@EDHIONS

Blacpma

BOLETIN LATINOAMERICANO Y DEL CARIBE DE PLANTAS MEDICINALES Y AROMATICAS
© / ISSN 0717 7917 / www.blacpma.ms-editions.cl

Articulo Original / Original Article

Modulacién por Passiflora edulis de triglicéridos y colesterol intracelulares
en lineas celulares de cancer colorrectal SW480 y sus derivadas

metastasicas (SW620)

[Modulation by Passiflora edulis of intracellular triglycerides and cholesterol in SW480 colorectal cancer cell
lines and their metastatic derivatives (SW620)]

Juan Camilo Guerrero Ospinal, Nasly Jimena Garayl, Beatriz Restrepol, Nelsy Loangol’z,

Maria Elena Maldonado-Celis’ y Patricia Landézuri'

'Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de Quindio, Armenia, Quindio, Colombia

“Facultad de Ciencias Basicas y Tecnologfas, Universidad de Quindio, Armenia, Quindio, Colombia

’Escuela de Nutricién y dietética. Universidad de Antioquia Medellin, Antioquia, Colombia-

Reviewed by:

Carmen Marin

Universidad Nacional de Trujillo
Peru

Miguel Moreno
Universidad de San Salvador
El Salvador

Correspondence:
Juan Camilo GUERRERO OSPINA
jeguerrero@uniquindio.edu.co

Section Biological activity

Received: 7 March 2023
Accepted: 29 May 2023
Accepted corrected: 9 June 2023
Published: 30 March 2024

Citation:

Guerrero Ospina JC, Garay NJ, Restrepo B,
Loango N, Maldonado-Celis ME, Landazuri P
Modulacién por Passiflora edulis de triglicéridos y
colesterol intracelulares en lineas celulares de
céncer colorrectal SW480 y sus derivadas
metastasicas (SW620)

Bol Latinoam Caribe Plant Med Aromat
23(2): 214 - 228 (2024).
https://doi.org/10.37360/blacpma.24.23.2.15

Abstract: Cancer cells modify lipid metabolism to proliferate, Passiflora edulis (P. edulis) fruit juice
(ZuFru) has antitumor activity, but whether a mechanism is through modulation of cell lipids is unknown.
To establish if ZuFru modifies cholesterol and triglycerides in SW480 and SW620. ZuFru composition
was studied by phytochemical march; antiproliferative activity by sulforhodamine B, cholesterol, and
triglycerides by Folch method. Zufru contains anthocyanins, flavonoids, alkaloids, and tannins. Cell lines
showed differences in their growth rate (p=0.049). At 39.6 pug/mL of ZuFru, cell viability was decreased:
SW480 (45.6%) and SW620 (45.1%). In SW480, cholesterol (44.6%) and triglycerides (46.5%)
decreased; In SW620, cholesterol decreased 14.8% and triglycerides increased 7%, with significant
differences for both lines. Antiproliferative activity of ZuFru could be associated with the inhibition of
intracellular biosynthesis of cholesterol and triglycerides in SW480. Action mechanisms need to be
further investigated.

Keywords: Cholesterol; Triglycerides; Antiproliferative activity; Colorectal cancer; Hormetic effect.

Resumen: Las células cancerosas modifican el metabolismo lipidico para proliferar; el zumo de fruta
(ZuFru) de Passiflora edulis (P. edulis) tiene actividad antitumoral, sin embargo, se desconoce si se
involucran los lipidos celulares. Establecer si ZuFru modifica colesterol y triglicéridos en células SW480
y SW620. Composicion del ZuFru, actividad antiproliferativa, colesterol y triglicéridos. Se encontraron
antocianinas, flavonoides, alcaloides y taninos. Las lineas celulares mostraron diferencias en su tasa de
crecimiento (p=0.049); ZuFru 39,6 pg/ml se disminuyo la viabilidad celular; SW480 (45,6%) y SW620
(45,1%); en SW480 colesterol (44,6%) y triglicéridos (46,5%) en SW620, colesterol (14,8%) y los
triglicéridos aumentaron 7%, con diferencias significativas para ambas lineas. La actividad
antiproliferativa del ZuFru podria estar asociada a la inhibicién de la biosintesis intracelular de colesterol
y de triglicéridos en SW480, pero no en SW620. Estos mecanismos de accion deben ser fuertemente
investigados.

Palabras clave: Colesterol; Triglicéridos; Actividad antiproliferativa; Céncer colorectal; Efecto
hormético.
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INTRODUCTION

El céncer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de
cancer mas frecuente en todo el mundo. Su
tratamiento requiere cirugia, quimioterapia o ambas.
Aungue la quimioterapia ha mejorado la
supervivencia de los pacientes con CCR, los efectos
colaterales y la resistencia a la misma han llevado a la
basqueda de tratamientos alternativos o adyuvantes
(Bernaba & Pandiella, 2018). En este contexto, los
productos naturales con propiedades medicinales o
nutracéuticas estan cobrando importancia debido a su
baja toxicidad en concentraciones compatibles con la
ingesta humana y a su capacidad para producir
menores efectos colaterales en comparacion con los
farmacos quimicos (Bernaba & Pandiella, 2018;
Huang et al, 2019). Las plantas medicinales
proporcionan grandes cantidades de moléculas
bioactivas, como &cidos fendlicos, flavonoides,
antocianinas, carotenoides con actividad citotoxica y
apoptdtica frente a diversos tipos de cancer, incluido
el CCR (Bernaba & Pandiella, 2018; Moosavi et al.,
2018; Huang et al, 2019). Varios de estos
compuestos se han identificado a partir de extractos
de hojas, frutos y semillas de distintas variedades de
P. edulis (Li et al., 2011; Wosch et al., 2017).

