98 1.46 1.70
Individuo 8 0.88 1.23 1.39 1.94 2.57 0.68 0.89 1.51 1.80
Individuo 9 0.86 1.17 1.46 1.83 2.43 0.70 0.88 1.56 1.67
Individuo 10 0.88 1.22 1.26 2.00 2.47 0.65 1.00 1.50 1,70
Promedio de D.O. 0.91 1.14 1.65 1.94 2.44 0.73 0.98 1.49 1.76
Porcentaje de 3730 | 4672 | 67.62 | 79.51 100 29.92 | 4016 | 60.07 | 72.13
viabilidad celular

Error estandar de la media, p<0.05.

En la Tabla 9 se muestra como varia el porcentaje de viabilidad obtenido con el lector
de ELISA, a las diferentes concentraciones del extracto acuoso de aguaymanto y
cisplatino. Cuando hay un valor mayor hay mayor viabilidad celular, la misma que va

disminuyendo a medida que se aumento la concentracion en los tratamientos.

Se observa que para el extracto acuoso de aguaymanto (400 ug/ml) y el cisplatino (2.5
ug/ml), a mayor concentracion disminuyen los valores de D.O. Se realizd un analisis
estadistico del Error estandar de la media entre los 10 individuos a un nivel del 5%,
p<0.05, y mostr6 que no hay diferencias significativas, por lo cual se pudo obtener
datos promedio. Con los datos de la Tabla 9 se obtuvo la curva de crecimiento del
promedio en porcentajes (Figura 25) y promedio de los valores de densidad éptica a
490 nm (Figura 26).

En ambas gréaficas se observa que el extracto acuoso de aguaymanto a las diferentes

concentraciones y el cisplatino tienen caracter antiproliferativo.

Es decir a medida que aumenta la concentraciéon del extracto, el poder inhibitorio
aumenta y el valor de D.O. disminuye (viabilidad celular decrece); es decir se
evidencia un caracter dosis-dependiente de acuerdo a la concentracion del extracto.

50



En la Figura 25 se observa representada de forma esquematica en barras de la D.O. y
en la Figura 26 una curva de crecimiento de los linfocitos sometidos a las diferentes
concentraciones del extracto acuoso de aguaymanto y de cisplatino. Como se puede
observar el aguaymanto induce un efecto antiproliferativo en los linfocitos por ello a
medida que se aumenta la concentracion del extracto acuoso el poder inhibitorio
aumenta y el valor de D.O. disminuye. Los valores de D.O. que nos representan la
viabilidad celular mostraron un caracter dosis-dependiente de acuerdo a la

concentracion del extracto a la que se sometieron a las células.

Para el aguaymanto la dosis menos antiproliferativa fue de 50 pg/ml con un poder
inhibitorio de 20.49 % (1.94, viabilidad celular de 79.51 %) y la dosis mas
antiproliferativa fue de 400 ug/ml que mostr6 un poder inhibitorio de 62.70 % (0.91,
viabilidad celular de 37.30 %). El cisplatino tuvo un mayor efecto en los linfocitos
comparado con el extracto acuoso de aguaymanto, la dosis menos antiproliferativa fue
de 0.3 pg/ml con un poder inhibitorio de 27.87 % (1.76, viabilidad celular de 72.13 %)
en la prueba del ensayo MTT y la mas antiproliferativa fue de 2.5 ug/ml con un poder
inhibitorio promedio de 70.08 % (0.73, viabilidad celular de 29.92).

Porcentaje de Densidad 6ptica

Cisplating

aguaymanto

80 1 7218 s
60.07 67 62
60
P 46.72
40 3730  WExtmde
29592 acuoso de
20 |
D 2 =
0.3 0.6 1.25 25 50 100 20 400

Concentracion (pg / ml)

Figura 25. Viabilidad celular de linfocitos sometidos a los tratamientos en el

ensayo MTT. Las barras muestran el nivel de densidad 6ptica (D.O.) promedio a 490 nm medida por el lector de
ELISA y que nos representan la viabilidad celular de los linfocitos obtenidos de los 10 individuos sometidos a las
diferentes dosis de extracto acuoso de aguaymanto (50, 100, 200 y 400 pg/ml) y cisplatino (0.3, 0.6, 1.25 y 2.5 pg/ml),
test no parameétrico.
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Figura 26. Curva de crecimiento del promedio de los linfocitos sometidos a los

tratamientos en el ensayo MTT. Se aprecia el comportamiento antiproliferativo del cisplatino (linea roja) y
del aguaymanto (linea azul), también de observa que a mayor concentracién disminuye el valor de la densidad 6ptica.

V.2.3. Concentracion Inhibitoria Media (IC50)

Con los datos del porcentaje de viabilidad promedio de la Tabla 9 se hall6 la
concentracion inhibitoria media (IC50) del extracto acuoso de aguaymanto en linfocitos
(Figura 27), con el programa Microsoft Excel en el que se aplico el analisis de

regresion lineal, con el que se obtiene una férmula:

Y =-0.0015X + 0.8824; donde al reemplazar Y= 0.5 se obtiene el valor X (IC50) que
fue de 254.93 pg/ml. Como un dato adicional también se hallé el IC50 del cisplatino
para los linfocitos y fue de 212.81 pg/ml.

El andlisis estadistico nos indico que existen diferencias significativas entre el

porcentaje de viabilidad celular entre las diversas dosis del extracto, del cisplatino y el
control negativo (test no paramétrico Kruskal-Wallis, p< 0.05).
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Figura 27. Concentracion Inhibitoria Media en linfocitos. Mediante el Anaiisis de regresion
lineal (y = ax + b) del extracto acuoso de aguaymanto (r* = 0.8487) se hallé la concentracion inhibitoria media (IC50).

