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1. INTERES Y OBJETIVOS

Actualmente, y debido a la demanda creciente de unos consumidores cada vez méas
exigentes y mejor informados, la estrategia de comercializacion del sector agroalimentario,
tiene como una de sus lineas primordiales de actuacion el aumento y la promocién de los
valores funcionales de sus productos. Informacion de interés para el sector hortofruticola
almeriense por sus productos hortofruticolas, el cual en este trabajo de investigacion se hace
frente al desarrollo de una linea tumoral de colon con productos hortofruticolas. El valor
funcional constituye una de las opciones de incremento del valor afiadido mas eficaces y
rentables para los productos agroalimentarios, siempre que se consiga trasladar en Gltimo
término al consumidor final la informacién adecuada, apoyada en estudios cientificos de
contrastada solvencia, tales como los realizados por universidades y entidades publicas de

investigacion.

El céncer es la principal causa de muerte en todo el mundo. En 2015 se atribuyeron a
esta enfermedad 8,8 millones de defunciones. Los cinco tipos de cancer que causan un mayor

numero de fallecimientos son los siguientes:

e Pulmonar (1,69 millones de defunciones)
e Hepatico (788.000 defunciones)

e Colorrectal (774.000 defunciones)

e Gastrico (754.000 defunciones)

e Mamario (571.000 defunciones)

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. En 2012

se registraron alrededor de 14 millones de nuevos casos (Ferlay et al., 2012).

Segun estudios de la Organizacion mundial de la Salud (OMS) se prevé que el
ndmero de nuevos casos aumente aproximadamente en un 70% en los proximos 20 afos.
Alrededor de un tercio de las muertes por cancer se debe a los cinco principales factores de
riesgo conductuales y dietéticos: indice de masa corporal elevado, ingesta reducida de frutas y

verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco y consumo de alcohol.

Una revision internacional de alto nivel sobre el consumo de frutas y verduras y el
riesgo de cancer coordinada por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer

(CIIC) concluy6 que el consumo de frutas y verduras puede reducir el riesgo de cancer, y en
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particular de cénceres gastrointestinales. EI CIIC calcula que la fraccion prevenible de
canceres debidos a una ingesta insuficiente de frutas y verduras oscila en todo el mundo entre

el 5% y el 12%, y entre el 20% y el 30% en el caso de los canceres gastrointestinales.

La quimioprevencién del cancer es el uso de compuestos naturales o sintéticos para
bloquear, revertir o prevenir el desarrollo de cancer invasivo. Una variedad de compuestos
dietéticos han sido ampliamente investigados por su posible papel en la quimioprevencion a
través de la dieta.

Para ello evaluaremos diversas hortalizas por separado, como el tomate y el pimiento dulce, y
nuestra primera propuesta que es el gazpacho, frente al cancer de colon, con el objetivo de

diluciar los beneficios que tiene el aumento de consumo en fresco de hortalizas.

La finalidad de este trabajo es el conocimiento y evaluacion de los beneficios que
presentan algunas hortalizas tanto por separado como en su conjunto, como es la receta del
gazpacho, que mas adelante describiremos. Beneficios quimiopreventivos, y asi como el
estudio de los compuestos fitoquimicos abundantes en alimentos de origen vegetal, ya que

hay numerosas evidencias que indican la actividad antitumoral de las frutas y hortalizas.

El objetivo principal de este estudio es cuantificar el potencial anticancerigeno del
gazpacho y concienciar a la poblacion de los beneficios del consumo de gazpacho y en

general de ciertas hortalizas.

Se plantean cinco objetivos basicos que deben alcanzarse mediante la aplicacion de

la metodologia propuesta:

1. Determinar una serie de parametros de calidad del gazpacho fresco, asi como de sus
dos principales ingredientes, el tomate y el pimiento dulce, como son el contenido en
solidos solubles totales, color, firmeza y acidez titulable.

2. Determinar cuantitativamente la actividad antitumoral in vitro del gazpacho frente a
una linea estandarizada de células de cancer de colon. Se desarrollaran para ello
estudios debidamente controlados de inhibicion del crecimiento de una linea celular
tumoral causante de cancer de colon.

3. Caracterizacion fitoquimica de micronutrientes con potencial valor funcional y
antitumoral. No se pretende realizar un analisis fitoquimico exhaustivo, sino

caracterizar un perfil basico de marcadores moleculares asociados a la actividad
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antitumoral. Fundamentalmente se determinaran los perfiles de carotenoides,
flavonoides y tocoferoles en distintos extractos de gazpacho.

4. Determinacion de la actividad apoptética en los casos de mayor actividad inhibitoria,
mediante ensayos colorimétricos DEVD de la actividad de caspasa-3/7 citoplasmatica,
una enzima ligada a los procesos de suicidio celular inducido.

5. Andlisis de la expresion génica, determinando los niveles de expresion de los ARNm
de Bcl2, Bax, ciclina D1y p53.
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2. FASES DE LA REALIZACION DEL TFG Y SU CRONOGRAMA ASOCIADO.

Estas fases se repiten en el tiempo para cada uno de los ensayos de los cultivos celulares
HT-29. Para cada una de las muestras ensayadas.

¢ Fases para la viabilidad celular ensaya para cada muestra es:

Dia 1. Descongelacion de células, de la linea celular HT-29, del nitrégeno liquido. Se

traspasan a un falcon con medio de cultivo, para su crecimiento.

Dia 3. Cambio del medio de cultivo celular en el falcon.

Dia 5. Cambio del medio de cultivo celular en el falcon.

