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Potencial antiproliferativo del extracto acuoso
de Physalis peruviana L. (Aguaymanto) y sus
efectos sobre la apoptosis en cultivos de lineas
celulares con leucemia mieloide crénica

Dalia Violeta Churampi Mancilla"” Eva Andrea Dueiias Villavicencio’,
Alberto Ernesto Lopez Sotomayor’, Maria Angélica Siles Vallejos®

Resumen

Physalis peruviana L. “Aguaymanto” es una planta oriunda del Pert con presuntas propiedades anticancerigenas.
El objetivo del estudio fue evaluar el potencial antiproliferativo del aguaymanto sobre lineas celulares de leucemia
mieloide cronica (K562) y fibroblastos de rifion de mono (VERO). A los cultivos se les afiadieron los tratamientos de
aguaymanto (50, 100, 200 y 400 pg/ml) y cisplatino (0.3, 0.6, 1.25 y 2.5 pg/ml). Se analiz6 el poder antiproliferativo
mediante viabilidad celular (conteo celular y ensayo MTT, Kruskall-Wallis, p<0.05) y la apoptosis con genotoxicidad
celular mediante el promedio de nicleos dafiados (ensayo cometa, ANOVA, p< 0.05). Los resultados mostraron que el
potencial antiproliferativo y genotéxico fueron dosis-dependientes a la concentracion del tratamiento y que el
aguaymanto mostr6 mayor efecto (menor viabilidad celular y mas niicleos dafiados) en la linea K562 que en la VERO. La
concentracion inhibitoria media (IC50) del aguaymanto para las lineas VERO y K562 fueron de 302.857 y 239.571 pg/ml
respectivamente y el indice de selectividad fue 1.264. Esto nos sugiere que el aguaymanto tiene mayor potencial
antiproliferativo sobre la linea K562 que sobre VERO. Los resultados son satisfactorios y nos sugieren continuar estudios
sobre las bondades medicinales del aguaymanto como fuente potencial de compuestos bioactivos terapéuticos.
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Abstract

Physalis peruviana L. ""Aguaymanto' is a native plant of Peru with presumed anticancer properties. The aim of the
study was evaluate the antiproliferative potential of aguaymanto on chronic myeloid leukemia cell lines (K562) and
monkey kidney fibroblasts (VERO). The treatments of aguaymanto (50, 100, 200 and 400 pg/ml) and cisplatin (0.3, 0.6,
1.25 and 2.5 pg/ml) were added to the cultures. The antiproliferative power was analyzed by cell viability (cell count and
MTT assay, Kruskall-Wallis, p<0.05) and apoptosis with cellular genotoxicity by the average of damaged nuclei (comet
assay, ANOVA, p<0.05). The results showed that the antiproliferative and genotoxic potential were dose-dependent to the
concentration of the treatment and that the aguaymanto showed greater effect (low cell viability and more damaged
nuclei) on the K562 line than on the VERO line. The mean inhibitory concentration (IC50) of aguaymanto for the VERO
and K562 lines were 302,857 and 239,571 pg/ml respectively and the selectivity index was 1,264. This would indicate that
the aguaymanto has a greater antiproliferative potential on the K562 line than on the VERO line. The results are
satisfactory and suggests us continue studies on the medicinal benefits of aguaymanto as a potential source of therapeutic
bioactive compounds.

Keywords: Physalis peruviana L., cisplatin, antiproliferative potential, cellular genotoxicity.

1. Introduccién se muestra por realizar investigaciones cientificas que puedan
comprobar sus propiedades naturales'. Los extractos vegetales

En la medicina tradicional las plantas han sido se utilizan debido a que aparentemente poseen estructuras
utilizadas durante muchos siglos de forma intuitiva y empirica  capaces de producir un efecto fisiolégico que tendria mas de un
por sus presuntos beneficios, sin embargo poco es el interés que  mecanismo de accién®. Por todo lo expuesto seria muy

" Laboratorio de Genética Humana - Facultad de Ciencias Biolégicas-UNMSM. ** Laboratorio de Genética - Facultad de Ciencias
Biolégicas-UNMSM.” dalia_1718@hotmail.com

173

88231 Revista Diagnostica Febrero.indd 7 12/03/18 9:56



DIAGNOSTICO Vol. 56(4) Octubre - Diciembre 2017 e Physalis peruviana L. (Aguaymanto) ® Churampi DV.y cols.

necesario investigar y aislar los principios activos vegetales

responsables de tales efectos con el objetivo de poder crear
7 3

nuevos firmacos hechos en base a extractos vegetales®.

El Perti posee numerosas plantas con propiedades
medicinales que en su mayoria no han sido estudiadas
cientificamente, una de estas es la Physalis peruviana L.,
especie nativa conocida como capuli y aguaymanto
perteneciente a la familia Solanaceac™”. El aguaymanto es
usado empiricamente para tratar el cancer y otras enfer-
medades, como hepatitis, asma, malaria y dermatitis®” por sus
presuntas propiedades antibacterianas, antimicéticas,
antipiréticas y quimioterapéuticas.

Uno de los usos mas comunes del aguaymanto es por su
aparente potencial anticancerigeno, aunque existen muchos
avances en el conocimiento, tratamiento y prevencion de la
patologia, hasta ahora se continua buscando el anticancerigeno
ideal®. Los agentes anticancerigenos sintéticos presentan
multiples efectos secundarios lo que es un problema constante
en la terapia contra el cancer, su limitacion principal se
encuentra en la toxicidad que presentan para células
cancerigenas y no cancerigenas, en diferentes tipos de tejidos u
o6rganos®®. Por todo lo antes expuesto, es necesario el
descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos contra este
conjunto de enfermedades que afectan a tanta poblacion™; los
recursos naturales (algas, plantas, hongos, etc) siempre han
jugado un papel importante en la obtencion de farmacos, por
ejemplo las plantas son una fuente importante de sustancias
anticancerosas """

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)"'*"®. Entonces podemos sugerir que
las plantas medicinales son fuentes importantes de agentes
quimioterapéuticos (vinblastina y el paclitaxel obtenidos a
partir Catharanthus roseus y Taxus brevifolia)”"*"™. Ademas,
los compuestos naturales presentan una gran diversidad de
estructuras quimicas, a diferencia de las pocas moléculas
sintéticas"®.