V.3. Evaluacion de la viabilidad celular en la linea celular K562

V.3.1. Mediante conteo celular con azul de tripano
En la Tabla 10 se muestra el nimero de células de la linea K562 de cada cultivo
sometido a los diferentes tratamientos (extracto acuoso de aguaymanto,

antineoplasico cisplatino y control negativo). El ensayo de viabilidad permitié

determinar el porcentaje de células vivas.
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Tabla 10. Conteo celular en los diferentes tratamientos de la Linea K562 (numero
de células x 10 °)

oncentracion Aguaymanto trata?\i:i‘emo Cisplatino
400 200 100 50 0 25 1.25 0.6 0.3
Repeticiones pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi pg/mi pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi
1 1.96 2.14 2.90 3.86 5.77 2.55 2.89 3.25 3.75
2 1.88 2.10 2.90 3.86 5.99 2.19 2.99 3.68 3.83
3 1.79 2.25 3.58 3.76 5.66 2.33 2.70 3.53 3.80
4 1.84 2.29 3.75 3.69 5.90 2.33 2.87 3.49 3.98
5 1.91 2.47 3.56 3.4 4.80 2.25 2.91 3.66 3.79
6 1.86 2.58 3.63 3.51 5.87 2.18 2.88 3.36 3.99
7 1.90 21 3.59 3.54 6.10 2.31 2.74 3.59 3.85
8 1.89 2.6 3.62 3.66 5.30 2.41 2.78 3.61 3.67
9 1.77 2.53 3.77 3.73 6.50 2.19 2.65 3.68 3.71
10 1.82 2.46 3.55 3.68 5.90 2.18 2.58 3.75 3.80
Promedio 1.86 2.35 3.49 3.67 5.78 2.29 2.80 3.56 3.82
Promedio en
borcentaje 32.18 40.66 60.38 63.49 100 39.62 48.44 61.59 66.09

Error estandar de la media, p<0.05.

En la tabla 10 se muestra como varia el promedio del nimero de células de la linea
K562 de acuerdo a la concentracion que se utilizé. Se observa que para el extracto
acuoso de aguaymanto y cisplatino, a mayor concentracién (400 pg/ml, 2.5 pg/ml

respectivamente) disminuyen los linfocitos viables.

Con los datos de la Tabla 10 se obtuvo la Figura 28 donde se observa la variacion de
la viabilidad de las células de la linea K562 en una curva de crecimiento expresado en
porcentajes y en la Figura 29, el promedio de las células viables por cada tratamiento,
expuestos a las diferentes dosis del extracto acuoso de Physalis peruviana L. asi

como de los controles positivo y negativo.

Para ambas gréficas el extracto acuoso de aguaymanto (50, 100, 200 y 400 pg/ml) y
cisplatino (0.3, 0.6, 1.25 y 2.5 pg/ml) indujeron antiproliferacion, para el aguaymanto a
medida que se aumenta la concentracion del extracto acuoso el poder inhibitorio
aumenta y el valor del promedio del células disminuye, por lo tanto se puede deducir
que la viabilidad celular muestra un caracter dosis-dependiente.
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Para el aguaymanto la dosis menos antiproliferativa fue de 50 pg/ml con un poder
inhibitorio de 36.51 % (3.67 x 10 ° células viables de la linea K562 /ml, viabilidad
celular de 63.49 %) y la dosis mas antiproliferativa fue de 400 pug/ml que mostrdé un
poder inhibitorio de 67.82 % (1.86 x 10 © células viables de la linea K562 /ml, viabilidad
celular de 32.18 %). Para el cisplatino la dosis menos antiproliferativa fue 0.3 pg/ml
con un poder inhibitorio de 33.95 % (3.82 x 10 ° células viables de la linea K562 /ml,
viabilidad celular de 66.09 %) y la dosis mas antiproliferativa fue de 2.5 pyg/ml con un
poder inhibitorio de 39.7 % (2.29 x 10 ° células viables de la linea K562 /ml, viabilidad
celular de 39.66 %).
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Figura 28. Viabilidad celular de la linea K562 sometida a los tratamientos. Las barras
representan el promedio del porcentaje de células de la linea K562 de las 10 repeticiones independientes con las
diferentes dosis del extracto acuoso de aguaymanto a 50, 100, 200 y 400 pg/ml y cisplatino a 0.3, 0.6, 1.25 y 2.5 ug/ml,
test no paramétrico Kruskal-Wallis, p< 0.05.
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Figura 29. Curva de crecimiento del promedio de la linea K562 sometida a los

tratamientos. Figura donde se aprecia el comportamiento antiproliferativo del aguaymanto (linea azul) y del
cisplatino (linea roja), también se observa que a mayor concentracién disminuye el nimero de células de la linea K562.

El analisis estadistico nos indico que existen diferencias significativas entre el
porcentaje de células de la linea K562, entre las diversas dosis del extracto, del
cisplatino y el control negativo (test no paramétrico Kruskal-Wallis, p< 0.05).

Figura 30. Células de la linea K562 viables. Linea K562 (10° células) resuspendida en 6 ml de
medio RPMI-1640 observadas a microscopio invertido con un objetivo de 40X.
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V.3.2. Mediante el ensayo MTT

La viabilidad celular se determin6 con la absorbancia obtenida en el Lector de
ELISA, los datos medidos se muestran en la Tabla 11 por cada repeticién sometida
a esta evaluacion con los diferentes tratamientos (extracto acuoso de aguaymanto,
antineoplasico cisplatino y control negativo sin tratamiento).

Tabla 11. Densidad optica de la Linea K562 en el Ensayo MTT.

oncentracion Sin

Aguaymanto Tratamiento Cisplatino
400 200 100 50 0 2.5 1.25 0.6 0.3
Repeticione ug/ml pg/ml pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml ug/ml
1 1.25 1.47 1.66 1.93 2.88 1.44 1.78 1.90 2.30
2 1.23 1.38 1.67 1.86 2.99 1.46 1.70 1.97 2.52
3 1.20 1.46 1.71 1.94 2.88 1.41 1.78 1.93 2.61
4 1.20 1.44 1.79 2.01 2.79 1.70 1.75 1.95 2.59
5 1.19 1.46 1.63 1.99 2.75 1.33 1.68 1.90 2.56
6 1.17 1.44 1.73 2.01 2.97 1.44 1.71 1.94 2.10
7 1.21 1.4 1.71 1.97 2.95 1.45 1.66 1.95 2.13
8 1.24 1.45 1.74 1.95 2.77 1.55 1.79 1.89 2.15
9 1.22 1.46 1.68 1.96 2.81 1.58 1.71 1.97 2.10
10 1.20 1.47 1.69 1.93 2.93 1.49 1.58 1.99 2.47
Promedio de D.O. 1.21 1.44 1.70 1.96 2.87 1.48 1.71 1.94 2.35
Porcentaje de
viabilidad celular 42.16 50.17 59.23 68.29 100 51.57 59.58 67.60 81.88

Error estandar de la media, p<0.05.