Una vez que ha llegado a una confluencia del 80% en el falcon, las células ya podemos
utilizarlas para ensayar, no siempre crecen igual asi que los dias pueden variar, para ello las

visualizamos en el microscopio optico.

Dia 7. Levantamos las células del falcon para hacer el conteo, y las sembramos en las

placas de 96 pocillos para incubar

Dia 8. Afiadimos la cantidad de muestra, segun la concentracién deseada, a la placa de

96 pocillos que el dia anterior se sembro células.

Medimos mediante el método MTT la absorbancia en el lector ELISA las células con el

medio, 24horas después de haberlas sembrado.

Dia 9. Mediante el método MTT medimos la absorbancia en el lector ELISA de la placa

de 96 pocillos 24horas después de haberle afiadido las muestras a ensayar

Dia 10. Mediante el método MTT medimos la absorbancia en el lector ELISA de la
placa de 96 pocillos 48horas después de haberle afiadido las muestras a ensayar

Este proceso se repite cada vez que hagamos un ensayo para cada muestra que se

analice.
% Fases para los analisis enzimaticos:

Dia 1. Descongelacion de células, de la linea celular HT-29, del nitrogeno liquido. Se

traspasan a un falcon con medio de cultivo, para su crecimiento.
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Dia 3. Cambio del medio de cultivo celular en el falcon.

Dia 5. Cambio del medio de cultivo celular en el falcon.

Una vez que ha llegado a una confluencia del 80% en el falcon, las células ya podemos

utilizarlas para ensayar

Dia 7. Levantamos las células del falcon para hacer el conteo, y las sembramos en las

placas de 96 pocillos para incubar

Dia 8. Afadimos la cantidad de muestra, segin la concentracion deseada, a la placa de

96 pocillos negra que el dia anterior se sembrd células.

Dia 9. Retiramos la muestra afiadida el dia anterior de gazpacho casero digerido, y
posteriormente le afladimos DEVD, para el analisis enziméatico. Medimos mediante un lector
de placas Multimode de EnSight ™ (PerkinElmer, Inc.), analizamos la confluencia, el
namero de ndcleos, la condensacion nuclear, el ATP citoplasmatico, las células activadas por

caspasa y el area de la actividad caspasa.

Dia 10. Retiramos la muestra afiadida hace 48 horas de gazpacho casero digerido, y
posteriormente le afiadimos DEVD, para el analisis enziméatico. Medimos mediante un lector
de placas Multimode de EnSight ™ (PerkinElmer, Inc.), analizamos la confluencia, el nimero
de nucleos, la condensacion nuclear, el ATP citoplasmatico, las células activadas por caspasa
y el area de la actividad caspasa.

% Fases para la expresion génica:

Dia 1. Descongelacién de células, de la linea celular HT-29, del nitrégeno liquido. Se

traspasan a un falcon con medio de cultivo, para su crecimiento.

Dia 3. Cambio del medio de cultivo celular en el falcon.

Dia 5. Cambio del medio de cultivo celular en el falcon.

Una vez que ha llegado a una confluencia del 80% en el falcon, las células ya podemos

utilizarlas para ensayar

Dia 7. Levantamos las células del falcon para hacer el conteo, y las sembramos en las

placas de 24 pocillos para incubar las células.

FASES DE LA REALIZACION DEL TFG Y SU CRONOGRAMA ASOCIADO Pagina 6



EVALUACION IN VITRO DEL POTENCIAL ANTICANCERIGENO DEL GAZPACHO

Dia 8. Afadimos la cantidad de muestra, segin la concentracion deseada, a la placa de
24 pocillos que el dia anterior se sembro células.

Dia 10. Retiramos la muestra afiadida hace 48 horas de gazpacho casero digerido, y

posteriormente levantamos las células de los pocillos para después analizar su expresion
génica, Bcl2, BAX, cyclina D1y p53.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1 CONSUMO DE FRUTAS Y HORTALIZAS

Segun los datos del Panel de Consumo Alimentario del Ministerio de Agricultura,
alimentacion y Medio Ambiente en el afio 2016 se redujo el consumo de fruta fresca un 1,2%
mientras que el consumo de hortalizas frescas en los hogares se mantienen practicamente
estables, con una ligera caida del 0,4%. Cabe destacar que la principal hortaliza consumida,

después de la patata, en los Gltimos afios ha sido el tomate.

Como dato relevante los jovenes y adultos independientes son los hogares con menor
participacion en el consumo de hortalizas frescas, pero no obstante crece el consumo per
capita en jovenes independientes con una variacion positiva del 8,5% respecto del afio

anterior.

La quimioprevencion del cancer es el uso de compuestos naturales o sintéticos para
bloquear, revertir o prevenir el desarrollo de cancer invasivo. Una variedad de compuestos
dietéticos han sido ampliamente investigados por su posible papel en la quimioprevencion a
través de la dieta. Los fitoquimicos bioactivos del consumo de frutas y hortalizas frescas han
sido sugeridos como agentes quimiopreventivos (Béliveau et al., 2007; Langner et al.,2012;
Cilla et al., 2013). El gazpacho es una sopa fresca tradicional de la dieta mediterranea
consistente de una base principal de tomate, aceite de oliva y cantidades menores de otras
verduras frescas como pimiento dulce y pepino. EIl consumo de gazpacho se ha asociado a un
menor riesgo cardiovascular en estudios epidemioldgicos (Medina-Remon et al., 2013). Su
componente principal, el tomate y los productos a base de tomate, han mostrado potencial
anti-proliferativo contra algunos tipos de cancer en estudios epidemioldgicos, clinicos e in
vitro (Giovannuci et al., 2002; Boivin et al., 2009). Ademas, se han caracterizado diferentes
actividades antitumorales en otros componentes de la mezcla de gazpacho, como el aceite de
oliva (Pampaloni et al., 2014), el pepino (Abdelwahab, 2012) y el ajo (Milner, 2006). La
mayoria de estos trabajos relacionan la actividad antitumoral con familias diferentes de
micronutrientes, tales como los retinoides, compuestos fendlicos, carotenoides, vitaminas B,
compuestos de azufre, 0 moléculas especificas como betacaroteno, licopeno, vitamina D o
folato. Sin embargo, evidencias robustas sugieren que estas moléculas podrian no actuar solo,
pero su actividad se realza en el contexto de la matriz de alimentos naturales. Las verduras