Para la especie P. edulis f. flavicarpa se han
demostrado actividades biol6gicas como sedante,
antihipertensiva, hipolipemiante, antioxidante vy
antiproliferativa (Li et al., 2011; Aguillén et al.,
2013; Mota et al., 2018; Guerrero et al., 2018); en
cuanto a sus propiedades antitumorales, el estudio de
Ramirez et al. (2019), evalud el efecto de un extracto
etandlico de hojas de P. edulis sobre células de
adenocarcinoma de colon (Caco-2), SW480 y su
derivadas metastasicas SW620, y la linea celular no
tumoral CHO-K1 y encontré efecto antiproliferativo
con una dosis letal media (DLso) de 167.62 pg/mL a
las 24 h; el estudio también evidencio un incremento
en el nimero de células necréticas en los cultivos
tratados durante 48 h y un aumento en las
poblaciones SubGl y G2/M. Ademas, los autores
evidenciaron un aumento en la actividad de la
caspasa3 y la acumulacion de glutation oxidado con
mayor efecto en células SW620 y menor en las
células CHO-K1 (Ramirez et al., 2019); asimismo, el
estudio de Aguillén et al. (2013), con zumo de P.
edulis f. flavicarpa en células SW480 y SW620,
encontrd un efecto antiproliferativo con ICsg = 444
mg/mL y 415 mg/mL, respectivamente, reduciendo el
crecimiento de las células SW480 y SW620 en 40% y
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50%, respectivamente (Aguillon et al., 2013). Los
datos de ambos estudios evidencian un potencial
anticancerigeno de P. edulis, que parece estar
mediado, entre otros mecanismos, por la afectacion
del ciclo celular, como indican los hallazgos de
Ramirez et al. (2019), al demostrar que el tratamiento
con el extracto etandlico de P. edulis aumenta las
subpoblaciones subGl y G2/M, fases durante las
cuales las células se reorganizan y reponen nutrientes,
incluyendo lipidos; el no pasar a las siguientes fases
cuando se expone al extracto de la fruta podria
sugerir un menor aporte de nutrientes vitales para su
division como son los triglicéridos y colesterol, dado
gue estos compuestos son importantes fuentes de
energia, ademas de ser componentes estructurales de
las membranas celulares y desempefiar un papel
importante en las vias de sefializacidén que permiten la
proliferacion celular (Grunt, 2018; Corn et al., 2020),
asi, cambios en el metabolismo lipidico pueden
afectar a numerosos procesos celulares, como el
crecimiento, la proliferacion, la diferenciacion, la
invasion y la metastasis (Broadfield et al., 2021). Por
otro lado, la literatura indica que las células
cancerosas activan mdaltiples vias oncogénicas que
convergen en un aumento de la sintesis y captacién
de éacidos grasos y colesterol para proliferar
(Snaebjornsson et al., 2020; Butler et al., 2020), por
lo que el objetivo de este trabajo fue investigar el
efecto del zumo de P. edulis sobre la viabilidad
celular y la concentracion intracelular de colesterol y
triglicéridos en células de adenocarcinoma de colon
humano primario (SW480) y sus derivados
metastasicos en ganglios linfaticos (SW620).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y preparacion del ZuFru de P.
edulis

Se utilizaron los frutos sanos y maduros de Passiflora
edulis f. flavicarpa. Se recolectaron entre las 6:00 am
y las 8:00 am en el municipio de La Tebaida,
departamento del Quindio en Colombia. La madurez
del fruto se determin0 a través de su color y por el
indice de madurez (brix/acidez), de acuerdo con la
norma técnica colombiana NTC1267 (NTC 1267), la
cual establece los requisitos que debe cumplir el fruto
de P. edulis para su consumo en fresco. La especie
fue identificada en el Herbario de la Universidad del
Quindio (H18063). ElI ZuFru fue extraido por
métodos mecanicos (sin incluir la semilla), liofilizado
y almacenado a -20°C hasta su uso. Para la viabilidad
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celular, se evaluaron cuatro concentraciones: 39,6,
52,8, 66,0, 132,0 pg/mL del liofilizado diluido en el
medio de cultivo.

Contenido total de fenoles

El contenido total de fenoles se determind segun el
método de Folin-Ciocalteu modificado (Prior y Cao,
1999). El ZuFru (10 pL) se mezclé con 125 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteu y 400 pL de solucion de
carbonato sodio (7,1% p/v); la solucién resultante se
llevé a un volumen final de 1000 pL. La mezcla se
incub6 a temperatura ambiente durante 30 min en la
oscuridad. La absorbancia se midi6 a 760 nm frente a
un blanco. Se utilizé una solucion estandar de acido
galico para realizar las curvas de calibraciéon. Los
resultados se expresaron como mg de éacido galico
equivalente (GAE)/L.

Contenido total de flavonoides

Los flavonoides se determinaron mediante el método
colorimétrico descrito por (Marinova et al, 2005);
brevemente: se mezclaron 100 puL de ZuFru con 30
uL de NaNO2 (5% p/v), 30 uL de AICI3 (10% p/v),
200 puL de NaOH (1 M), y la solucion resultante se
llevo a un volumen final de 1000 pL con agua
destilada. La absorbancia se midi6 a 510 nm. Se
utilizé la solucion estandar de (+)-catequina para
realizar las curvas de calibracion y los resultados se
expresaron como equivalentes de catequina/L.