En la Tabla 11 se muestra como varia el porcentaje de viabilidad obtenido con el
lector de ELISA, a las diferentes concentraciones del extracto acuoso de aguaymanto
y cisplatino. Cuando hay un valor mayor hay mayor viabilidad celular, la misma que va
disminuyendo a medida que aumenta la concentracion en los tratamientos. Se realiz
un andlisis estadistico del Error estandar de la media entre las 10 repeticiones a un
nivel del 5 %, p<0.05 y mostr6 que no hay diferencias significativas, por lo cual se

pudo obtener datos promedio.

En la Figura 31 se observa el porcentaje de los valores de D.O. de las 10
repeticiones representada de forma esquematica en barras para el extracto acuoso de
aguaymanto (50, 100, 200 y 400 pg/ml) y para el cisplatino (0.3, 0.6, 1.25y 2.5 pg/ml).
Se puede observar que el aguaymanto induce un efecto antiproliferativo en la linea
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K562 por ello a medida que se aumenta la concentracion del extracto acuoso el poder
inhibitorio aumenta y el valor de D.O. disminuye.

En la Figura 32 se observa el promedio de los valores de D.O. de las 10 repeticiones
representada en una curva de crecimiento. Los valores de D.O. que nos representan
la viabilidad celular mostraron un caracter dosis-dependiente de acuerdo a la
concentracion del extracto a la cual se sometieron las células de la linea K562.

Considerando el estudio de aguaymanto, la dosis menos antiproliferativa fue de 50
pg/ml con un poder inhibitorio de 31.71 % (1.96, viabilidad celular de 68.29 %) y la
dosis mas antiproliferativa fue de 400 ug/ml que mostré un poder inhibitorio de 57.84
% (1.21, viabilidad celular de 42.16 %) como se aprecia en las Figuras 31y 32.

Para el cisplatino la dosis menos antiproliferativa fue de 0.3 pg/ml con un poder
inhibitorio de 18.12 % (2.35, viabilidad celular de 81.88 %) y la dosis mas
antiproliferativa fue de 2.5 pyg/ml con un poder inhibitorio de 48.43 (1.48, viabilidad
celular de 51.57 %) en el Ensayo MTT.
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Figura 31. Viabilidad celular de la linea K562 sometida a los tratamientos en el

ensayo MTT. Las barras muestran el nivel de densidad 6ptica (D.O.) promedio a 490 nm medida por el lector de
ELISA y que nos representan la viabilidad celular de las células de la linea K562 de las 10 repeticiones con las
diferentes dosis de extracto acuoso de aguaymanto (50, 100, 200 y 400 pg/ml) y cisplatino (0.3, 0.6, 1.25y 2.5 pg/ml),
test no paramétrico Kruskal-Wallis, p< 0.05.
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Figura 32. Curva de crecimiento del promedio de la linea K562 sometida a los

tratamientos en el ensayo MTT. Se aprecia el comportamiento antiproliferativo del aguaymanto (linea
roja) y del cisplatino (linea roja), también de observa que a mayor concentracién disminuye el valor de la densidad
oOptica.

V.3.3. Concentracion Inhibitoria Media

Con los datos de la Tabla 11 se hall6 la concentracion inhibitoria media (IC50) del
extracto acuoso de aguaymanto en la linea K562 (Figura 33). Con el programa
Microsoft Excel se aplicé el analisis de regresion lineal y se obtuvo la siguiente

féormula:

Y =-0.0012X + 0.6755, donde al reemplazar Y = 0.5 se obtiene el valor X (IC50) que
fue de 146.25 pg/ml. Como un dato adicional también se hallé el IC50 del cisplatino
para la linea K562 y fue de 347 pug/ml.

El analisis estadistico nos indic6 que existen diferencias significativas entre el

porcentaje de viabilidad celular entre las diversas dosis del extracto, del cisplatino y el
control negativo (test no paramétrico Kruskal-Wallis, p< 0.05).
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Figura 33. Concentracion inhibitoria media en la linea K562. Mediante el Analisis de
regresion lineal (y = ax + b) del extracto acuoso de aguaymanto (r* = 0.4187) se hallé la concentracion inhibitoria media
(1C50).

V.4. indice de selectividad.

Finalmente, se hall el indice de Selectividad (IS) del aguaymanto en la linea tumoral,
siendo mayor a 1 cuando el efecto antiproliferativo para las células tumorales supera al
efecto en las células normales, menor a 1 cuando el efecto antiproliferativo para las
células normales supera al efecto en células tumorales. La concentraciéon inhibitoria
media (IC50) de los linfocitos fue de 254.93 pg/ml (Figura 27) y de la linea K562 fue
de 146.25 ug/ml (Figura 33), el resultado de la division de estos parametros fue el IS
(1.74); lo que nos indica que el extracto acuoso de aguaymanto presenta un efecto
antiproliferativo superior en células tumorales humanas de leucemia que en linfocitos
humanos. También se hallé el IS del cisplatino y fue de 0.61. Para este analisis, se
utilizé Microsoft Office Excel 2010.
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VI. DISCUSION

Los productos de la medicina natural, siempre han sido fuente de diversos agentes
terapéuticos para tratamientos de muchas enfermedades, ya que en su mayoria
poseen propiedades quimioterapéuticas, antibiéticas, antipiréticas,
inmunomoduladoras, antifungicas, etc (Perry, 1980; Zavala et al., 2006; Osorio, 2009).
Estos recursos naturales han jugado un papel importante en la obtencion de farmacos
quimioterapéuticos derivados principalmente a partir de plantas superiores (Newman
et al., 2000; Laza et al., 2003).