frescas se componen de una mezcla compleja de miles de micronutrientes. Su concentracion
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efectiva de tejidos después del consumo, y las interacciones entre ellos y con el metabolismo

celular que cooperan en el control de procesos cancerosos, son en gran medida desconocidas.
3.2 PRODUCTOS PASTEURIZADOS

Los productos pasteurizados consisten en elevar la temperatura del producto a casi
hervirlo para luego ser refrigerada rapidamente, y asi muchas de las propiedades vitales de los
productos vivos se pierden en el proceso, se reducen los agentes nocivos como las bacterias,
parasitos, levaduras, mohos... para que no causen intoxicaciones alimentarias, pero en dicho
proceso también terminan su vida las vitaminas y otros nutrientes, ademéas de las bacterias

benéficas que contienen.

La principal funcién de la pasteurizacién de los productos es prolongar su tiempo de

vida en los supermercados a fin de reducir gastos y beneficiar la economia de la empresa.
Como funciona la pasteurizacion:

Los alimentos se procesan térmicamente para matar las bacterias patogenas. Los
alimentos también pueden pasteurizarse usando irradiacion gamma. Tales tratamientos no
hacen que los alimentos radiactivos. El proceso de pasteurizacion se basa en el uso de una de

las siguientes relaciones de tiempo y temperatura.

e Tratamiento de alta temperatura a corto plazo (HTST) - este proceso usa mas calor por
menos tiempo para matar las bacterias patdgenas. Por ejemplo, la leche es
pasteurizada a 72 ° durante 15 segundos.

e Tratamiento de baja temperatura a largo plazo (LTLT) - este proceso usa calor mas
bajo por un tiempo mas largo para matar las bacterias patdgenas. Por ejemplo, la leche
se pasteuriza a 63 ° C durante 30 minutos.

Es importante recordar que los tiempos y las temperaturas dependen de: (1) el tipo de
alimento y (2) el resultado final que uno quiere lograr, como retener los nutrientes, color,

textura y sabor del alimento.
Procesos utilizados en alimentos pasteurizados

e Pasteurizacion instantanea - Involucra un tratamiento a alta temperatura, a corto plazo,
en el cual los productos vertibles, tales como zumos, se calientan durante 3 a 15

segundos a una temperatura que destruye microorganismos dafiinos. Después del
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calentamiento, el producto es enfriado y envasado. La mayoria de las cajas de bebidas
y bolsas usan este método de pasteurizacion ya que permite un almacenamiento
prolongado sin refrigeracion mientras se proporciona un producto seguro.

e Pasteurizacion con vapor - Esta tecnologia utiliza calor para controlar o reducir los
microorganismos dafiinos en la carne. Este sistema pasa las carcasas de carne vacuna
recién sacrificadas que ya son inspeccionadas, lavadas y recortadas, a traves de una
camara que expone la carne a vapor presurizado durante aproximadamente 6 a 8
segundos. El vapor eleva la temperatura superficial de las canalesa (88 °a 93 ° C). A
continuacion se enfrian las canales con un chorro de agua fria. Este proceso ha
demostrado tener éxito en la reduccion de bacterias patdgenas, tales como E. coli
0157: H7, Salmonella y Listeria, sin el uso de ningin producto quimico. La
pasteurizacion con vapor se utiliza en casi el 50% de la carne de vacuno de los Estados
Unidos.

e Irradiacion Pasteurizacion. Los alimentos, como aves de corral, carnes rojas, especias,
frutas y verduras, estdn sometidos a pequefias cantidades de rayos gamma. Este
proceso controla efectivamente las bacterias vegetativas y patdgenos parasitos

alimentarios y aumenta el tiempo de almacenamiento de los alimentos.
El efecto de la pasteurizacion sobre los nutrientes y el sabor:

La pasteurizacion puede afectar la composicion nutritiva y el sabor de los alimentos. En
el caso de la leche, por ejemplo, los tratamientos de alta temperatura a corto plazo (HTST)
causan menos dafio a la composicion de nutrientes y caracteristicas sensoriales de los

alimentos que los tratamientos a baja temperatura y de larga duracion (LTLT)

Hoy en dia, muchos alimentos, como huevos, leche, jugos, especias y helados, se
pasteurizan. A veces se aplican temperaturas mas altas durante un periodo de tiempo mas
corto. Las temperaturas y los tiempos se determinan por lo que se necesita para destruir las
bacterias patdgenas y otros microorganismos mas resistentes al calor que pueden encontrarse
en la leche. El liquido se enfria rapidamente a 4 ° C. Otros liquidos, tales como zumos, se
procesan térmicamente de una manera similar. Las temperaturas y los tiempos varian,

dependiendo del producto y del organismo objetivo.