En diversos estudios al analizar quimicamente el
extracto del fruto de aguaymanto se obtuvieron diversos
componentes como el 28-hidroxiwitanolido, physalinas,
phygrina, kaempferol y glicosidos de quercentina"®'”, la
mayoria presenta una fuerte actividad antioxidante"*"**”.

El bioactivo mayoritario de Physalis peruviana L. son
las physalinas (A, B, D y F) a las que se les ha atribuido efecto
anticancerigeno sobre lineas celulares HA-22T (carcinoma
hepatocelular), HeLa (adenocarcinoma de cérvix), APM1840
(Leucemia linfoide aguda T), HL-60 (leucemia promielocitica
aguda), KG-1 (leucemia mieloide aguda), CTV1 (leucemia
monocitica aguda) y KB-16 (cancer nasofaringeo); y los
glicésidos los cuales han demostrado tener una actividad
anticancerigena en lineas de leucemias, hepatomas, cancer de
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. , (21-23)
cerviz y nasofaringeos” . Se postula que el extracto acuoso

del fruto de aguaymanto es un potente agente antiproliferativo,
y segun Mendoza et al .** actiia por medio de la induccién de
“apoptosis”, esto se puede evaluar mediante dafios en el ADN.

Las rupturas y dafios en la cadena del ADN a nivel
celular pueden ser evidenciadas por el Ensayo Cometa®. El
objetivo de la investigacion fue medir el grado de
antiproliferacion de los metabolitos que se encuentran en el
extracto acuoso del fruto de Physalis peruviana L.
“Aguaymanto” mediante el ensayo de viabilidad celular y el
Ensayo Cometa.

2.Formulacién de Objetivo
Objetivo general

e Evaluar el potencial antiproliferativo del extracto
acuoso del fruto de Physalis peruviana L. a diferentes
concentraciones sobre la linea K562 y VERO mediante la
viabilidad celular y el promedio de nticleos dafiados.

3. Material y Métodos
3.1 Material Biolégico

El presente trabajo fue del tipo experimental con corte
longitudinal. Se trabajo como modelo biologico aguaymanto
(extracto acuoso vegetal), seres humanos (Linea celular de
leucemia mieloide cronica “K562) y mono (Linea celular de
fibroblastos de rifién de mono “VERO”).

3.2 Preparacion del extracto acuoso
de Physalis peruviana L.

Los frutos de Physalis peruviana L. fueron recolecta-
dos en la provincia de Carhuaz-Ancash, y utilizados para
obtener un extracto acuoso, este procedimiento de extraccion
se realizé de acuerdo a la metodologia de MSc. Rosa Lorenza
Oriondo Gates y del MSc. Rubén Lazaro Valdivieso Izquierdo
en el Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion
(CIBN) de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (comunicacion personal). El
extracto puro acuoso se utilizo para preparar cuatro
concentraciones del extracto: 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/mly
400 pg/ml segun Areiza-Mazo®.

3.3 Controles
3.3.1 Control Positivo
Se utilizé el antineoplasico cisplatino como control

debido a su amplio uso en el tratamiento contra diversos tipos
de cancer, a 4 diluciones (0.3 pg/ml, 0.6 pug/ml, 1.25 pg/ml, 2.5

pg/ml).
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Las dosis fueron preparadas de acuerdo a Quispe-
Mauricio®”.

3.3.2 Control Negativo

Se utilizé medio de cultivo RPMI-1640 (Linea K562) y
D-MEM (Linea VERO).

3.4 Lineas celulares K562y VERO

Las lineas celulares K562 y VERO fueron donadas
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 de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNMSM
para subcultivar en un plazo no mayor a2 horas.

3.5 Cultivo celular

La linea celular K562 se resuspendié en Sml de medio
de cultivo RPMI-1640 en un frasco plano para su monitoreo en
el microscopio invertido hasta que alcanzaron confluencia
luego de 72 h. La linea VERO tuvo una manipulacion diferente,
al ser una linea que crece en monocapa necesitd realizar un
recambio de medio de cultivo cada vez que alcanzaba
confluencia (aprox. 72 h) mediante lavados con solucion de
Hanks y tripsina. El cultivo y mantenimiento celular se realizo
en el laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la UNMSM de forma interdiaria hasta que
finaliz el proyecto. Para ambas lineas celulares se aislaron 2
ml del cultivo celular y se repartid equitativamente en 9
crioviales, y se incubaron a 37° C en atmoésfera humeda, 95% de
aire y 5% de CO, para los posteriores ensayos.

3.6 Conteo celular

Para la evaluacion de Viabilidad Celular mediante
conteo celular se adiciond a los crioviales 200 pl de las
diluciones del extracto acuoso de aguaymanto, del cisplatino y
de medio de cultivo RPMI-1640 y se incubd por 48 horas
(Tabla 1). Luego de 48 h de incubacidn se procedio a realizar un
conteo celular con azul de tripano en la camara de Neubauer
paraevidenciar células viables.

Tabla 1

Diluciones de extracto de frutos y cisplatino

Extracto acuoso de
Physalis peruviana L.