Determinacion de antocianinas monomeéricas

Se utilizé el método del pH diferencial descrito por
(Giusti & Wrolstad, 2001); El extracto se diluy6 con
dos buffers (pH=1,0 y pH=4,5) y se midi6 la
absorbancia (A) de cada muestra a 530 y 700 nm en
un espectrofotdmetro (Beckman Instruments, Inc.,
Fullerton, CA). La estimacion de las antocianinas
monomeéricas totales (AT) se realiz6 mediante la
expresion: AT (mg/100 mL) = AA PM FD 100/€ 1
donde: AA = [(A530 - A700) pH1,0 - (A530 - A700)
pH4,5], con un coeficiente de extincion molar (€)
para el cianidin-3-glucésido (C-3-G) de 26900 y peso
molecular (PM) para el cya-nidin-3-glucosido, 449,2
g/mol. Los resultados se presentaron como
miligramos equivalentes de cianidina-3-glucésido
(C3G) por 100 mL de muestra (mgEq C3G/100 mL)
+ SD.
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Determinacion del contenido total de taninos

Se tom6 una alicuota de 250 pL del extracto de
ZuFru, se afiadieron 500 pL de solucion de Albumina
de suero bovino (BSA) en tampon de &cido acético
0,2 M con pH=5,0, se mezclé cuidadosamente y se
dejo reposar durante 15 min; se centrifug6 a 5.000 g
X durante 15 min y se desechd el sobrenadante, el
precipitado se diluyd con 1 mL de solucion de
dodecil sulfato sodico (SDS) al 1% y trietanolamina
al 4%. Por ultimo, se afiadieron 250 uL de cloruro
férrico (FeCls) al 0,01 M en &cido clorhidrico (HCI)
al 0,01 M y se incubaron durante 30 min. La
absorbancia se analizd a 510 nm en
espectrofotometro  (BioTeck, Epoch microplate).
Como blanco, se utiliz6 1 mL de solucién de SDS al
1% y trietanolamina al 4% en 250 pL de solucion de
FeCls al 0,01 M en HCI al 0,01 M. Los resultados se
expresaron como mg de equivalentes de &cido tanico
por gramo de ZuFru (mg TAE/g ZuFru). El acido
tanico se utiliz6 como patron para la curva de
calibracion (Armentano et al., 2015).

Determinacion del contenido total de alcaloides

Se utiliz6 el método de verde de bromocresol.
Brevemente, se mezclé 1 mL del ZuFru con 5 mL de
tampon fosfato (pH=4,7) y 5 mL de solucion de verde
de bromocresol, afiadiendo a continuacion 2 mL de
cloroformo; este Gltimo paso se repitié dos veces; por
ualtimo, la absorbancia del extracto recogido se midio
a 470 nm en espectrofotometro (BioTeck, microplaca
Epoch). Se utiliz6 quinina como patrén para elaborar
la curva de calibracién. Los resultados se expresaron
como mg de equivalentes de quinina por gramo de
ZuFru (mg QE/g ZuFru) (Fazel et al., 2010).

Determinacidn del contenido total de polisacaridos
Se utilizd el método fenol-acido sulfarico.
Brevemente, se afiadieron 100 pL del ZuFru a 100
pL de fenol al 5% y 500 pL de &cido sulfurico
(H2S04) al 95%, la mezcla se incubd a RT durante 15
min. La absorbancia se midi6 a 490 nm en
espectrofotometro (BioTeck, Epoch microplate), y se
utiliz6 como blanco agua destilada mas H2SOa. Los
resultados se expresaron como mg de equivalentes de
glucosa por gramo de ZuFru (mg GE/g ZuFru). Se
utilizé glucosa como patron para elaborar la curva de
calibracion (Lopez et al., 2017).

Anélisis de la actividad antioxidante
La capacidad antioxidante del extracto de P. edulis se
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analiz6 mediante el método del 1,1-Difenil-2-
Picrilhidrazilo (DPPH); este método se basa en la
cuantificacion de la decoloracion de este radical
debida a la interaccion con una sustancia que puede
donar un dtomo de hidrdgeno o transferir un electron;
el andlisis se realiz6 segun Gil et al, (2012). La
muestra de andlisis consistié en 1 mL de ZuFru y 99
mL de la disolucion de DPPH (20 mg/L). Como
reactivo de referencia se utilizd la misma cantidad de
DPPH y 1 mL de agua. Se obtuvo un blanco
sustituyendo el cromdforo por metanol. La
absorbancia se analizd a 517 nm en
espectrofotometro (BioTeck, Epoch microplate), tras
30 min de reaccion a temperatura ambiente y en
oscuridad. Los resultados se expresaron en
micromoles equivalentes de Trolox por gramo de
ZuFru (umol TE/g).