Trabajos realizados demuestran la gran perdida de vitamina C, en los productos

pasteurizados, disminuyendo entre el 80 y el 100% de la vitamina C (Villareal, 2013)
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3.3 COMPOSICION NUTRICIONAL Y FITOQUIMICOS EN HORTALIZAS
3.3.1 FITOQUIMICOS

Los fitoquimicos son sustancias biologicamente activas, que se encuentran en los
alimentos de origen vegetal, confiriéndoles color, aroma y sabor. No son nutrientes esenciales

para la vida, pero tienen efectos positivos en la salud.

En los Gltimos afios, se han considerado elementos importantes en la dieta humana, ya

que se ha comprobado su accion como:

e Anticancerigenos, ya que acttan en la detoxificacion de drogas, toxinas, carcinégenos
y mutagenos, como blogueadores y supresores, neutralizan radicales libres, inhiben
enzimas que activan carcindgenos e inducen a enzimas detoxificadoras de los mismos.

e Protectores contra enfermedades cardiovasculares, debido a que evitan la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), reducen la sintesis y utilizacion de colesterol y
afectan la presion sanguinea y coagulacion.

e Beneficiosos agentes retardantes del envejecimiento y enfermedades asociadas
(Lampe, 2003; Davalos et al., 2006).

Los ejemplos mas conocidos como fitoquimicos antioxidantes son los compuestos
polifendlicos como: acidos fendlicos, flavonoides, tocoferoles, terpenoides, fitoestrogenos y
fitoesteroles (Burns et al., 2003; Cooper 2004; Sun et al., 2007). La composicion y los niveles
de los fitoquimicos con actividadantioxidante en los alimentos individuales no reflejan
necesariamente la capacidad antioxidante total, ya que ésta depende de la interaccion

sinérgica o inhibitoria de las diferentes moléculas presentes en el alimento.

Anteriormente, la proteccion contra diferentes enfermedades era atribuida solamente al
contenido de vitamina C, E y carotenoides presentes en los alimentos vegetales (Vinson et al.,
1998). Sin embargo, los estudios clinicos han demostrado que el suministro de estos
compuestos sujetos con diferentes padecimientos no reducen lo suficiente la incidencia de
enfermedades del corazon, dafio cerebral y el riesgo de trombosis (Vinson et al., 2001). A
partir de entonces se encontrd que los compuestos polifendlicos son sustancias que también
poseen actividad antioxidante. Hoy se conoce que los fenoles son los fitoquimicos que

contribuyen en mayor proporcion a la capacidad antioxidante de frutas, hortalizas y granos
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(Heo et al., 2007). Por lo tanto, la disponibilidad de informacién sobre la composicién de los

fitoquimicos en los alimentos es crucial.

3.3.2 COMPUESTOS FENOLICOS

Los fenoles es un amplio grupo dentro del cual estan los &cidos fendlicos y los
flavonoides entre otros. Los compuestos fendlicos estan formados por un anillo aromatico
unido por lo menos a un grupo hidroxilo. La estructura mas sencilla es la del &cido benzoico,
pero con otros sustituyentes en el anillo se forman &cidos fendlicos como el cafeico,
clorogénico, cumarico y cinamico, comunes en los vegetales. Dicha composicion les
proporciona propiedades bactericidas, fungicidas y antivirales. Ademas, a algunos ésteres de

acidos fendlicos se les atribuye propiedades antitumorales.

Se puede considerar que los flavonoides estan conformados por una estructura basica
que consta de dos anillos bencénicos en los extremos de la molécula, unidos por un anillo de
tres atomos de carbono a la que se le pueden adicionar grupos tales como hidroxilos, metilos,
azucares, etc., generdndose de esta manera diferentes tipos de flavonoides tales como
flavonoles, flavanonas, flavonas, catequinas, antocianinas e isoflavonoides. Los mas comunes
en las plantas son: apigenina, quercetina, kaempferol, pinocembrina, galangina, crisina y
hesperidina.

Los ponifenoles constituyen un grupo de compuestos que desempefian una importante
funcion en précticamente todas las interacciones que una planta establece con su entorno
(Haslam, 1989). Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores (Formica
et al., 1995). Desempefian un papel importante en la biologia vegetal, ya que responden a la
luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del cremiento y de la diferenciacion de
las plantas (Hertog et al., 1996). Las plantas responden a variaciones ambientales, como las
ocasionadas por la época del afio, la fertilizacion y los dafios producidos por plagas y
enfermedades, lo cual influye en la produccién de metabolitos secundarios (Strack, 1997).
Una caracteristica fundamental del metabolismo secundario es que los productos secundarios
no se encuentran uniformemente en toda la planta y son con frecuencia limitados a 6rganos
particulares y a determinadas células y tejidos dentro de ese érgano (Bevan et al., 1989; Van
der Meer et al., 1990). Los fitoquimicos fendlicos son metabolitos secundarios que regulan la
actividad metabolica, siendo estos esenciales para el desarrollo, es decir, para el crecimiento y

la reproduccién de las plantas.
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La importancia de los fenoles radica en que producen soporte mecéanico a las plantas,
contribuyen en la coloracién de las flores y frutos, protegen contra patdgenos y herbivoros y
tienen una gran efectividad protegiendo los tejidos frente a la radiacion ultravioleta (Strack,
1997). Ademaés, estos compuestos presentan propiedades relacionadas con la salud humana,
debido a su actividad antioxidante (Cartaya et al., 2001; Kuskoski et al., 2005), ya que
minimizan la peroxidacion lipidica y el efecto de los radicales libres, contribuyendo de esta
manera a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares. El estudio realizado en 1989 por
la OMS ha contribuido al interés despertado por los flavonoides al comprobar que las tasas de
mortalidad por enfermedades cardiovasculares en Francia eran mucho menores que en otros
paises industriales como EE.UU., ello se atribuyé al consumo de vino, producto que tiene un
elevado contenido de porlifenoles y flavonoides. Estudios experimentales muetran la
existencia de mecanismos que inhiben la activacién de carcindgenos que bloquean la

iniciacion del proceso de carcinogénesis.