Control positivo
Cisplatino (ng/mL)

(ng/mL)
400 25
200 1.2
100 0.6
50 0.3
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3.7 Ensayo colorimétrico con MTT

Para la evaluacién de Viabilidad Celular mediante
ensayo MTT se adicion6 a los crioviales 200 pl de las
diluciones del extracto acuoso de aguaymanto, del cisplatino y
de medio de cultivo RPMI-1640y se incubd por 48 horas (Tabla
1). El ensayo colorimétrico con 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-
difeniltetrazol (MTT), mide la funciéon metabdlica celular
cuando MTT es reducido a formazan por la enzima vital
mitocondrial succinato deshidrogenasa. Se adiciond 5 mg/mL
de MTT por criovial (4 h, 37°C, en oscuridad), se centrifugd
cada criovial a 1500 rpm por 10 minutos y se descartd el
sobrenadante rapidamente por inversion.

En seguida, se adiciono DM SO (dimetil sulféxido) para
disolver los cristales de formazan. La cantidad de formazan-
MTT es directamente proporcional al nimero de células
viables y fue determinado usando la densidad optica (OD) a
590 nm mediante el lector de ELISA. Con estos datos, mediante
el analisis de regresion lineal, se obtuvo la concentracion
inhibitoria del crecimiento 50 (Ic50).

3.8 Ensayo Cometa

Para la evaluacion de Genotoxicidad Celular mediante
el ensayo Cometa version alcalina, se utilizo como solucion de
tincién el nitrato de plata con algunas variaciones”**. Para el
ensayo Cometa se adiciond a los crioviales 200 pl de las dilu-
ciones del extracto acuoso de aguaymanto, del cisplatino y de
medio de cultivo RPMI-1640 y se incubd por 48 horas (Tabla

1.

Las laminas fueron preparadas con una suspension de
células precipitadas por centrifugacion de los cultivos ya
mencionados que fueron mezclados con 225 pl de agarosa LMP
al 1% (bajo punto de fusidn), luego se colocd 75 pl de esta
mezcla en una lamina que contenia agarosa NMP al 1% (normal
punto de fusidon), se cubrié inmediatamente con un
cubreobjetos y se refrigeraron por 5 minutos. Luego se retir6 el
cubreobjetos de la lamina y se coloco 80 pl de agarosa LMPal 1
%, se cubrid nuevamente con un cubreobjetos y se refrigerd por
5 minutos adicionales.

Posterior a ello se colocaron las laminas en solucion de
lisis (10% de DMSO, 1% de triton X-100, 2.5 M NaCl, 10 mM
de Trizma base, 0.2 M NaOH y 100 mM de EDTA) durante 20 a
22h. Posteriormente se realizé una electroforesis horizontal y
se dejo reposar las laminas hasta cubrirlas completamente en el
buffer de electroforesis (1 mM EDTA-300 mM de NaOH) a
pH=13 por 20 min. Luego de 20 minutos se inici6 la
electroforesis (25 V,300 mA y 20 min).

Terminado el tiempo las ldminas fueron sometidas al
buffer de neutralizacion pH 7.5 (0,4 M tris) por 5 minutos (2
lavados), se deshidrataron las ldminas con etanol al 70% (10
minutos). Finalmente para la tincion las ldminas fueron lavadas
con agua desionizada por 10 minutos antes de sumergirlas en la
solucion con Nitrato de plata; 34 ml de solucion B (0.2% w/v
nitrato de amonio, 0.2% w/v nitrato de plata, 0.15% v/v
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formaldehido y 5% w/v carbonato de sodio) y 66 ml de
solucién A (5% carbonato de sodio) durante 20 minutos,
posteriormente fueron observadas en un microscopio Optico
con un aumento de 10X, la migracion del ADN se evalud
contabilizando el nimero de cometas por cada tratamiento y
midiendo la longitud de su cola. Se prepararon 6 laminas por
cada individuo y luego se contabilizaron 300 nucleos para su
posterior analisis estadistico.

Terminado el tiempo las ldminas fueron sometidas al
buffer de neutralizaciéon pH 7.5 (0,4 M tris) por 5 minutos (2
lavados), se deshidrataron las laminas con etanol al 70% (10
minutos). Finalmente para la tincion las ldminas fueron lavadas
con agua desionizada por 10 minutos antes de sumergirlas en la
solucion con Nitrato de plata; 34 ml de solucion B (0.2% w/v
nitrato de amonio, 0.2% w/v nitrato de plata, 0.15% v/v
formaldehido y 5% w/v carbonato de sodio) y 66 ml de
solucion A (5% carbonato de sodio) durante 20 minutos,
posteriormente fueron observadas en un microscopio optico
con un aumento de 10X, la migraciéon del ADN se evalud
contabilizando el nimero de cometas por cada tratamiento y
midiendo la longitud de su cola. Se prepararon 6 ldminas por
cada individuo y luego se contabilizaron 300 ntcleos para su
posterior analisis estadistico.

3.9 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos del
ensayo de Viabilidad Celular y MTT se utilizé el test
Kruskal-Wallis y para los datos del ensayo Cometa se aplico el
test ANOVA.

4. Resultados

4.1 Evaluacion dela Viabilidad Celular
delalinea K562

4.1.1 Mediante Conteo Celular con azul de tripano

El conteo celular nos sirvid para determinar el
promedio de células viables en cada tratamiento, utilizando
azul de tripano para distinguir las células viables (Figura 1).

La tabla 2 nos muestra los resultados obtenidos luego
del tratamiento de la linea K562 a la accion antiproliferativa de
la solucion acuosa del aguaymanto a diferentes
concentraciones, al cisplatino y al control negativo (todos los
datos se expresaron multiplicadas con 10° células por 1 ml de
suspension).

Los resultados muestran el nimero de células viables de
diez réplicas de la linea K562. Se realizd un analisis estadistico
del Error estandar de la media entre los 10 casos a un nivel del 5
%, p<0.05, se hallé que no habian diferencias significativas por
lo que se pudieron obtener datos promedio representativos.