En el presente trabajo, se evalu6 el efecto antiproliferativo de los extractos acuosos a
partir del fruto de aguaymanto sobre linfocitos humanos y células derivadas de un
paciente que padecia leucemia mieloide crénica (linea K562). Ademas se utilizé6 como
control positivo un antineoplasico muy utilizado en los hospitales, el cisplatino que en
todo momento fue un patron de comparacion de los efectos nocivos que puede tener

un farmaco sobre células no cancerigenas.

VI.1. Viabilidad celular de linfocitos sometidos a extracto acuoso de Physalis
peruviana L. evaluada mediante conteo celular y ensayo MTT

Para evaluar la viabilidad celular se utilizé la técnica de conteo celular con azul de
tripano, metodologia muy utilizada en la literatura (Sanabria et al., 1997 y Strober,
2001). Segun los resultados obtenidos se determiné que los linfocitos fueron los
menos sensibles a las cuatro concentraciones del extracto de aguaymanto
comparados con la linea K562. Para la dosis menor del extracto de aguaymanto (50
ug/ml) los resultados de viabilidad celular fueron los valores mas altos (4.47 x 10° y
78.56 %) considerando el promedio y el porcentaje de linfocitos respectivamente, y a
medida que se aumentd la concentracion los valores de viabilidad celular fueron
disminuyendo, siendo para la dosis mayor (400 pg/ml) los valores menores (2.07 x 10°
y 36.38 %). Los linfocitos mostraron un resultado similar con el ensayo MTT (Denizot y
Lang, 1986) donde la viabilidad celular fue calculada en datos de densidad éptica (490
nm), para la dosis menor del extracto de aguaymanto (50 pg/ml) los resultados de
densidad éptica fueron los valores mas altos (1.94 y 79.51 %) considerando el
promedio y el porcentaje de D.O. respectivamente, y a medida que se aumenté la
concentracion los valores de viabilidad celular fueron disminuyendo, siendo para la

dosis mayor (400 ug/ml) los valores menores (0.91 y 37.30 %).
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Comparando la viabilidad celular en ambas pruebas se observa que el
comportamiento es correlacional debido a que disminuye la viabilidad celular cuando
se aumenta la concentracion del extracto lo que indica que ambos ensayos son validos

para evaluar el caracter antiproliferativo de cualquier sustancia.

Estos hallazgos coinciden con Areiza—Mazo et al., 2013 quienes trabajaron con
extracto acuoso de fruto de aguaymanto, sus resultados mostraron que el efecto
antiproliferativo se incrementé en forma dependiente de la dosis del extracto (25-400
ug/ml). En el estudio de células no transformadas (epitelio de riidn) los resultados
obtenidos por conteo celular en porcentajes fueron de 100 % (25 pg/ml), 90 % (50
ug/ml), 85 % (100 pg/ml), 60% (200 pg/ml) y 50 % (400 pg/ml). Los resultados
obtenidos por el ensayo MTT también mostraron comportamientos similares, la D.O.
(540 nm) vari6 para las dosis de 25-400 pg/ml en un rango de 0.75 y 0.2,
disminuyendo el valor de la D.O. cuando se aumenté la concentracién del extracto. Al
igual que en nuestros resultados el efecto antiproliferativo es dosis-dependiente a la
concentracion del extracto, otra concordancia con nuestro estudio es que los grados
de mayor efecto antiproliferativo fueron las concentraciones de 200 y 400 pg/ml y que
mostraron los valores més bajos de viabilidad celular y D.O. en el conteo celular (36.38
%y 46.92 %) y en el ensayo MTT (0.91 y 1.14) respectivamente.

En otro estudio realizado por Quispe-Mauricio et al., 2009 con extractos etandlicos de
tallos y hojas de aguaymanto se obtuvieron por conteo celular resultados en
porcentajes de viabilidad celular en células no transformadas (epitelio de rifién), y
fueron de -8 % (62.5 pg/ml), 43 % (15.63 pg/ml), 85 % (3.91 pg/ml) y 98 % (0.98
ug/ml). Aunque a diferencia de nuestro trabajo la referencia mencionada expresa un
dato de viabilidad celular con valor negativo (debido a que contabilizan como negativo
la mortandad celular) también describe un comportamiento dosis-dependiente del
efecto antiproliferativo del aguaymanto con respecto a la concentracion al igual que en

nuestros resultados.

En un estudio adicional con aguaymanto realizado por Zavala et al, 2006 con
extractos etandlicos de tallos y hojas de aguaymanto, se evalué el efecto
antiproliferativo sobre células no transformadas (fibroblastos), y los resultados de la
viabilidad celular en porcentaje fueron de -27 % (125 pg/ml), -13 % (31.3 pg/ml), 26 %
(7.8 pg/ml), 79 % (2 pg/ml), 142 % (0.5 pg/ml). Esto nos indica también un
comportamiento dosis-dependiente del efecto antiproliferativo con respecto a la

concentracion al igual que en nuestros resultados.
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VI1.2. Efectos en la viabilidad celular de linfocitos sometidos a extracto acuoso de
aguaymanto y cisplatino

Para corroborar los resultados del experimento se utiliz6 como control positivo el
antineoplasico cisplatino. Para la dosis menor del cisplatino (0.3 pg/ml) los resultados
de viabilidad celular fueron los valores més altos (3.07 x 10° y 53.95 %) considerando
el promedio y el porcentaje de linfocitos respectivamente, y a medida que se aumento
la concentracién los valores de viabilidad celular fueron disminuyendo, siendo para la
dosis mayor (2.5 ug/ml) los valores menores (1.27 x 10° y 22.32 %). Asimismo las
diluciones de cisplatino mostraron un resultado similar en el ensayo MTT donde la
viabilidad celular fue calculada en datos de densidad éptica (490 nm), para la dosis
menor del cisplatino (0.3 pg/ml) los resultados de densidad Optica fueron los valores
mas altos (1.76 y 72.13 %) considerando el promedio y el porcentaje de D.O.
respectivamente, y a medida que se aumentd la concentracién los valores de
viabilidad celular fueron disminuyendo, siendo para la dosis mayor (2.5 ug/ml) los
valores menores (0.73 y 29.92 %).