3.3.3 CAROTENOIDES

Los carotenoides son un grupo de fitoquimicos que de manera natural se encuentran
como pigmentos y son sintetizados invariablemente en los cloroplastos de las plantas
superiores. Aunque en este tejido fotosintético su color esta oculto por el de la clorofila, son
los pigmentos mas importantes entre las diversas clases encontradas en la naturaleza. Son
responsables de la coloracién amarillo, naranja y rojo de las flores, frutos y vegetales
(Delgado-Vargas et al., 2003).

La estructura basica de los carotenoides es un tetraterpeno de 40 carbonos, simétrico y
lineal formado a partir de ocho unidades isoprenoides de cinco carbonos unidas. Los
carotenoides hidrocarbonados son los llamados carotenos, de donde se derivan los que tienen
funciones oxigenadas, las cuales son llamadas xantofilas (Ong et al., 1997; Rodriguez, 1999;
Che et al., 2003). Estos pueden ser aciclicos como el licopeno o contener uno o dos anillos al

final de la molécula como el B-caroteno y la ldteina.

Se han aislado y caracterizado mas de 600 carotenoides que se encuentran de manera
natural. Sin embargo, de todos ellos, pocos carotenoides se han encontrado en el ser humano,

entre éstos se han identificado al o y B-caroteno, licopeno, zeaxantina y 3-criptoxantina.
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Existen evidencias acerca de que los carotenoides poseen actividad como provitamina
A, considerandose al B-caroteno como el mas importante. La provitamina A es transformada a
vitamina A en el tracto gastrointestinal, segun la necesidad del cuerpo humano. Esta vitamina
posee una funcion importante en la regulacion de la visién, crecimiento y reproduccién
humana. Es esencial para la diferenciacion celular normal de la mayoria de los epitelios,
incluyendo a los de la piel, bronquios, traquea, estdbmago, intestino, Gtero, rifiones y otros
organos (Ong et al., 1997; Rodriguez, 1999; Che et al., 2003).

Por otro lado, se ha demostrado que los carotenoides poseen otros efectos bioldgicos
independientes de su actividad como provitamina A, en especial su propiedad de actuar como
antioxidantes. La actividad de proteccion antioxidante incluye la desactivacion de los
radicales libres y la captura de especies de oxigeno reactivas (Ong et al., 1997; Rodriguez,
1999; Khor et al., 2001).

También, se les ha relacionado con una mejora del sistema inmune y la disminucion del
riesgo de desarrollar diversas enfermedades degenerativas incluyendo a varios tipos de cancer
(Michaud et al., 2000; Cooper, 2004; Bertram et al., 2005), enfermedades cardiovasculares y
la degeneracion muscular relacionada con la edad (Rodriguez, 1999).

Entre los carotenoides conocidos, el B-caroteno ha sido el més extensamente estudiado y
se ha demostrado que es uno de los compuestos con mayor actividad en la prevencién e
incluso supresion de estas enfermedades. Por ello, la importancia de los carotenoides en los

alimentos va mas alla de su funcién como pigmentos naturales.

3.3.4 TOMATE

El tomate (Solanum lycopersicum L.) contiene diferentes clases de compuestos
bioactivos, mayoritariamente antioxidantes, tales como carotenoides, acido ascorbico
(vitamina C) y compuestos fendlicos, los cuales se asocian con los efectos beneficiosos para

la salud atribuidos al consumo de este fruto (Raffo et al., 2002).

El tomate y sus derivados son la principal fuente de licopeno en la dieta, el cual ha sido

relacionado con multitud de efectos beneficiosos para la salud (Clinton, 1998). B-caroteno y
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luteina también estadn presentes en todos los productos derivados del tomate. La luteina ha
sido asociada con un menor riesgo de cancer de pulmon (Sies, 1991).

El tomate también ha despertado interés por ser una fuente de vitaminas (Cy E) y
polifenoles (Lenucci et al., 2006). Las concentraciones de las distintas vitaminas pueden
sufrir grandes variaciones en la planta, dependiendo de la variedad y del clima. Los factores

que influyen en la concentracion vitaminica son:

e La presencia de luz, que aumenta el contenido en vitamina.

e La temperatura, una alta temperatura induce la degradacion de la mayoria de las
vitaminas.

e El grado de maduracion, los niveles de carotenoides y el contenido en vitamina C
aumentan con la maduracion.

e Origen genético, se logré mejorar el contenido en acido ascérbico de los tomates

hasta hacerlo similar al de las frutas citricas (Montes, 1966).

El contenido en vitamina C puede encontrarse en forma de &cido ascorbico y
dehidroascorbico. La estabilidad de esta vitamina depende de la temperatura, concentracion
de sal en el medio, pH, concentracion de oxigeno presente, enzimas, catalizadores metalicos

(especialmente la presencia de Cu®* y Fe*") y de la proporcion ascérbico/dehidroascérbico.