Cultivo celular

Las lineas celulares utilizadas, SW480 y SW620, se
obtuvieron de la European Collection of Animal Cell
Culture (ECACC, Salisbury, Reino Unido). Las
cuales se mantuvieron y propagaron en frascos de
cultivo Falcon de 75 cm? en me-dium Dulbecco's
Modified Eagle's (DMEM) (Gibco) con 25 mM de
glucosa y 2 mM de L-glutamina, suplementado con
10% de suero fetal bovino (BFS)(Gibco), 100 U/mL
de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco) y
1% de aminoéacidos no esenciales (Gibco) tomado
como medio de mantenimiento (MM). Para los
tratamientos con ZuFru, el medio se modifico de la
siguiente manera: el suero fetal bovino se redujo al
3% y se complementd con 10 pg/mL de insulina, 5
ug/mL de transferrina y 5 ng/mL de selenio (ITS), y
se denomind medio de tratamiento (TM) (Broadfield
et al., 2021). Todos los cultivos celulares se
incubaron a 37°C en un 5% de CO». La propagaron
de las lineas celulares se realiz6 removiendo el medio
de mantenimiento cada 48 horas, por 8 dias, se
realizaron procedimientos de subcultivo. Para cada
transferencia se descartd el sobrenadante dejando las
células adheridas y se lavd la superficie de adhesion
celular con PBS (1X), se adicion6 1ml de tripsina
EDTA (GIBCO) a una concentracién de 0.25%
durante 5 minutos y luego se bloqueé la actividad
enzimatica con 3 mL de medio de mantenimiento. La
suspension celular obtenida fue transferida a un tubo
conico de 15 mL y se centrifugo a 1100 rpm durante
3 minutos. Se descarto nuevamente el sobrenadante y
el boton celular se resuspendié con 2 mL de medio.

Passiflora edulis: modulacion de trigliceridos y colesterol

Se estim6 la concentracion celular en cadmara de
Neubawer y por exclusion de colorante con Azul de
tripano 0.4% (Gibco). A cada subcultivo se transfirio
700.000 células por frasco T25 en un volumen final
de 5 mL medio de cultivo de mantenimiento
(Maldonado et al., 2014).

Crecimiento celular

Para estudiar el crecimiento celular se utiliz el
método de la sulforodamina B (SRB) (Maldonado et
al., 2014). Dicho método se basa en la unién del
colorante a las proteinas de las células que se han
adherido a las placas de cultivo. Brevemente, se
sembraron 5.000 células por pocillo en placas de 96
pocillos a 37°C y 5% de CO2. Se monitoriz6 su
crecimiento durante 72 h, realizando fijaciones cada 6
h, la fijacion se per-formé durante 1 h con 100 pL al
50% (v/v) de acido tricloroacético (TCA) a 4°C. La
placa se lavo con agua para eliminar el TCA y se dejo
secar durante la noche; las células se tifieron durante
30 min con 100 pL de solucion de SRB (0,4%). El
colorante no unido se enjuagd con &cido acético al
1% viv y después se dejé secar la placa durante la
noche. Por Gltimo, se afiadieron 200 pL de solucién
de Tris 10 mM (pH=10,5) a cada pocillo y se incu-
brié la placa con agitacién durante 30 min a 55 rpm.
El valor de DO se midié a 490 nm en un lector de
microplacas (BioTeck, Epoch microplate).

Efecto antiproliferativo de la P. edulis

El ensayo se realiz6 de acuerdo con lo establecido
por Ramirez et al. (2019), con algunas
modificaciones  asi: Se  cultivaron  15.000
células/pocillo de cada linea celular en placas de 96
pocillos, el volumen final de medio de tratamiento
con las concentraciones de ZuFru estudiadas fue de
200 pL. Las células se incubaron durante 24 y 48 h.
El medio se sustituyé con ZuFru cada 48 h. Tras el
periodo de exposicion a las distintas concentraciones
de zumo (39,6, 52,8, 66,0, 132 0 pg/mL), se pararon
los cultivos afiadiendo 100 pL de TCA frio (50% v/v)
(MERCK) a 4°C durante 1 h, se lavé el acido y se
afadieron 100 puL de SRB (0,4% p/v diluido en &cido
acetico 1%) durante 30 min a temperatura ambiente
(RT), y después se lavaron con &cido acético (1% v/iv
en agua destilada). Las placas se secaron a TA
durante 24 h. Para leer la absorbancia, la SRB unida a
las proteinas se solubilizd afiadiendo 100 pL de
tampoén Tris-HCI (10 mM pH=10,5) a cada pocillo y
se agito de forma orbital durante 20 min. La densidad
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Optica se ley6é a 490 nm en un lector de microplacas
(BioTeck Epoch microplate). El porcentaje de
viabilidad se calculé mediante la siguiente ecuacion:

%Viabilidad = DO células tratadas / DO células
control x 100

Extraccion de lipidos intracelulares

Se utiliz6 el método Folch con modificaciones.
Brevemente, se sembraron 1.000.000 de células en
cajas Petri de poliestireno (60 x 15 mm de tamafio) y
se cultivaron en medio DMEM con BFS al 3%
durante 24 h. Cuando las células alcanzaron el 80%
de confluencia, se retird el medio de cultivo y se
afiadié 1 mL de tampdn de lisis RIPA (Hepes, NaCl,
Triton y SDS, pH=7,6). El lisado se dividio en tres
porciones; 400 pL para determinar el colesterol, 400
pL para los triglicéridos y 200 pL para cuantificar las
proteinas. Se afiadié una cantidad de 500 pL de
solucidn de cloroformo y metanol (2:1) a los 400 pL
de lisado; la mezcla se dejé en agitacion durante 2
min, después se afiadieron 1.000 pL de NaCl al
0,09% y se agitd durante 1 min en vortex; a
continuacion, se afiadieron 2.000 pL de cloroformo y
se centrifugd a 3.000 rpm durante 2 min y la fase
cloroformada se retird6 a un nuevo tubo (esta fase
tenia los lipidos extraidos). A continuacién, el
cloroformo se evapor6 a temperatura ambiente