Estos hallazgos coinciden con Quispe-Mauricio et al., 2009 que ademas de trabajar
con aguaymanto utiliz6 como control positivo el antineoplasico cisplatino, sus
resultados mostraron que el efecto antiproliferativo del cisplatino se incrementd en
forma dependiente de la concentracién (0.04-2.5 ug/ml). En el estudio de células no
transformadas (epitelio de rifdn) sometidas al cisplatino, los resultados obtenidos por
conteo celular en porcentaje fueron de 110 % (0.04 pg/ml), 95 % (0.16 ug/ml), 70 %
(0.63 pg/ml)y y 20 % (2.5 pg/ml). Al igual que en nuestros resultados el efecto
antiproliferativo fue dosis-dependiente a la concentracion, otra concordancia con
nuestro estudio es que el grado de mayor efecto antiproliferativo fue de 2.5 pug/ml y
que en nuestro trabajo mostrd el valor mas bajo de viabilidad celular en el conteo
celular (22.32 %).

Estos resultados también concuerdan con los reportados por Zavala et al., en el 2006
y Areiza-Mazo et al., 2013 que trabajaron con células no cancerigenas y lineas de
cancer. En ambas investigaciones los controles positivos fueron antineoplésicos muy
usados en el tratamiento contra el cancer, al igual que en la presente investigacion sus
resultados indican que el antineoplasico cisplatino inhibié las células a medida que se
aumentaba la concentracién y que indujo mayor efecto en células no cancerigenas

comparadas con las lineas de cancer.
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VI.3. Viabilidad celular de la linea K562 sometida a extracto acuoso de Physalis
peruviana L. evaluada mediante conteo celular y ensayo MTT

Segun los resultados obtenidos se determin6 que la linea K562 fue la mas sensible a
las cuatro concentraciones de los extractos de aguaymanto comparada con los
linfocitos. Para la dosis menor del extracto de aguaymanto (50 ug/ml) los resultados de
viabilidad celular fueron los valores mas altos (3.67 x 10° y 63.49 %) considerando el
promedio y el porcentaje de células de la linea K562 respectivamente, y a medida que
se aumentd la concentracion los valores de viabilidad celular fueron disminuyendo,

siendo para la dosis mayor (400 ug/ml) los valores menores (1.86 x 10° y 32.18 %).

La linea K562 mostré un resultado similar con el ensayo MTT donde la viabilidad
celular fue calculada en datos de densidad éptica (490 nm), para la dosis menor del
extracto de aguaymanto (50 pg/ml) los resultados de densidad optica fueron los
valores mas altos (1.96 y 68.29 %) considerando el promedio y el porcentaje de D.O.
respectivamente, y a medida que se aumentd la concentracion los valores de
viabilidad celular fueron disminuyendo, siendo para la dosis mayor (400 pg/ml) los

valores menores (1.21 y 42.16%).

Comparando la viabilidad celular en ambas pruebas se observa que el
comportamiento es correlacional debido a que disminuye la viabilidad celular cuando
se aumenta la concentracién del extracto lo que indica que ambos ensayos son validos

para evaluar el caracter antiproliferativo de cualquier sustancia.

Estos hallazgos coinciden con Areiza—Mazo et al., 2013 quienes trabajaron con
extracto acuoso de aguaymanto, sus resultados mostraron que el efecto
antiproliferativo se increment6 en forma dependiente de la dosis del extracto (25—-400
ug/ml). En el estudio de células cancerigenas (cancer de colon) los resultados
obtenidos por conteo celular en porcentaje fueron de 41 % (400 pg/ml), 51 % (200
ug/ml), 62.5 % (100 pg/ml), 86 % (50 pg/ml) y 95 % (25 pg/ml). Los resultados
obtenidos por el ensayo MTT también mostraron comportamientos similares, la D.O.
(540 nm) vari6 para las dosis de 25-400 pg/ml en un rango de 1.2 y 0.25,
disminuyendo el valor de la D.O. cuando se aumenté la concentracién del extracto. Al
igual que en nuestros resultados el efecto antiproliferativo es dosis-dependiente a la
concentracion del extracto, otra concordancia con nuestro estudio es que los grados
de mayor efecto antiproliferativo fueron las concentraciones de 200 y 400 pg/ml y que
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mostraron los valores mas bajos de viabilidad celular y D.O. en el conteo celular (40.66
% y 32.18 % respectivamente) y en el ensayo MTT (1.44 y 1.21 respectivamente).

En otro estudio realizado por Quispe-Mauricio et al., 2009 con extractos etandlicos de
tallos y hojas de aguaymanto se obtuvieron por conteo celular resultados en
porcentajes de viabilidad celular en células cancerigenas de leucemia mieloide cronica
(linea K562), de 41.3 % (0.98 pg/ml), 3 % (3.91 pg/ml), 1 % (15.63 pg/ml), -24.6 %
(62.5 pg/ml). Aunque a diferencia de nuestro trabajo la referencia mencionada expresa
un dato de viabilidad celular con valor negativo (debido a que contabilizan como
negativo la mortandad celular) también describe un comportamiento dosis-dependiente
del efecto antiproliferativo del aguaymanto con respecto a la concentracion al igual que

en nuestros resultados.

En un estudio adicional con aguaymanto realizado por Zavala et al, 2006 con
extractos etandlicos de tallos y hojas de aguaymanto, se evalu6 el efecto
antiproliferativo sobre células cancerigenas de leucemia mieloide crénica (linea K562),
y los resultados fueron de 87.36 % (0.5 pg/ml), 47 % (2 ug/ml), 23 % (7.8 pg/ml), -3 %
(31.3 pg/ml) y -11.91 % (125 pg/ml). Aunque a diferencia de nuestro trabajo la
referencia mencionada expresa datos de viabilidad celular con valor negativo (debido a
que contabilizan como negativo la mortandad celular) también describe un
comportamiento dosis-dependiente del efecto antiproliferativo del aguaymanto con

respecto a la concentracion al igual que en nuestros resultados.

V1.4. Efectos en la viabilidad celular de la linea K562 sometida a extracto acuoso
de aguaymanto y cisplatino

Para la dosis menor del cisplatino (0.3 pg/ml) los resultados de viabilidad celular fueron
los valores mas altos (3.82 x 10° y 66.09 %) considerando el promedio y el porcentaje
de linfocitos respectivamente, y a medida que se aumenté la concentracion los valores
de viabilidad celular fueron disminuyendo, siendo para la dosis mayor (2.5 pg/ml) los

valores menores (2.29 x 10° y 39.62 %).