Con los datos de la tabla 2 se obtuvo la figura 2 donde se
observa la variacion de la viabilidad representada en

176

88231 Revista Diagnostica Febrero.indd 10

Figura 1. Linea K562 y VERO observadas a 400X en microscopio
invertido. Células de lalinea K562 (superior) y VERO (inferior).

porcentajes del promedio de células de la linea K562 expuesto
a cada tratamiento de las diferentes dosis del extracto acuoso de
Physalis peruviana L. asi como de los controles positivo y
negativo.

En la grafica (Fig. 2) se aprecia que el extracto acuoso
de aguaymanto (50, 100, 200 y 400 pg/ml) y el cisplatino (0.3,
0.6, 1.25 y 2.5 pg/ml) indujeron efecto antiproliferativo en la
linea K562 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 sometio a lalinea celular.
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Figura 2. Viabilidad celular de la linea K562 sometida a los tratamientos
en el Conteo celular. Las barras representan el porcentaje del promedio
de células viables de la linea K562 obtenido de 10 réplicas con las
diferentes dosis de extracto acuoso de aguaymanto a 50, 100, 200 y 400
ng/mly cisplatinoa 0.3, 0.6, 1.25y 2.5 ng/ml, Kruskal-Wallis, p< 0.05.

4.1.2 Mediante el ensayo MTT

La Vabilidad Celular se determind de forma indirecta
con la absorbancia obtenida en el Lector de ELISA, los datos
obtenidos se muestran en la tabla 3 por cada repeticion del
cultivo de lalinea K562 sometido a los diferentes tratamientos.

En la tabla 3 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 alto existe mayor viabilidad
celular, la misma que fue disminuyendo a medida que se
aumento la concentracion en los tratamientos.

Se observa que las siguientes dosis de aguaymanto (400
pg/ml) y cisplatino (2.5 pg/ml), se obtuvieron los valores
menores de Densidad Optica (D.O.).

Se realiz6 un andlisis estadistico del Error estandar de la
media entre las 10 repeticiones a un nivel del 5%, p<0.05, y
mostrd que no hay diferencias significativas entre cada réplica,
por lo que se pudo obtener datos promedio. Con los datos de la
tabla 3 se obtuvo la figura 3 donde se observa el crecimiento del
promedio en porcentajes de los valores de densidad dptica a
490 nm.

Enla grafica (Fig.3) se aprecia que el extracto acuoso de
aguaymanto (50, 100, 200 y 400 pg/ml) y el cisplatino (0.3, 0.6,
1.25 y 2.5 pg/ml) tienen caracter antiproliferativo en la linea
K562 y a medida que se aumenta la concentracion para ambos
el poder inhibitorio aumenta. Es decir, a medida que se aumenta
la concentracion del tratamiento el valor de la D.O. disminuye,
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 sometio a la linea celular.

4.1.1.1 Concentracion Inhibitoria Media (IC50)

Con los datos de la tabla 3 se halld la concentracion
inhibitoria media (IC50) del extracto acuoso de aguaymanto en
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lalinea K562, se aplico el analisis de regresion lineal, con el que
se obtiene una ecuacién de larecta de Y =-0.0014X + 0.8354;
donde al reemplazar Y=0.5 se obtiene el valor X (IC50) que fue
de 239.571 pg/ml y para la linea VERO (datos no mostrados)
con ecuacion de la recta Y=-0.0014X+0.924 el IC50 fue de

Tabla 2

Conteo celular en la camara de Neubauer:

Conteo celular de la linea K562 en la camara de
Neubauer sometido a aguaymanto (valor x 10° células):

el p%??nl ngel?nl p};ﬂ&l pg?ml Tratgir:iento

Réplica 1 1.45 1.66 1.9 23 4.6

Replica 2 132 168  1.88 235 4.66
Replica 3 1.29 1.7 187 241 476
Replica 4 1.44 1.8 186 24 475
Réplica 5 15 165 185 223 4.7

Réplica 6 1.6 1.63 18 234 478
Replica 7 1.7 1.6 182 235 477
Replica 8 153 158 179 228 4.74
Replica 9 155 167 177 227 4.69
Réplica10 149 164 186 2.3 45

Promedio 4487 41661 184 2202  4.695

total
P,;gﬂzﬂit‘;jzn 31.67% 35.38% 39.19% 48.82%  100.00%

Conteo celular de la linea K562 en la camara de
Neubauer sometido a cisplatino (valor x 10° células):

Gaii el pgifm p;}?nl pg}?nl pg}?nl Tratgir:iento
Réplica 1 1.72 1.9 218 255 46
Réplica 2 175 189 215 253 466
Réplica 3 169 187 2.1 2.56 476
Réplica 4 1.73 1.8 216 252 475
Réplica 5 174 188 22 25 4.7
Réplica 6 1.7 191 221 26 478
Réplica 7 176 186 219 251 477
Réplica 8 169 187 218 255 474
Réplica 9 168  1.88 215 254 469
Réplical0 176 189 217 255 45
Promedio 172 188 217 254 47

P;g?;gﬁit‘;jzn 36.68% 39.94% 46.20% 54.12%  100.00%
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Tabla 3

Valores de densidad 6ptica en el ensayo MIT

Densidad optica de la linea K562 sometido
a aguaymanto en el ensayo MTT:

oD p‘g;gﬂ .,29‘72,. pg;&l pg?ml Trat?xmiento
Réplica 1 080 110 140 165 237
Réplica 2 090 120 141 166 235
Réplica 3 088 115 144 166 2.37
Réplica 4 078 116 139 160 237
Réplica 5 076 110 142 1,67 2.36
Réplica 6 070 120 141 165 2.30
Réplica 7 080 115 142 166 2.35
Réplica 8 085 101 143 168 236
Réplica 9 080 103 140 170 237
Réplical0 080 110 142 163 237
Promedio .81 112 141 166 2.36
ng?;gﬂit‘;j‘;” 34.24% 47.52% 59.99% 70.26%  100.00%