El tomate también contiene folatos, que desempefian importantes funciones en el
organismo en cantidades menores que las necesarias para el caso de las vitaminas. Se trata de
compuesto esenciales que deben ser incorporados a través de la dieta ya que el metabolismo
humano no es capaz de sintetizarlos, y cuya deficiencia se asocia con el riesgo de padecer
ciertas enfermedades como la espina bifida (defectos en la formacion del tubo neural) y otras
enfermedades congénitas, anemia megaloblastica, enfermedades cardiovasculares y ciertos

tipos de cancer (De la Garza et al., 2007)

También es conocida la actividad de los alcaloides presentes en los tomates. Cantidades
de a-tomatina, alcaloide mayoritario en la planta de tomate y frutos inmaduros, parece tener
un potencial efecto toxico (Friedman et al., 2009). Estos autores estudiaron el efecto

citotoxico de extractos con un alto contenido en a-tomatina sobre varias lineas celulares
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cancerigenas, obteniéndose para todas las lineas una fuerte actividad inhibitoria del

crecimiento celular.

Otro componente del tomate, la fibra, ha sido asociado con una disminucidn del riesgo
de céncer de colon (Asano et al., 2002), y se encuentra en cantidades apreciables en productos
derivados del tomate (USDA, 2004).

Los tomates aunque en menor proporcion tambiéen contienen acidos grasos, siendo los
mayoritarios el acido linoleico, el palmitico y el oleico. Considerando la composicion en
porcentaje relativa a la cantidad de &cidos grasos puede considerarse que su aporte en la dieta

es minimo.

3.3.5PIMIENTO

El pimiento, Capsicum annuum L., tiene un alto contenido en agua Yy fibra, también son
ricos en hidratos de carbono. Se les considera una fuente excelente de vitaminas A, C y E, asi
como de compuestos fendlicos que ejercen un gran poder antioxidante destacando licopeno y
B-caroteno (Sukrasno et al., 1993; Palevitch et al., 1995; Matsufuji et al., 1998; Krinsky,
2001). Ademas, los cultivares picantes son ricos en capsaicinoides, alcaloides con

propiedades farmacoldgicas especificas (Wachtel, 1999; Daood et al., 2006).

En cuanto al interés nutricional de esta hortaliza son numerosas las propiedades
nutritivas y farmacoldgicas que presenta (Ozgur et al., 2011), en concreto los azlcares y los
acidos organicos, contribuyen ademas, y de forma importante, al sabor caracteristico del
pimiento (Jarret et al., 2009). Estos compuestos presentan niveles de acumulacion en el fruto
diferentes segln el genotipo, el grado de madurez y las condiciones de cultivo (Guil et
al.,2006).

El pericarpio del pimiento es particularmente rico en flavonoides, los compuestos de
mayor importancia en éste son una flavona (luteolina) y un flavonol (quercetina), ademas a
esta clase de flavonoides se le confieren propiedades benéficas que ayudan a combatir
enfermedades crénicas degenerativas tales como el cancer de pulmon y enfermedades

coronarias (Howard et al., 2007).
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Numerosos estudios sobre pimiento se han centrado en la determinacion de carotenoides
presentes en distintas variedades. En uno de ellos, se demostr6 que los carotenoides
responsables del color rojo de los frutos son capsantina, capsorubina y capsantina 5,6-epdxido
que fueron encontrados solo en el género Capsicum. Un estudio comparativo realizado en
Meéxico de la composicion de carotenoides en tres variedades de pimiento, indicaron la

presencia mayoritaria de f-caroteno y -criptoxantina, precursores de la vitamina A.

3.4 RELACION ENTRE HORTALIZAS Y CANCER

Cada vez son mas las evidencias experimentales que relacionan una nutricion
equilibrada con la prevencion de enfermedades de alta incidencia en los paises desarrollados.
Enfermedades como la diabetes, cardiovasculares y cancer han sido relacionadas directamente
con los habitos alimentarios. La secuenciacion del genoma humano ha abierto la puerta a una
nueva era de comprension de los mecanismos moleculares que relacionan salud, dieta y

factores ambientales (Desiere, 2004).

Doll et al., 1981, mostraron que entre un 75% Yy un 80% de todos los céanceres
diagnosticados en los Estados Unidos en 1970 podrian haberse prevenido alterando habitos
ligados al modo de vida como la dieta y el consumo de tabaco. En los primeros afios fueron
frecuentes los estudios sobre la relacion entre el consumo de vegetales ricos en fibra dietética
y el cancer de colon (Trock et al., 1990), lo que ha permitido autorizar a la Food and Drug
Administration (FDA) la inclusion en el etiquetado alimentario de referencias a este efecto

protector del consumo de vegetales (FDA, 2008).

Multiples estudios epidemioldgicos avalan la existencia de una relacion causal entre la
inclusion de frutas y verduras en la dieta y una reduccién en la incidencia de determinados
tipos de cancer, en particular aunque no exclusivamente del tracto gastrointestinal (Talalay,
2001; Beliveau et al., 2007).

El Fondo Mundial para la Investigacién del Cancer (WCRF, en sus siglas en inglés) y el
Instituto Americano de Investigacion del Cancer (AICR) han publicado diversos estudios
epidemioldgicos nutricionales que investigan el consumo de frutas y hortalizas para la

prevencion del cancer (WCRF / AICR, 2007). El informe, " Alimentacion, Nutricion,
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Actividad Fisica y la prevencion del cancer: una perspectiva global, " fue montado por un
panel de expertos y es ampliamente citado en la literatura. EI informe presenta evidencias del
efecto protector del consumo de frutas frente al cancer de boca, faringe, laringe, eséfago,
pulmon, y estomago, y el consumo de hortalizas frente al de boca, faringe, laringe, eséfago, y
estobmago. El informe también destaca los efectos protectores observados en ciertas sustancias
fitoquimicas presentes en frutas y verduras frente a distintos tipos de cancer, incluyendo
folato (pancreas), carotenoides (boca, faringe, laringe y pulmoén), B- caroteno (es6fago),
licopeno (préstata), y vitamina C (eséfago). Otros estudios epidemioldgicos europeos
(Soerjomataram et al., 2010), muestran los beneficios del consumo de frutas y verduras para
la prevencidn del cancer de es6fago, faringe, pulmoén y estbmago.