Asimismo las diluciones de cisplatino mostraron un resultado similar en el ensayo MTT
donde la viabilidad celular fue calculada en datos de densidad éptica (490 nm), para la
dosis menor del cisplatino (0.3 ug/ml) los resultados de densidad o6ptica fueron los
valores mas altos (2.35 y 81.88 %) considerando el promedio y el porcentaje de D.O.

respectivamente, y a medida que se aumentd la concentracién los valores de
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viabilidad celular fueron disminuyendo, siendo para la dosis mayor (2.5 pg/ml) los

valores menores (1.48 y 51.57 %).

Estos hallazgos coinciden con Quispe-Mauricio et al., 2009 que ademas de trabajar
con aguaymanto utilizo como control positivo el antineoplasico cisplatino, sus
resultados mostraron que el efecto antiproliferativo se incrementdé en forma
dependiente de la dosis de la dilucion del farmaco (0.04-2.5 ug/ml). En el estudio de
células cancerigenas de leucemia mieloide cronica (linea K562) sometidas al
cisplatino, los resultados obtenidos por conteo celular fueron de 78 % (0.04 ug/ml), 58
% (0.16 pg/ml), 10 % (0.63 pg/ml) y -10 % (2.5 ug/ml). Al igual que en nuestros
resultados el efecto antiproliferativo fue dosis-dependiente de la concentracion del
cisplatino, otra concordancia es que el grado de mayor efecto fue de 2.5 ug/ml y que
en nuestro trabajo alcanzé un valor de viabilidad de 39.62 %.

Estos resultados también concuerdan con los reportados por Zavala et al., en el 2006
y Areiza-Mazo et al., 2013 que trabajaron con células no cancerigenas y lineas de
cancer. En ambas investigaciones los controles positivos fueron antineoplasicos muy
usados en el tratamiento contra el cancer, al igual que en la presente investigacion sus
resultados indican que el antineoplasico cisplatino inhibi6 las células a medida que se
aumentaba la concentracién y que indujo mayor efecto en células no cancerigenas

comparadas con las lineas de leucemia.

Los resultados de las pruebas de viabilidad celular mostraron que los extractos
acuosos de aguaymanto inhiben de alguna forma la progresién del ciclo celular, siendo
la linea K562, la mas sensible a su efecto antiproliferativo, contrariamente para el
cisplatino los mas sensibles son los linfocitos humanos. Esto explicaria los efectos
adversos que mayormente ejerce en las personas que lo consumen, la razon por la
que el aguaymanto y el cisplatino han presentado esos efectos podria ser por las
diferencias estructurales presentadas en su composicion quimica (Quispe-Mauricio et
al., 2009). Estos resultados, evidencian las ventajas y diferencias entre los efectos que
puede tener un agente natural (extracto de aguaymanto) comparada con un farmaco
sintético (cisplatino) sobre células no cancerigenas (Chiang, 1992b, Isnard—Bagnis et
al., 2005, Diaz, 2013). Aunque estas observaciones deben repetirse, los datos
preliminares nos permiten especular que el aguaymanto tendria componentes que
causarian la detencién del ciclo celular, lo cual es muy interesante teniendo en cuenta
que las moléculas candidatas a farmacos anticancerigenos deben presentar un bajo

indice de efectos adversos en células no transformadas.

66



VI.5. Concentracion Inhibitoria Media (IC50) e indice de Selectividad (IS)

En las investigaciones de extractos vegetales se viene utilizando el concepto de 1C50
que es la concentracion a la cual una sustancia puede inhibir el 50 % de la poblacion
celular, con estos valores se puede hallar un parametro mas que es el indice de
selectividad (IS) que nos indica si la sustancia estudiada podria tener una preferencia
en efecto antiproliferativo sobre células cancerigenas (Patel et al., 2009). Debido a que
el cisplatino es un farmaco utilizado ampliamente contra diversos tipos de cancer,
resulta necesaria la busqueda de nuevos agentes terapéuticos con propiedades
antitumorales que no sean tan nocivos con las células no cancerigenas. Existen
diversos estudios que evidencian que P. peruviana posee un caracter selectivo hacia
células cancerigenas y podria ser una fuente de compuestos bioactivos capaces de
inhibir o detener la proliferacion celular mediante induccién de apoptosis, esta
propiedad podria brindarnos un posible nuevo agente quimioterapéutico y
quimiopreventivo para el tratamiento del cancer humano (Zavala et al., 2006; Quispe-
Mauricio et al., 2009; Areiza-Mazo et al., 2013).

Los valores de Concentracion Inhibitoria Media (IC50) del extracto acuoso de
aguaymanto mostrados en nuestra investigacién sobre los linfocitos humanos y en la
linea K562 fueron de 254.93 y de 146.25 ug/ml respectivamente. El indice de
selectividad (IS) fue de 1.74 siendo este resultado mayor que 1. Ambos valores
concuerdan con los valores descritos previamente por otros autores para los extractos
de aguaymanto sobre lineas cancerigenas y sobre células no cancerigenas (Zavala et
al., 2006; Areiza-Mazo et al., 2013).

En un estudio realizado por Zavala et al. (2006) fueron evaluados los extractos
etandlicos de tallos y hojas de aguaymanto sobre lineas de cancer de colon y K562,
sus resultados mostraron que para células no cancerigenas (fibroblastos de ratén) los
extractos de tallos y hojas presentaron IC50 de fueron de 2.67 y 4.59 ug/ml
respectivamente y para las células de la linea K562 fueron de 2.1 y 2.42 ug/ml
respectivamente; al igual que en nuestro estudio el IC50 para la linea K562 fue menor
que en células no cancerigenas (linfocitos). Con estos valores los IS (indice de
selectividad) de los extractos de tallos y hojas alcanzaron valores de 1.1 y 2.18 y en
nuestros resultados de 1.74 coincidiendo en superar la unidad para ambos casos y en
estar dentro del rango de la referencia (Zavala et al., 2006). Como un dato adicional
aparte de la linea K562 se evalud el aguaymanto también en lineas de cancer de colon
en donde los IC50 de extractos de tallos y hojas fueron de 0.84 y 1.93 ug/mi
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respectivamente y los IS de extractos de tallos y hojas fueron de 1.38 y 5.46

respectivamente mostrando un comportamiento similar a la linea K562.