Passiflora edulis: modulacion de trigliceridos y colesterol

durante 24 h; el colesterol y los triglicéridos se
desterminaron por separado en el residuo resultante
con estuches comerciales (Human Liquicolor®),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracién de lipidos se normaliz6 con la
concentracion de proteina de cada muestra. Las
proteinas se cuantificaron mediante el método del
acido bicinconinico (BCA), utilizando albumina
sérica para la curva de calibracion.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media + error
estandar (EE) o porcentaje. Los datos se analizaron
mediante analisis de la varianza (ANOVA) de una via
y se complementaron con las pruebas de Bonferroni o
Tukey-Kramer. Para comparar los grupos se utilizo el
software GraphPad Prism V8. Los valores de p<0,05
se consideraron estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Caracterizacion fisicoquimica del ZuFru

En la Tabla N° 1 se resalta la alta presencia de
cardiotonicos, carotenoides y carbohidratos, también
la presencia media de los taninos, ademas de la baja
presencia de quinonas, esteroles y flavonoides,
metabolitos que se relacionan en la discusion con los
resultados obtenidos.

Tabla N° 1
Tamizaje fitoquimico de los extractos del zumo liofilizado de P. edulis

Componentes fitoquimicos Zumo
Taninos ++
Flavonoides +
Quinonas +
Esteroles +
Saponinas -
Cardiotonicos T+
Carotenoides T4+
Carbohidratos 4+

(+)Poca presencia, (++)Presencia media, (+++)Alta presencia, (-)Ausencia

En la Tabla N° 2 se relaciona la composicién
proximal del Zufru, resaltando principalmente el

pH é&cido y la alta actividad antioxidante
determinada por el protocolo de FRAP.
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Tabla N° 2
Composicion proximal del zumo liofilizado de P. edulis
Analisis Resultado Unidades
% acidez titulable 4.88 g de fruta/ 100 mL de
acido
Actividad del agua (aw) 0,46 Paw kit Water Activity
Meter
% de humedad 15,67 AOAC 1990
pH 3,06 NTC 440
Solidos solubles Bx 12 NTC 440
% grasa cruda 1.57 NTC 668
% fibra cruda 1.60 NTC 668
% Solubilidad del agua 19 g de fruta / mL de agua
Capacidad antioxidante 623.93 pmol ET /100 g fruta

FRAP

Crecimiento celular

La Figura N° 1, muestra el crecimiento de las células
SW480 y SW620. Bajo las condiciones de cultivo
descritas en la seccion de Materiales y Métodos, el
crecimiento celular en ambas lineas fue similar
durante las primeras 24 h, a partir de las cuales el

g o
- <)
o o
1 1

o
o
a

Densidad Optica (OD 490nm)
o
-
o
1

0.00 UL

crecimiento de las células SW620 fue mayor que en
las SW480 con diferencias significativas en cada
punto evaluado. Ambas lineas alcanzan su fase
exponencial después de 60 h, siendo el crecimiento
de las células SW620 1,6 veces mayor en
comparacién con las células SW480 (p=0,049).

ek

ok

-2 sw480
-0~ sw620

0 6 1218 24 30 36 42 48 54 6066 7278

Horas de Monitoreo

FiguraN° 1
Crecimiento celular de las células SW480 y SW620. Las células (5.000 células/pocillo) se cultivaron en placas
de 96 pocillos, (ver Materiales y Métodos). El crecimiento celular se monitorizé mediante densidad 6ptica
(DO) a 490 nm cada 6 h durante 72 h. Los datos se expresan como la media * error estandar de tres
experimentos independientes. *p<0.049, **p<0.047, ***p<0.040, ****p<0.036.
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Efecto del ZuFru sobre la viabilidad celular

La Figura N° 2, muestra la viabilidad de ambas lineas
celulares; el crecimiento de las células SW480
disminuy0 a concentraciones de ZuFru de 39,6 y 52,8
pg/mL con relacién a las lineas no son tratadas
(control), con diferencias significativas, resultados
similares se encontraron en las células SW620. A las

140+ SW480
120~

100-

% de Viabilidad Celular

0 39,6528 66 132
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concentraciones de 66,0 y 132 pg/mL, la viabilidad
celular de ambas lineas celulares aumentd, mostrando
un  comportamiento  inverso al  conocido
comportamiento hormético en el que existe una
respuesta bifasica al estimulo de un agente natural
(Bao et al., 2014).

SW620

T T T
0 39,6528 66 132

Concentracion Zumo de Fruta (ug/mL)

Figura N° 2
Efecto del zumo de fruta de Passiflora edulis f. flavicarpa sobre la viabilidad de las células SW480 y sus
derivadas metastasicas SW620. Las células se expusieron a diferentes concentraciones de zumo durante 48 h.
Los datos se expresan como la media + error estandar de tres experimentos independientes. En SW480
“p=0.0036, "p=0.0018, ““p=0,0007, “"p=0.0002; SW620: "p=0.0021, “p=0.0001, ““p=0.0001, "“p=0.0001

Efecto del ZuFru de P. edulis en la concentracion
intracelular de colesterol y triglicéridos

La Figura N° 3, muestra la concentracion intracelular
de colesterol total (CT) en las células SW480 y
SW620. Los datos indican un mayor contenido de CT
(6,9 ug/mL) en las células SW480 en comparacion
con las SW620 (4,9 ug/mL) con diferencias
significativas. EI ZuFru a concentraciones de 39,6 y