Densidad optica de la linea K562 sometido a
cisplatino en el ensayo MTT:

G e pg}?nl p;ﬁnl pgifnl pg}?nl Tratgmiento
Réplica 1 115 144 18 197 1.15
Réplica 2 112 140 187  1.90 1.12
Réplica 3 112 145 1.8  1.90 1.12
Réplica 4 115 146  1.88  1.98 1.15
Réplica 5 113 140 180  1.96 1.13
Réplica 6 110 143 185  1.89 1.10
Réplica 7 113 144 185 195 1.13
Réplica 8 114 145 186 195 1.14
Réplica 9 110 145 184 198 1.10
Réplica10 114 143 18 196 1.14
Promedio 113 144 186  1.94 1.13

P‘;gf;‘;ﬂit‘;jzn 47.86% 60.88% T78.70% 82.48%  47.86%

302.857 pg/ml. Como un dato adicional también se hallo el
IC50 del cisplatino para la linea VERO y K562 que fueron de
1.35y2.17 pg/ml respectivamente (Tabla 3). Para este analisis,
se utilizo Microsoft Office Excel 2010.
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Figura 3. Viabilidad Celular de la linea K562 sometida a los tratamientos
&n el ensayo MTT. Las barras muestran el nivel de densidad 6ptica
{D.0.) promedio en porcentaje a 490 nm, medida por el lector de ELISAy
gue nos representan la Vviabilidad Celular de la linea K562 obtenida de
10 réplicas con las diferentes dosis de extracto acuoso de aguaymanto a
50, 100, 200 y 400 pug/mly cisplatinoa 0.3, 0.6, 1.25y 2.5 pg/ml, Kruskal-
\Wallis, p<0.05.

Porcentaje de Densidad Optica Limea K562

4.1.1.2 indice de Selectividad (IS)

El indice de Selectividad (IS) del aguaymanto se halld
utilizando los valores de IC50 , neerigensviro) = 302.857 pg/ml) e
IC50 (opearigenqrseny = 239.571 pg/ml, el resultado de la division de
estos parametros fue el IS = 1.264; como resulté mayor que 1
nos indica que el extracto acuoso de aguaymanto presenta un
efecto antiproliferativo superior en células tumorales humanas
e leucemia (K562) que en células no transformadas (VERO).
il IS del cisplatino resultdo 0.622 (Microsoft Office Excel
2010).

4.1.3 Mediante el ensayo Cometa

Para evaluar la genotoxicidad celular se contabilizaron
los promedios de los nticleos daiiados de las células de la linea
K562 sometidas a los diferentes tratamientos (extracto acuoso
dle aguaymanto, cisplatino y control negativo).

El patrén de clasificacion considerd 5 niveles (Collins
etal.en 1995): Grado 0 o células no dafiadas sin cola, (Fig. 4A);
grado 1 o células ligeramente dafiadas, con cola menor al
tamafio de la cabeza (Fig. 4B), grado 2 o células dafiadas, con
cola igual al tamafio de la cabeza (Fig. 4C), grado 3 o células
fuertemente dafiadas, con cola mayor al tamafio de la cabeza
(~ig.4D),y grado 4 o células en apoptosis (Fig. 4E). En la tabla
4. se muestra el porcentaje de nticleos dafiados, a las diferentes
concentraciones del extracto acuoso de aguaymanto, cisplatino
ycontrol negativo.

Los nucleos dafiados van aumentando a medida que se
aumento la concentracion en los tratamientos. Se realizd un
analisis estadistico del Error estandar de la media entre las 5
repeticiones a un nivel del 5%, p<0.05, y mostré que no hay
diferencias significativas, por lo cual se pudieron obtener datos
promedio. Los resultados muestran ademas que existe
genotoxicidad dosis-dependiente medida por la migracion de
la cola del cometa en el extracto acuoso de aguaymanto.

12/03/18 9:56



DIAGNOSTICO Vol. 56(4) Octubre - Diciembre 2017 e Physalis peruviana L. (Aguaymanto) ® Churampi DV.y cols.

Con los datos de la tabla 4 se obtuvo el promedio de los
nucleos dafiados (Fig. 5). En la grafica se observd que el
extracto acuoso de aguaymanto y el cisplatino a las diferentes
concentraciones tienen caracter genotoxico. A medida que se
incremento la concentracion, aumento el promedio de nucleos
dafiados; es decir el daflo genotoxico tiene un caracter dosis-
dependiente a la concentracion de los tratamientos.

En la tabla 4 se aprecia el grado de dafio por cada
tratamiento tanto para aguaymanto y cisplatino. Con los datos
de la tabla 5, se obtuvieron las figuras 6 y 7 que muestran el
patron de nucleos dafiados para el aguaymanto y cisplatino,
paraambos se observaron nticleos dafiados del nivel 3 y 4.

Los datos muestran que existen diferencias significati-
vas en el nimero de nucleos dafnados entre las concentraciones
del extracto acuoso, cisplatino y del control negativo (test
paramétrico ANOVA, p<0.05).

5. Discusion

La medicina tradicional siempre ha usado a las plantas
por sus presuntas propiedades quimioterapéuticas, antibiéticas,
antipiréticas, inmunomoduladoras, antifingicas, etc!,
Incluso los recursos naturales han sido usados en la obtencion
de farmacos tales como el taxol, la camptotecina, vincristina,

A

Figura 4. Patron de clasificacion de dafio genotoxico para el ensayo Cometa. 4A. Célula sin cola (grado 0). 4B. Célula con dafio leve
100ug/ml (grado 1). 4C. Células con dafio 400 pg/ml (grado 2). 4D. Célula fuertemente dafiada 400 pg/ml (grado 3). 4E. Célula en

apoptosis (grado 4).
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paclitaxel y vinblastina, que son farmacos quimioterapéuticos
. . . - . 31,13]
derivados principalmente a partir de plantas superiores™"".