En un estudio adicional realizado por Areiza-Mazo et al., 2013, fueron evaluados los
extractos acuosos del fruto de aguaymanto sobre lineas de cancer de colon. Sus
resultados mostraron que los IC50 de las lineas SW480 y SW620 para los extractos
acuosos fueron 44.2 y 85.1 pg/ml respectivamente y para las células no cancerigenas
(epitelio de rifdn) el IC50 fue de 514.2 pg/ml; al igual que en nuestro estudio para la
linea K562 los IC50 de los carcinomas fueron menores que los de células no
cancerigenas. Con estos valores los IS de los extractos acuosos alcanzaron valores
en las lineas SW620 y SW480 de 6 y 11.6 respectivamente y en nuestros resultados
de 1.74 coincidiendo en superar la unidad para ambos casos (Areiza-Mazo et al.,
2013).

Un estudio realizado por Quispe-Mauricio et al., 2009 evalué los extractos etanélicos
de tallos y hojas de aguaymanto en la linea K562, sus resultados mostraron que los
valores de IC50 de los extractos de tallos y hojas en la linea K562 fueron de 0.02 y
0.03 pg/ml respectivamente, y los IC50 de los extractos de tallos y hojas en células no
cancerigenas (epitelio de rifidn) fueron de 4.9 y 6.2 pg/ml respectivamente; al igual que
en nuestro estudio para la linea K562 el IC50 fue mucho menor que en las células no
cancerigenas (linfocitos). Con estos valores los IS (indice de selectividad) de los
extractos etandlicos de tallos y hojas de aguaymanto alcanzaron valores de 206 y 246
respectivamente en la linea K562 y en nuestros resultados de 1.74 coincidiendo en
superar la unidad para ambos casos (Quispe-Mauricio et al., 2009).

Los valores de Concentracién Inhibitoria Media (IC50) del cisplatino mostrados en
nuestra investigacion sobre los linfocitos humanos y en la linea K562 fueron de 212.81
y de 347 pg/ml respectivamente. El indice de selectividad (IS) fue de 0.61 siendo este
resultado menor que 1. Ambos valores concuerdan con los valores descritos
previamente por otros autores para el cisplatino sobre lineas cancerigenas y sobre
células no cancerigenas, ya que al ser menor de la unidad no presenta una
selectividad marcada y danaria por igual 0 mas a células normales comparadas con
células de cancer. Estos resultados coinciden con Zavala et al., 2006 que utiliz6 el
antineoplasico 5-FU contra lineas K562 en sus investigaciones y obtuvo un IS de
0.032. Otra investigacion nos proporciona un IS de 7.3 (Quispe-Mauricio et al., 2009).
En todos los casos mencionados el IS del control positivo es menor que el del

aguaymanto al igual que en nuestro caso.
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Esto demuestra, el buen perfil antitumoral de los extractos de aguaymanto, superando
ampliamente a los antineoplasicos mencionados, los cuales, forman parte de estudios,
manejo y tratamiento de carcinomas en el mercado mundial. Con la prueba Kruskal—
Wallis se compararon los resultados de los linfocitos con cada uno de los resultados
de la linea K562 para cada tratamiento, los resultados nos indican que hay diferencias
significativas entre los tratamientos (aguaymanto) y el control (cisplatino); en linfocitos
y linea K562 (células cancerigenas). Por lo tanto se rechaz6 la Ho, el extracto acuoso
Physalis peruviana L. “aguaymanto” posee efecto antiproliferativo sobre los linfocitos

humanos y sobre la linea celular K562 (leucemia mieloide crénica).

Los extractos acuosos del aguaymanto exhibieron un efecto mayor sobre la linea K562
comparado al de los linfocitos humanos, estos resultados son consistentes, con la
presencia de sustancias presentes mayormente polares, estos componentes también
se evidenciaron en el momento de preparar los extractos para los bioensayos puesto
que las fracciones sélidos aisladas mostraron solubilidad en los solventes usados
(Zavala et al., 2006).

En resumen los resultados obtenidos en esta investigacién y segun la literatura son
promisorios y resaltan el potencial bioactivo del aguaymanto aportando una nueva
confirmaciéon de los compuestos presentes de forma abundante en el fruto. Es
necesario continuar estudios sobre los diferentes beneficios y propiedades
antitumorales de Physalis peruviana L. a fin de aislar sus principales componentes
(physalinas, witandlidos, fenoles, etc.) y evaluarlos en otras lineas tumorales, como
una fuente potencial con aplicacién quimiopreventiva y quimioprotectora en cancer

humano (Areiza-Mazo et al., 2013).
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Vil.

CONCLUSIONES

El extracto acuoso de Physalis peruviana L. presenta efecto antiproliferativo dosis-
dependiente, siendo las concentraciones 200 y 400 ug/ml las que presentaron
mayor efecto en linfocitos y en la linea K562.

Las concentraciones del cisplatino con mayor efecto antiproliferativo fueron 1.25 y
2.5 pg/ml en la linea K562 y en linfocitos humanos.

Physalis peruviana L. induce menor efecto antiproliferativo que el cisplatino en
linfocitos y mayor efecto que el cisplatino en linea K562.

El extracto de Physalis peruviana L. presenta selectividad hacia células
cancerigenas de la linea K562.

Los ensayos de conteo celular con azul de tripano y MTT son validos para evaluar
el caracter antiproliferativo de extractos vegetales.
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VIil.

RECOMENDACIONES

Continuar investigaciones con mas tipos de lineas cancerigenas y con diferentes
tipos de extractos del fruto del aguaymanto como etandlico, metandlico,
hidroalcohdlico, etc.

Realizar estudios con mayor nimero de muestra de personas donantes de linfocitos
de sangre periférica para robustecer el soporte estadistico.