52,8 ug/mL disminuyd significativamente los niveles
de colesterol intracelular en las células SW480, 3,8 y
3,1 ug/mL, respectivamente (p=0.042), mientras que
en las células SW620 esta disminucion solo se
produjo a la concentracion de 39,6 pg/mL, (4,2
ug/mL) (p=0.001), con una recuperacion de los
niveles de colesterol por encima de los valores de
control a 52,8 ug/mL
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Figura N° 3
Niveles de colesterol intracelular total de NCM-460, SW480 y SW620: efecto del zumo de Passiflora edulis f.
flavicarpa. Las células se expusieron a dos concentraciones de zumo durante 48 h. Los datos se expresan
como la media + error estandar de tres experimentos independientes realizados por triplicado. "p=0.045,
“p=0.042, "“p=0.0039, "p=0.001, “*p=0.001, pgTC/mgTP: microgramos de colesterol/miligramo de
proteinas totales

Para los triglicéridos intracelulares, se
encontrd una situacion similar a la del CT, que
evidencié que las células SW480 tienen mayor
contenido de triglicéridos (8,8 ug/mL) que las células
SW620 (7,0 ug/mL) con diferencias significativas. El
ZuFru disminuyo los trigliceridos en SW480 en a 4,4

y 3,6 ug/mL, con 39,6 y 52,8 pug/mL respectivamente
(p=0.025); pero en SW620 el efecto fue diferente, los
triglicéridos aumentaron a 7,5y 12,8 ug/mL, con 39,6
y 52,8 pg/mL de ZuFru respectivamente con
diferencias significativas (p=0.047), solo para este
ultimo valor con respecto al control. (Figura N° 4).
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Figura N° 4
Efecto del extracto de zumo de fruta de Passiflora edulis f. flavicarpa sobre los triglicéridos intracelulares de
NCM-460, SW480 y SW620. Las células fueron expuestas a dos concentraciones, 39,6 y 52,8 ug/mL del zumo
durante 48 h. Datos expresados como media + error estdndar de tres experimentos independientes. “p=0.011,

*%

p=0.017 *"p=0.025, "“p=0.030, ““p=0.047; ugTAG/mgPT. microgramo de triglicéridos/miligramos de

proteinas totales

DISCUSION

Los lipidos intracelulares son indispensables para la
supervivencia y migracion de las células tumorales
porque ellas los utilizan para sintetizar nuevas
membranas, obtener energia y en las vias de
sefializacién de la proliferacién celular (Grunt, 2018;
Corn et al., 2020), de ahi que el estudio del
metabolismo lipidico en cancer es un foco de
investigacion de frontera en bulsqueda de dianas
terapéuticas para combatir la enfermedad (Butler et
al., 2020).

En esta perspectiva las plantas medicinales
constituyen una fuente innegable de sustancias
bioactivas utilizadas en la lucha contra el cancer,
pues a partir de ellas se han extraido o disefiado
diversos medicamentos (Kaur et al., 2018; Huang et
al., 2019).

En este trabajo se estudié el ZuFru de P.
edulis, una planta de la familia Passifloraceae en
cuyos extractos se han demostrado diferentes
actividades  bioldgicas, como su capacidad
antiproliferativa, antihipertensiva y antioxidante
(Gazola et al., 2018; Garcia et al., 2021), pero no se
han descrito completamente los mecanismos de estas
acciones, ni a cuales de sus compuestos se les puede

atribuir estas actividades; igualmente a varios de los
fitoquimicos descritos para P. edulis se les han
atribuido propiedades antiproliferativas como a los
polifenoles de tipo flavonoide (Aguillén et al., 2013)

El analisis fitoquimico del ZuFru, descrito en
este trabajo, confirma la existencia de esas familias
de metabolitos secundarios de interés bioldgico y
farmacoldgico para la prevencion y tratamiento del
cancer; asi este trabajo muestra que el ZuFru contenia
en cantidades abundantes antocianinas, flavonoides y
alcaloides, compuestos a los que podrian atribuirse
los efectos en la viabilidad celular observados en las
células SW480 y SW620 en este estudio y que a
través de otros estudios in vitro se han demostrado
que los mecanismos de accion de estos compuestos
involucran vias de sefializacion que modulan genes,
proteinas, marcadores de vias metabdlicas
antiproliferativas o que inducen muerte celular, como
la via mitégeno-activada proteina quinasa (AMPK
por sus siglas en ingles) y sus familias de
quinasas/fosfatasas, las caspasas 3, 7, 8 y 9, y p53,
entre las mas conocidas (Zhang et al., 2013; Refolo et
al., 2015; Kee et al., 2016; Yang et al., 2016, Afrin et
al., 2020).

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas / 222



Guerrero Ospina et al.

Ademas, el andlisis proximal muestra que el
ZuFru tiene un pH &cido, lo que podria hacer sinergia
con los polifenoles para su actividad antiproliferativa,
ya que la evidencia indica que las células cancerosas
acidifican su entorno y, por lo tanto, se alcalinizan
intracelularmente para proliferar (Persi et al., 2018;
Zheng et al., 2020); un medio de cultivo ya acido por
la presencia del ZuFru genera la ruptura del gradiente
de protones y podria limitar la alcalinizacion interna
y evitar la proliferacion de las células estudiadas.