Tabla 4

Promedio de nucleos danados

Promedio de nticleos danados de la linea K562
sometidos a aguaymanto en el ensayo Cometa:

el p%?&l ng;;gil pg;gil pg?ml Tratgirﬂiento
Réplica 1 200 150 100 80 30
Réplica 2 180 148 112 75 85
Réplica 3 177 154 105 70 40
Réplica 4 199 150 110 85 38
Réplica 5 190 145 108 70 32

Promedio de ntcleos dafnados de la linea K562
sometidos a cisplatino en el ensayo Cometa:

En el presente estudio se evalud el potencial
antiproliferativo del extracto acuoso de frutos de Physalis

Tabla 5

Clasificacion de los nucleos dafnados

Clasificacion de los nticleos danados de la linea K562
en el ensayo Cometa:

Sin
aiﬁg:gtge dario Con dafio Total
aguaymanto Nivel Ni)]lel Nivel Nivel Nivel
400 pg/ml 111 0 70 85 34 300
200 pg/ml 151 12 60 77 0 300
100 pg/ml 193 55 40 12 0 300
50 pg/ml 224 50 26 0 0 300
0 pg/ml 265 85 0 0 0 300

Promedio de nicleos danados de la linea K562 sometidos

s 0.3 0.6 1.25 2,5 Sin
Concentracién il  ugiml  pg/ml  pgiml Tratamiento a aguaymanto en el ensayo Cometa (300/campo):
Réplica 1 180 140 86 70 30 Sin
Extractg dafio Con daiio Total
i acuoso de
Replica 2 185 145 87 68 35 aguaymanto  Nivel Nivel Nivel Nivel Nivel
_ 4
Réplica 3 183 150 85 67 40 0 1 2 3
Replica 4 180 143 80 66 38 2.5 ug/mi e 0 66 82 3 300
Réplica 5 179 140 87 66 30 1.25 pg/mi 156 o 61 “ 0 300
Promedio 181 144 85 67 35 0.6 pg/ml 215 44 3 8 0 300
Total 0.3 ug/ml 233 45 22 0 0 300
Promedio en 6 0 o o o
porcentajo. 46:25% 36.00% 21.25% 16.75% 9% 0 pg/ml A . Q B -
50%
AT%45%  mExtracto =Nivel 4 =Nivel 3 =Nivel 2 mNivel 1 =Nivel 0
acuoso de 300%
aguaymanto
o 250%
Diluciones de
cisplatino 200% 193
150% 181

45%
0,
40% % 2
35%
30% 7%
25%
20% 19.00% 21%
17.00%

15%
10% 9% 9%

5% I

0%

0 50-0.3 100-0.6 200-1.25 400-2.25

Concentracion
(ng/ml)

Figura 5. Nucleos dafiados en células de la linea K562 sometida a los
tratamientos en el ensayo Cometa. Las barras muestran el porcentaje
del promedio de nucleos dafiados para los diferentes tratamientos, los
nucleos dafados representan el dafio genotdxico de la linea K562
obtenida de 5 réplicas con las diferentes dosis de extracto acuoso de
aguaymanto a 50, 100, 200 y 400 pg/mly cisplatinoa 0.3,0.6,1.25y 2.5
png/ml, Kruskal-Wallis, p< 0.05.
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Figura 6. Clasificacion de dafio genotoxico de la linea K562 sometida a
aguaymanto en el ensayo Cometa. Se aprecian diferentes grados de
dafio genotéxico para las diferentes concentraciones del extracto
acuoso de aguaymanto, siendo la dosis 50 pg/ml la concentracion del
extracto con dafio mas leve (Niveles 0, 1 y 2) mientras que las demas
dosis superiores 100, 200 y 400 presentan dafios mas severos (Niveles
3y4).

con extracto de aguaymanto
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8 300%

£ 265
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Figura 7. Clasificacion de dafio genotéxico de la linea K562 sometida al
cisplatino en el ensayo Cometa. Se aprecian diferentes grados de dafio
genotoxico para las diferentes diluciones del cisplatino, siendo la dosis
0.3 pg/ml la concentracion con dafio mas leve (Niveles 0, 1y 2) mientras
que las demas dosis superiores 0.6, 1.25 y 2.5 presentan dafios mas
severos (Niveles 3y 4).

peruviana L. para inhibir el porcentaje de crecimiento celular
en lineas de leucemia mieloide cronica (K562), sugiriendo la
presencia de compuestos bioactivos anticancerigenos, como
los encontrados por Chiang ef al. (1992) en varios extractos
acuosos, alcoholicos, etandlicos y esteroides vegetales de
especies del género Physalis, todos demostraron tener
actividad antiproliferativa in vivo contra numerosos tipos de
células cancerosas, incluyendo: leucemia, pulmoén, colon,
cuello uterino, hepatoma, melanomas y células no cancerosas
incluyendo lineas de fibroblastos de ratén y células de rifion de

(21-23)
mono

5.1 Viabilidad Celular

Segun los resultados obtenidos se determind que la
linea K562 fue la mas sensible a las cuatro concentraciones de
los extractos de aguaymanto comparada con la linea VERO.
Para la dosis menor del extracto de aguaymanto (50 pg/ml) los
resultados de viabilidad celular fueron los valores mas altosy a
medida que se aumentd la concentracién los valores de
viabilidad celular fueron disminuyendo, siendo para la dosis
mayor (400 pg/ml) los valores menores. La linea K562 se
comportd de forma muy similar en el ensayo MTT donde la
viabilidad celular fue calculada en datos de densidad dptica
(490 nm), para la dosis menor del extracto de aguaymanto (50
pg/ml) los datos obtenidos de densidad optica fueron los mas
altos y a medida que se aumento la concentracion los valores de
viabilidad celular fueron disminuyendo, siendo para la dosis
mayor (400 pg/ml) los valores menores. Estos hallazgos
coinciden con Areiza-Mazo et al., (2013)*® quienes trabajaron
con extracto acuoso del fruto de aguaymanto sobre cancer de
colon, sus resultados mostraron que el efecto antiproliferativo
se incremento en forma dependiente de la dosis del extracto
(25,50,100,200y 400 pg/ml) con viabilidad de 41, 51, 62.5, 86
y 95 %.