Aislar los principales componentes de P. peruviana L. (physalinas, witanélidos,
fenoles, etc.) y evaluarlos en lineas tumorales.

Ampliar el estudio del efecto de Physalis peruviana L., a diferentes dosis y extractos
en el rango estudiado.

Los datos obtenidos por conteo en camara de Neubauer y el contador automatizado
no presentan diferencias significativas, asi que se recomienda usarlo solamente por

la rapidez de resultados.
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X.1.

X.2.

ANEXOS
Glosario

e Droga: Es todo material de origen natural, ya sea en bruto (por ejemplo, las
hojas, la corteza de un arbol) u obtenido por sencillas operaciones (por ejemplo,
los extractos) que contienen los principios activos con actividad farmacolégica
para su uso directo o para la elaboracion de medicamentos (Tabla 5). La droga
esta relacionada entonces con la materia prima de interés farmacéutico. Una
segunda definicién, que conlleva un concepto mas generalizado, interpreta la
droga como toda sustancia de origen natural o sintético con efectos sobre el
sistema nervioso central, utilizada con fines extra-terapéuticos, sin embargo, las
sustancias definidas con esta segunda definicion, no son el objeto de estudio de la
farmacognosia.

¢ Droga vegetal: Parte de la planta que contiene los principios activos y que se
utiliza en terapéutica.

¢ Planta medicinal: Cualquier especie vegetal que contenga en uno de sus
6rganos, o en toda la planta, los principios activos con actividad farmacolégica que
se pueda utilizar con fines terapéuticos o que se pueda emplear como prototipo
para obtener nuevos farmacos por hemisintesis.

¢ Principio activo: Sustancia quimica pura (aislada de la droga) responsable de
la actividad farmacol6gica y del uso terapéutico que se le atribuye a una droga.

¢ Medicamento: Toda sustancia medicinal (natural o sintética) con propiedades
para prevenir, curar, diagnosticar una enfermedad: se prescribe a una dosis y se

ha elaborado de una forma correcta para su administracion.

Contador automatico

Contador automatico SCEPTER (Merck Peru) se utiliz6 para una calibracién de
los resultados que obtuvimos con la camara de Neubauer, los que fueron
analizados con grado de confianza del 95 %, brinddndonos diferencias no
significativas (ademés nos da como dato el diametro celular en menos de 30
segundos). El contador nos brindé el numero de células por cada ml de
suspension (Figura 34a) y ademas el tamano de los linfocitos mayoritarios que se
visualizan en la Figura 34b (3-5 ym).
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Figura 34. Contador automatico SCEPTER. (a) Pantalla con resultados, (b) histogramas en
pantalla.
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X.3. Consentimiento informado

A. TITULO: “EVALUACION DE LA ACCIONANTIPROLIFERATIVA DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Physalis peruviana (AGUAYMANTO) EN CULTIVOS
CELULARES DE LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA Y LINFOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA HUMANA”

La srta. Dalia Violeta Churampi Mancilla, bachiller de la Escuela Académico
Profesional de Genética y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, se encuentra realizando en el
Laboratorio de Genética Humana, su proyecto de tesis que esta orientado a
investigar el efecto antiproliferativo que presentaria el extracto acuoso de
aguaymanto en linfocitos humanos de sangre periférica. Los donantes deben ser
personas sanas con una edad entre 18 a 25 afos y que no estén bajo ningun

tratamiento farmacéutico. Invito a Ud. su participacion en esta investigacion.

B. PROCEDIMIENTO:

Si Ud. decide participar en el estudio consideraremos su colaboracion en lo
siguiente:

1) Se le pedira sus datos personales: nombre completo, edad, correo electrénico y
DNI.

2) Esta evaluacion se realizara una vez mas de ser necesario.

3) El procedimiento consiste en extraer 8ml de sangre periférica.

C. CONFIDENCIABILIDAD:

Si Ud. decide participar en este estudio su nombre se guardard en completa
reserva. Su nombre no sera utilizado en ningun reporte o publicacién. Sus datos
personales nos serviran para conveniencia de la investigacion.

D. BENEFICIOS:

El resultado de la investigacion ayudara en una futura aplicacién a poder descubrir

un posible farmaco natural derivado del aguaymanto para el tratamiento contra el

cancer.
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E. COSTOS:

Si Ud. decide participar en la investigacién, no tendra que asumir costo alguno y la
donacién que usted autoriza por medio de este documento estd basada en
criterios altruistas y desinteresados, sin que la donacién genere, a su favor,
derecho alguno de naturaleza econémica o de otro tipo sobre los resultados que
pudieran derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se

lleven a cabo con sus muestras, ni sobre la investigacion a desarrollar.

Declaro haber sido informado/a sobre el proceso de DONACION de sangre,
manifiesto mediante mi firma del presente consentimiento, mi deseo de

someterme a este procedimiento.

Nombre del Donante: DNI:
Edad: Fecha:

Correo electrénico:

Firma del Donante Firma del investigador
principal
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X.4. Identificacion taxonémica

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AM ERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“wAfio de la Consolidacién del Mar de Grau”

CONSTANCIA N° 18-USM-2016

LA JEFA DEL HERBARIO SAN M

LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN M

La muestra vegetal (tallo, hojas)
MANCILLA; alumna de la UNMSM de la
estudiada y clasificada como: Physalis peruviana L. y tiene la siguiente

ARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE

ARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

recibida de Dalia Violeta CHURAMPI

Fac. de Ciencias Biolégicas; ha sido
posicion

taxonémica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE

ORDEN: SOLANALES

FAMILIA: SOLANACEAE

GENERO: Physalis

ESPECIE: Physalis peruviana L.

Nombre vulgar: “aguaymanto”

Determinado por Blgo. Severo Balde6n Malpartida.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesa

estudios.

da, para fines de

Fecha, 12 de febrero de 2016

A—( Le //r; :Z;T‘)\

Dra. Haydee Mgntova' Terreros
JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS

Av. Arenales 1256, Jesis Maria
Apdo. 14-0434, Lima 14, Peri

Telfs. (511)471-0117, 470-4471,

e-mail: museohn@unmsm.edu.pe

470-7918, 619-7000 anexo 5703 http / /museohn.unmsm.cdu.pe
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