Sus mecanismos de accion involucran vias de
sefializacion que modulan genes, proteinas,
marcadores de vias metabdlicas antiproliferativas o
que inducen muerte celular, como la via AMPK y sus
familias de quinasas/fosfatasas, caspasas 3,7,8y 9,y
p53, entre las mas conocidas y conocidas. implicita
en la CDN. Ademas, estos polifenoles logran la
inhibicion de factores de proliferacion celular, como
Bcl-2, p-Akt y NF-kB, la modulacién de las vias de
las quinasas (PI3K, AKT y P-AKT), la disfuncion
lisosomal y mitocondrial o la detencion de la célula.
ciclo en algunas de sus fases para impedir la
proliferacion y promover la muerte celular. Las
Figuras N° 1 y N° 2 muestran estos efectos y
mecanismos en la apoptosis, el ciclo celular, la
reparacion del ADN, la inflamacion, la proliferacién
celular y el mantenimiento de los flavonoides
genisteina antocianinas, Kaempferol, EGCG vy
algunas de sus fuentes dietéticas.

Adicionalmente, 'y como  mecanismo
coadyuvante en la inhibicién del crecimiento celular
visto en este trabajo por la exposicion de las células
al ZuFru, se podrian considerar las propiedades
antioxidantes demostradas para el extracto por el
método de DPPH. Diversos estudios indican que los
antioxidantes a bajas concentraciones previenen,
reducen o limitan varios tipos de tumores maligno,
asi, antioxidantes de tipo antocianina, flavonoides y
taninos, extraidos de diversas plantas, suprimen in
vitro la proliferacion de células de cancer gastrico, de
colon y de pulmén, entre otros (Carvalho & Conte-
Junior, 2021), lo que podria explicar el efecto anti
proliferativo del ZuFru a bajas concentraciones
descrito en este trabajo.

Sin embargo, el aumento del crecimiento
celular a mayores concentraciones del ZuFru, tendria
gue explicarse por un mecanismo diferente, como
por ejemplo la mayor disponibilidad de nutrientes en
el medio, entre ellos la importante presencia de
azlcares reductores y polisacéridos descritas para el
ZuFru, estos azucares estarian jugando un papel méas
importante que las propiedades antioxidantes o los
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polifenoles presentes y que podria explicar el efecto
hormético inverso observado en este estudio, dado
que por décadas se ha demostrado que el
metabolismo de la glucosa es diferente en las células
tumorales y juega un papel importante en la
oncogénesis (Mboge & Bissell, 2020).

Este trabajo también encontr6 que las lineas
celulares SW480 y SW620 muestran que bajo las
mismas condiciones de cultivo tienen una tasa de
crecimiento diferente, especialmente durante su fase
exponencial, una caracteristica que ya ha sido
demostrada por otros autores (Duranton et al., 2003).
Esta diferencia en la tasa de crecimiento puede
deberse no sélo a su origen (tumor primario SW480 y
células metastasicas SW620), sino a la expresion
diferente de marcadores, factores de crecimiento y
vias de sefializacion que genera respuestas de
crecimiento diferente por si solas o frente a la
exposicion de sustancias como el ZuFru (Ge et al.,
2020).

Esta respuesta diferencial podria explicar
los datos en la viabilidad celular encontrada en esta
investigacion, la concentracién de 39,6 pg/mL de
ZuFru obtuvo una disminucion comparable (45,6% y
45,1%) de la viabilidad para SW480 y SW620,
respectivamente, en comparacion con sus homologos
no tratados. Sin embargo, a concentraciones del
ZuFru > 52,6 png/mL, se observd un aumento de la
viabilidad celular. Una posible explicacion de este
resultado podria ser que el zumo a estas
concentraciones tiene efectos contrarios como se dijo
antes al conocido comportamiento hormético
(sustancias que a dosis bajas tienen efectos benéficos
y a dosis altas efectos nocivos). En este trabajo, el
efecto antiproliferativo (nocivo) se obtuvo a dosis
bajas y se pierde este efecto a dosis altas. Abundante
evidencia indica que algunos compuestos o extractos
naturales tienen un efecto inverso u opuesto al
hormético, como el encontrado para el ZuFru de P
edulis, por ejemplo, Dang & Lowik (2004),
reportaron que la isoflavona daidzeina mostr6 un
efecto bifasico sobre la osteogenesis, pero lo hizo de
manera opuesta/inversa al efecto hormético;
especificamente, la  daidzeina estimul6 la
osteogénesis a concentraciones de 1-20 uM, pero a
concentraciones > 30 pM, inhibio la osteogénesis
(Dang & Lowik, 2004).

Una explicacién a este efecto anti hormético
del ZuFru fue mencionada arriba sobre el alto
contenido de carbohidratos en el extracto, si bien este
trabajo no identifico los carbohidratos individuales
presentes, Conde et al. (2017), demostraron un alto
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contenido en glucosa y fructosa en P. edulis (Conde
et al., 2017), ambos azlcares son incorporados a la
célula y utilizados para proporcionar energia y
sintesis de lipidos para los procesos vitales celulares.

Para reafirmar esta explicacion, este mismo
fendmeno de crecimiento frente a los carbohidratos
ha sido observado por otros autores, pero en lineas
celulares no tumorales, asi, Peres et al. (2017),
indican que a altas concentraciones de glucosa (30
mM), las células renales normales en cultivo
proliferaban.

En resumen, en el presente trabajo, es posible
que el crecimiento celular diferencial entre las dos
lineas celulares se deba, a su origen y a la expresion
de diferentes transportadores de glucosa para cada
linea celular (Ohta et al., 1990; Gromova et al.,
2021).