Son abundantes los trabajos sobre el efecto protector de hortalizas ricas en licopeno
contra el cancer de prostata (Giovannucci, 2002; Miller et al., 2002). Igualmente, la FDA
encontrd pequefias evidencias que apoyan la existencia de una asociacién entre el consumo de

tomate y el riesgo de padecer cancer (Wicki et al., 2011).

35 CULTIVO DE LINEAS CELULARES: CONCEPTOS, MANEJO Y
APLICACIONES

3.5.1 Conceptos generales

Las lineas celulares son células de un unico tipo (humano, animal o vegetal) que se han

adaptado para crecer continuamente en el laboratorio y que se usan en investigacion.

Las células que pertenecen a una misma linea celular son clones unas de otras,
consiguiendo asi que la linea esté estandarizada y todas ofrezcan las mismas respuestas frente

a cualquier alteracion.

En los cultivos celulares, las células no estan organizadas en verdaderos tejidos, por lo
que solo se puede aproximar a la realidad hasta cierto punto. Puede ser considerado como un
paso previo a la investigacion con modelos animales, no obstante se consiguen respuestas

especificas frente a estimulos concretos.
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Es necesario realizar algunas definiciones para instalar un lenguaje comdn en el manejo

de lineas celulares:

e Cultivo celular: Término utilizado para denominar el crecimiento de células in

vitro, incluyendo el cultivo de células aisladas.

e Cultivo primario: Es el cultivo iniciado a partir de células, tejidos u organos

tomados directamente de un organismo. Un cultivo primario debe ser considerado
como tal hasta que se subcultive (o repique) con éxito por primera vez. En ese

momento se considera una linea celular.

e Linea celular: Una linea celular se origina a partir de un cultivo primario en el
momento del primer subcultivo exitoso. El término linea celular implica que los
cultivos de la misma consisten en numerosos linajes de células presentes

originalmente en el cultivo primario.

e Densidad de saturacion: El maximo ndmero de células que se pueden mantener
bajo condiciones especificas de cultivo en un recipiente. Este término se expresa
usualmente como el namero de células por centimetro cuadrado en una superficie
de cultivo o el nimero de células por centimetro cubico en un cultivo en

suspension.

e Eficiencia de siembra (adhesion): El porcentaje de células sembradas que se

adhieren a la superficie del recipiente de cultivo en un tiempo determinado.

e Tiempo de subcultivo: Periodo de tiempo que permanece una poblacion celular en

un dispositivo de cultivo (placa, frasco, etc).

e Medio quimicamente definido: Solucidn nutritiva para cultivo de células siendo

conocida la estructura quimica de cada componente. Aungue se sabe que aun los
compuestos quimicos puros pueden tener algunos contaminantes, se deben usar
compuestos quimicos de alta calidad con datos analiticos, si es posible, de los

contaminantes.
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e Pasaje (repigue): La transferencia o trasplante de células, con o sin dilucion, de un

recipiente de cultivo a otro. Se entiende que siempre que las células se transfieren
de un recipiente a otro, una cierta porcion de éstas se pierde y que por lo tanto, se
produce la dilucién de las células de forma deliberada o no. Este término es

sindnimo del término subcultivo.

e Pasaje nimero (repique numero): EI nimero de veces que las células en cultivo han
sido subcultivadas. En la descripcion de este proceso debe establecerse la relacién o

dilucion de las células a fin de determinar la edad relativa del cultivo.

3.5.2 Evolucién de los cultivos celulares

El cultivo de células tuvo su origen en el siglo XIX. Sin embargo, fue la utilizacién de
bloques de agar con plasma coagulado (soporte y alimento) el inicio del cultivo de células in
vitro (Freshney, 1987).

El desarrollo del cultivo de células de vertebrados se inicié con las observaciones de
Roux, 1885, en cultivos de células de embrion de pollo; posteriormente Harrison, 1907,
considerado el iniciador de los cultivos de tejidos animales, empled técnicas in vitro para el

estudio de fenémenos in vivo, cultivando tejido nervioso de rana.

La primera limitacion para el establecimiento de cultivos era lograr un medio nutritivo
adecuado. Burrows, 1910, emple6 plasma de pollo para nutrir los explantes de tejidos
embrionarios de pollo. Posteriormente se realizaron los primeros intentos de establecer
cultivos de células de mamifero. Carrel, 1912, demostraron que la vida del cultivo se puede
prolongar mediante subcultivo. Los medios empleados fueron plasma suplementado con

extractos de embrion.

Rous et al., 1916 emplearon por primera vez extractos enriquecidos en tripsina para
disociar las células de embriones de pollo, estableciendo el primer cultivo celular. Uno de los
mayores problemas que describieron para el establecimiento de los cultivos celulares fue la
aparicion de multiples contaminaciones, por lo que desarrollaron numerosos métodos de

manipulacion en condiciones de asepsia que aun hoy dia se utilizan.
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Una serie de innovaciones como el desarrollo de medios de cultivo (Eagle, 1955), el uso
de antibidticos (Hayflick et al., 1961), las técnicas de tripsinizacion para el pasaje de células
(Moscona et al., 1952) y la suplementacion del medio con suero fetal bovino, permitieron el

desarrollo y aplicabilidad de los cultivos de células de origen vertebrado.