Los resultados obtenidos por el ensayo MTT también
mostraron comportamientos similares a los de Areiza-Mazo®”,
la D.O. (540 nm) vari6 para las dosis de 25-400 pg/ml en un

rango de 1.2y 0.25, disminuyendo el valor de la D.O. cuando se
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aumento la concentracién del extracto. Al igual que Areiza-
Mazo®, el efecto antiproliferativo es dosis-dependiente a la
concentracion del extracto, otra concordancia es que los grados
de mayor efecto antiproliferativo fueron las concentraciones de
200 y 400 pg/ml y que mostraron los valores mas bajos de
viabilidad celular y D.O. en el conteo celular y en el ensayo
MTT. En otro estudio realizado por Quispe-Mauricio et al.,
(2009)*"con extractos etandlicos de tallos y hojas de
aguaymanto los porcentajes de viabilidad celular en la linea
K562 se reducen al aumentar la concentracion, de 41.3 % (0.98
pg/ml), 3 % (3.91 pg/ml), 1 % (15.63 pg/ml), -24.6 % (62.5

pg/ml).

En el estudio de Zavala et al., (2006)”, que usaron
extractos etanolicos de tallos y hojas de aguaymanto sobre la
linea K562, se mostr6 viabilidad celular de 87.36 % (0.5
pg/ml), 47 % (2 pg/ml), 23 % (7.8 pg/ml), -3 % (31.3 pg/ml)y -
11.91 % (125 pg/ml). Se describe un comportamiento dosis-
dependiente del efecto antiproliferativo del aguaymanto con
respecto a la concentracion al igual que en nuestros resultados.

El cisplatino es un farmaco utilizado ampliamente
contra diversos tipos de cancer, en los resultados obtenidos
mostré un efecto antiproliferativo dependiente a la
concentracion (0.3-2.5 pg/ml) y tuvo mayor efecto
antiproliferativo en la linea VERO comparado con la linea
K562. Estos hallazgos coinciden con Quispe-Mauricio et al.,
(2009)?” cuyos resultados mostraron que el efecto
antiproliferativo del cisplatino se incrementd en forma
dependiente de la concentracion (0.04-2.5 pg/ml), otra
concordancia es que la dilucién con mayor efecto fue de 2.5
pg/ml. Estos resultados también concuerdan con los
reportados por Zavala et al., en el 2006 y Areiza-Mazo et al.,
(2013)%, cuyas investigaciones usan como controles positivos
antineoplésicos comerciales que indujeron mayor efecto en
células no cancerigenas que en cancerigenas.

En investigaciones que utilizan extractos vegetales se
acostumbra obtener el IC50, que es la concentracion a la cual
una sustancia puede inhibir el 50 % de la poblacién 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 preferencia en algun nivel de antiproliferacion
sobre células cancerigenas®™. Debido a que el cisplatino
provoca notables efectos adversos sobre las personas que
padecen cancer, resulta necesaria la busqueda de nuevos
agentes terapéuticos con propiedades antitumorales que no
sean tan nocivos con las células no cancerigenas. Hay diversos
estudios que evidencian que Physalis peruviana L. posee un
caracter selectivo hacia células cancerigenas y podria ser una
fuente de compuestos bioactivos capaces de inhibir o detener la
proliferacion celular mediante induccion de apoptosis, esta
propiedad podria brindarnos un posible nuevo agente
quimioterapéutico y quimiopreventivo para el tratamiento del
cancer humano"***", Los valores de Concentracion Inhibitoria
Media (IC50) del extracto acuoso de aguaymanto encontrados
en la investigacion sobre la linea VERO y en la linea K562
fueron de 302.857 y de 239.571 pg/ml respectivamente. El
Indice de Selectividad (IS) fue de 1.264 (mayor que 1), los
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valores concuerdan con los descritos previamente por otros

autores para los extractos de aguaymanto sobre lineas
, 7 r 7,26

cancerigenas y sobre células no cancerigenas'

En un estudio realizado por Zavala et al. (2006)” los
resultados mostraron que para células no cancerigenas
(fibroblastos de ratéon) los extractos de tallos y hojas
presentaron IC50 de 2.67 y 4.59 pg/ml respectivamente y para
las células de la linea K562 fueron 2.1 y 2.42 ug/ml
respectivamente; al igual que en el presente estudio, el IC50
para la linea K562 fue menor que en células no cancerigenas
(VERO). Con estos valores los IS (Indice de selectividad) de
los extractos de tallos y hojas alcanzaron valoresde 1.1y 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”. Otro estudio realizado por Quispe-Mauricio et
al.,”” 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 rifion) fueron de 4.9 y 6.2
pg/ml respectivamente; al igual que en el presente estudio para
la linea K562 el IC50 fue mucho menor que en las células no
cancerigenas. Con estos valores los IS (Indice de selectividad)
de aguaymanto alcanzaron valores de 206 y 246 respectiva-
mente en la linea K562 y en nuestros resultados de 1.74
coincidiendo en superar la unidad para ambos casos.

Los valores de Concentracion Inhibitoria Media (IC50)
del cisplatino mostrados en la investigacion sobre las lineas
VERO y K562 fueron de 1.35y 2.17 pg/ml respectivamente, el
Indice de Selectividad (IS) fue de 0.622.