Con respecto a la viabilidad celular, en
resumen, la exposicion al ZuFru causa muerte celular
a bajas dosis y no a altas dosis, fendmeno contrario al
hormético que pudiera ser explicado desde la
disponibilidad de nutrientes, donde a altas
concentraciones del ZuFru (altas concentraciones de
carbohidratos), los mecanismos de sobrevivencia
pesan mas que los mecanismos antiproliferativos via
polifenoles y antioxidantes, sin embargo, esto es
especulativo pues este trabajo no profundizo en estos
mecanismos.

Con respecto a los niveles intracelulares de
colesterol y triglicéridos determinados en las lineas
celulares SW480 y SW620, los resultados muestran
por primera vez y hasta donde se conoce, cual es la
concentracion intracelular de estos compuestos en el
modelo in vitro SW480 y SW620, asi como cudl es el
efecto del ZuFru sobre estos lipidos. Los resultados
obtenidos en este estudio revelan que la respuesta al
ZuFru de CT y TAG fue diferencial en ambas lineas
celulares; es decir, mientras que en las células
SW480 disminuyen los niveles de CT y TAG, estos
mismos lipidos aumenta tras el tratamiento con el
zumo de P. edulis en SW620. Estos hallazgos
sugieren que las células metastésicas tienen
adaptaciones metabdlicas distintas a las del tumor
primario  posiblemente  para  favorecer  su
proliferacion, evasién y desplazamiento a otros
tejidos como se ha demostrado para otras lineas
celulares (Broadfielt et al., 2021) y para las propias
SW620 (Duranton et al., 2003).

Por otro lado, se han identificado varios
fitoquimicos y extractos de plantas con capacidad
para reducir los niveles de colesterol en organismos
completos (He et al., 2013) y en modelos celulares
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(Pedro et al.,, 2021). En la Figura N° 2 nuestros
resultados muestran una disminucion de la
proliferacion celular en SW480 y SW620 del 45,6%
y 45,1%, respectivamente, a una concentracion de
39,6 pg/mL, y a la misma concentracién una
reduccion de los niveles de colesterol (44,6% y
14,8%, respectivamente). Aunque no se estudié la
relacion causa-efecto entre los lipidos y la
disminucién de la viabilidad celular, una hipGtesis
que se desprende de estos resultados es que a esa
concentracién el ZuFru podria inhibir en algin punto
la via de sintesis de colesterol ya que este lipido es
fundamental para proliferacion celular, especialmente
en las células SW480, donde la reduccion de los
niveles de colesterol es mayor; sin embargo, se
necesita estudios para conocer los mecanismos
implicados en esta reduccion del colesterol y su
relacion con el efecto antiproliferativo observado en
este caso.

Algo similar ocurre con los triglicéridos, que
disminuyen significativamente en un 46,52% a la
concentracion de 39,6 pg/mL en  SW480,
concentracion a la que el ZuFru alcanza el mayor
efecto antiproliferativo en esta linea celular,
sugiriendo también que la inhibicion de la sintesis de
triglicéridos podria estar implicada en el mecanismo
antiproliferativo del ZuFru.

Para las células SW620, el efecto es
diferente; el ZuFru no disminuye los triglicéridos, al
contrario, los triglicéridos aumentan cuando las
células son expuestas a 39,6 pg/mL, concentracion a
la que el ZuFru tiene el mayor efecto
antiproliferativo; ademas, a mayores concentraciones
de ZuFru, los triglicéridos aumentan notablemente
respecto a las células no tratadas (control) con
diferencias significativas.

A este respecto, la literatura ha demostrado
que los triglicéridos se utilizan como fuente de
energia, de recomposicion de la membrana celular y
de metabolitos para las vias de sefializacion en las
células tumorales (Jensen-Urstad & Semenkovich,
2012; Chen & Li, 2016); esta reconstruccion de la
membrana, segln varios autores, les permite modular
la tolerancia al estrés oxidativo y la supervivencia
celular; ademads, estos cambios en los lipidos
permiten la invasion y la metastasis (Liu et al., 2017,
Martin et al., 2021), recordando que las SW620 son
metastasicas.

Diversos estudios han revelado que, a
diferencia de las células tumorales primarias, las
celulas metastasicas activan varias vias metabolicas
de lipidos; por ejemplo, pueden mejorar la captacion
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de é&cidos grasos (AG) aumentando el CD36, un
transportador de AG, sobre expresar carnitina
palmitoil transferasa 1A (CPT1A, enzima clave
limitadora de la tasa de oxidacién de acidos grasos)
(Liu et al., 2017; Broadfielt et al., 2021); aumentan la
biosintesis de novo de lipidos a través de la ATP-
citrato liasa (ACLY) (enzima controladora de la
velocidad del primer paso en la sintesis de lipidos) y
la enzima sintasa de acidos grasos (FASN) (enzima
clave en la sintesis de acidos grasos), o que también
fomenta la capacidad de migracion e invasién de las
células cancerosas (Martin et al.,, 2021). Estas
caracteristicas de las células metastasicas en el
metabolismo de los lipidos podrian justificar las
diferencias del efecto ZuFru sobre estos compuestos
en las dos lineas celulares aqui utilizadas.

Las limitaciones del presente estudio radican
en que no se demostré un efecto directo sobre la
sintesis o degradacién de CT y TAG en las células
estudiadas, sin embargo, se apoyan en diversos
estudios que han mostrado no s6lo alteraciones en el
metabolismo lipido-energético de tumores y lineas
celulares cancerosas en general, sino diferencias en
las vias metabolicas alteradas en cada uno de ellos,
proporcionando fenotipos lipidicos caracteristicos de
cada tumor o linea, evidenciando que los lipidos
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