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 (IS) no presenta una selectividad marcada y
dafiaria por igual o mas a células normales comparadas con
células de cancer. Estos resultados coinciden con Zavala et al.,
(2006)™ que utilizo el antineoplasico 5-FU contra lineas K562
y obtuvo un IS de 0.032. Otra investigacién nos proporciona un
IS para cisplatino de 7.3%*". En todos los casos mencionados el
IS del control positivo es menor que el del aguaymanto al igual
que en nuestros resultados. Esto demostraria, el buen perfil
antitumoral de los extractos de aguaymanto, superando
ampliamente a los antineopldsicos mencionados, los cuales,
forman parte de estudios, manejo y tratamiento de carcinomas
en el mercado mundial. Los extractos acuosos del aguaymanto
exhibieron un efecto mayor sobre la linea K562 comparado al
de la linea VERO, estos resultados son consistentes, con la
presencia de sustancias presentes mayormente polares, ya que
las fracciones sélidas aisladas mostraron solubilidad en los
solventes usados”.

Los resultados de las pruebas de viabilidad celular
mostraron que los extractos acuosos de aguaymanto inhiben de
alguna forma la progresion del ciclo celular, siendo la linea
K562, la mas sensible a su efecto antiproliferativo,
contrariamente para el cisplatino la mas sensible fue la linea
VERO. Esto explicaria los efectos adversos que mayormente
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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 al ser el cisplatino un farmaco sintético
presenta mayores efectos adversos®?**,

Aunque estas observaciones deben repetirse, los datos
preliminares nos permiten especular que el aguaymanto tendria
componentes que causarian la detencion 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. Con la
prueba Kruskal-Wallis se compararon los resultados de la linea
VERO con la linea K562 para cada tratamiento, los resultados
nos indican que hay diferencias significativas entre los
tratamientos (aguaymanto) y el control (cisplatino); en ambos
linajes.

5.2 Genotoxicidad celular

En la actualidad la capacidad de ciertas sustancias de
origen vegetal con potencial genotdxico han tenido gran
impacto en la comunidad cientifica; muchos autores han
demostrado que esta propiedad en las plantas es capaz de
detener la proliferacion celular mediante induccidén de
apoptosis®>*.

Desde 1993 se publicaron los primeros estudios
empleando ensayos para la deteccion de apoptosis
cuantificando las células altamente dafiadas, el ensayo de
electroforesis alcalina de células individuales o Cometa® es
una prueba que muestra hasta el 85 % del ADN migrado cuando
ocurre un daiio®.

En el presente estudio, para evidenciar el dafio
genotdxico, se utilizo el ensayo Cometa para observar si es que
existiera migracion del ADN cuando es fragmentado
(fenémeno solo ocurre en necrosis o apoptosis)©”.

Entre las ventajas del ensayo Cometa, incluye la
aplicabilidad a varios tejidos y/o tipos de células especiales, la
alta sensibilidad en la deteccion de niveles bajos de dafio al
ADN, y el requerimiento de un niumero pequefio de células por
muestra, entre otros™”. Los resultados obtenidos mediante el
ensayo Cometa al exponer a las células al extracto acuoso de
Physalis peruviana L. y cisplatino indican tanto de forma
cualitativa como cuantitativa que existen diferencias
significativas con el control negativo; es asi que, al clasificar el
dafio en cuatro niveles: leve, moderado, medio y alto, se
observo que el promedio de nticleos de nivel alto se incremento
amedida que aumentaban las dosis del extracto y del cisplatino
(Figura6y7).

En esta investigacion, mediante el ensayo Cometa
version alcalina descrita por Singh er al.*” en 1998, se
demuestra claramente que la linea K562 sometida a una alta
concentracion de extracto acuoso de aguaymanto (400 pg/ml)
y cisplatino (2.5 pg/ml) sufre quiebres en las hebras de ADN,
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encontrandose un 23.11 % con dafio severo (tipo 3 y 4)
sometidas a aguaymantoy 21.89 % con dafio severo (tipo 3 y 4)
sometidas a cisplatino, sin embargo las células sometidas a una
concentracién de 100 pg/ml no presentaron dafio severo solo
31.67% de dafio basal muy leve (tipo 1 y 2) y 52% de células sin
dafio (tipo 0).

Esto podria deberse a unas glicoproteinas denominadas
physalinas (physalina F) o esteroides del tipo witanolidos
presentes en el aguaymanto, que se han reportado con actividad
antiproliferativa®“?, ambos componentes producirian la
activacion de la apoptosis mediante los receptores TRAIL-
DR4/-DRS5 vy la caspasa-3“ y detendria el ciclo celular en la
fase G2/M que conducirian a la desestabilizacion celular, asi
como el desenrollado del ADN, lo que podria ser un posible
mecanismo que provocaria su genotoxicidad***?.

Los resultados obtenidos coinciden con los obtenidos
por Yen et al., 2010“" que utilizé6 a hidro- witanélidos
purificado de Physalis peruviana L. sobre hepatocarcinoma y
evaluandolo para evidenciar la induccién de apoptosis
mediante ensayo Cometa. De igual forma al aumentar la
concentracion se aumento el nivel de dafio en los ntcleos de las

células. En otra investigacion® con Physalis angulata, se us6
extracto de raices sobre linfocitos humanos, de la misma forma
la genotoxicidad mostrd caracter dosis dependiente aunque a
bajas concentraciones solo provoc6 dafios leves.

Los resultados obtenidos son promisorios y resaltan el
potencial medicinal de este fruto incaico, serd necesario
continuar estudios sobre los diferentes beneficios y
propiedades anticancerigenas de Physalis peruviana L. a fin
de aislar sus componentes principales (physalinas, witandlidos,
etc.) como una fuente potencial con aplicacion quimiopre-
ventivay quimioprotectora en cancer humano.
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