El empleo de técnicas de fusion celular (Littlefield, 1964) establecio las bases de la
genética de células somaticas para el analisis de especies animales (incluyendo al hombre);
igualmente la técnica de anticuerpos monoclonales (Kohler et al., 1975) ha permitido estudios

en inmunologia y su aplicacion a nivel terapéutico.

En la actualidad, pueden cultivarse en el laboratorio células procedentes de una amplia
gama de tejidos y organismos diferentes. Inicialmente, el objetivo principal era el estudio de
las propias células, cbmo crecen, qué necesitan para su crecimiento, cémo y cuando dejan de
crecer; sin embargo, este tipo de estudios tiene hoy un gran interés cientifico, por ejemplo, en
relacién con investigaciones sobre el ciclo celular, el control del crecimiento de células
tumorales y la modulacion de la expresidn genética. Otra area de gran interés se centra en la
biologia del desarrollo; los esfuerzos para explicar cémo el gran nimero de células presentes
en un organismo maduro derivan de una sola célula a partir de la fertilizacion, han llevado a la
busqueda de modelos experimentales.

El cultivo celular es muy adecuado como modelo para el estudio del desarrollo y la
diferenciacion, por lo que las lineas celulares que conservan la capacidad de diferenciarse in
vitro son objeto de un intenso estudio. Por Gltimo, hay cierto tipo de investigaciones que no
pueden realizarse sin el cultivo de células, por ejemplo, el trabajo con animales transgénicos.
Dicho trabajo conduce a que organismos maduros expresen genes nuevos. Por lo que se basa
totalmente en las técnicas de cultivo celular para la insercion de genes extrafios en las células
receptoras. Asi mismo, la tecnologia de la fusion celular y los ensayos de citotoxicidad son
técnicas de cultivo celular que, en cierto modo, han sido disefiadas para sustituir a la

metodologia in vivo (Cohen, 1995).

3.5.3 Comportamiento de las lineas celulares

En el proceso de establecimiento de un cultivo celular se seleccionan las células que

creceran segun numerosos criterios. Asi solo formaran el cultivo aquellas células que sean por
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una parte capaces de superar el proceso de disgregacion, y por otra capaces de adherirse al

sustrato y proliferar en forma de monocapa o en suspension.

Una de las formas de crecimiento in vitro mas habitual es el cultivo en monocapa
(Hayflick et al., 1961; Michikawa et al., 1991). Cuando las células requieren la adhesion a un
sustrato para crecer y dividirse, el crecimiento se realiza en una unica capa celular
(monocapa). Esta monocapa crecera hasta alcanzar cerca del 100% de confluencia (maxima
capacidad de cubrimiento de superficie); pasada esta etapa, el crecimiento se detiene por
inhibicion por contacto y las células pueden comenzar a degenerar, despegarse y morir. No
obstante, algunas variantes de células tumorales son capaces de “apilarse” y dar lugar a

multicapas.

El crecimiento en suspension es propio de aquellas células capaces de proliferar sin
necesidad de adherirse al sustrato.

Cuando se mantiene el cultivo se establece una nueva seleccion, es decir, aumentan en
namero aquellas células que tienen una mayor tasa de crecimiento. En el momento en que se
alcanza la confluencia las células, en general, detienen su crecimiento. Se ha de entender el
cultivo como un ente dinamico en el que las proporciones relativas de los diferentes
elementos gue lo forman varian en el tiempo en funcién de la presion selectiva a la que estén

sometidos.

Una vez se alcanza la confluencia en el cultivo es cuando muchas lineas celulares
expresan sus aspectos mas caracteristicos. Es en este estado, cuando el parecido morfolégico
y fisioldgico es mayor al modelo celular de origen. También es el momento en el que se

detiene el crecimiento y se hace necesario dividir o replaquear las células.

Es una observacion generalizada que después del tercer replaqueo el cultivo se
estabiliza y homogeneiza, es decir, el tipo celular de mayor tasa de crecimiento ha ocupado

completamente el cultivo desplazando a los otros tipos celulares.
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Figura 1: Evolucion de una linea celular hipotética. Comportamiento a los largo de
las semanas

Cuando las células comienzan a dividirse en la placa su nimero se incrementa, hasta
ocupar toda la superficie disponible. En ese momento es necesario tomar algunas y resembrar
en una nueva placa. En el caso de células en cultivo primario el factor de dilucion de un pase
al siguiente suele ser de 1/2 a 1/5 pero no superior. En el caso de lineas celulares establecidas
la dilucion puede ser tan elevada como 1/100 o 1/1000, siendo la habitual 1/10.

El crecimiento de las células en cultivo primario prosigue a lo largo de una serie de
generaciones 0 pases caracteristicos de cada tipo celular y condiciones de cultivo. Solo
ocasionalmente un cultivo primario se mantiene durante mas generaciones de las esperadas,
debido a la aparicion en el cultivo de células inmortales. Estas células forman lineas estables o
cultivos celulares permanentes. La razén de la inmortalizacion de estas células es en la mayor
parte de los casos desconocida pero se incrementa la frecuencia de inmortalidad mediante
infecciones virales, tratamientos con mutagenos, etc, por lo que deben estar relacionadas con
la pérdida, espontanea o inducida por el tratamiento, de las vias de control celular. Se
especula con que la capacidad de un cultivo celular primario para establecerse como linea

estable esta relacionada directamente con su variabilidad genética.
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El cultivo de células no sélo presenta dificultades en funcion del tipo de célula de la que
se trate, también hay grandes diferencias que se relacionan fundamentalmente con el grado de
diferenciacion. En general, se puede establecer que una linea celular sera mas facil de
establecer o cultivar cuanto mas indiferenciada sea, con las excepciones de las lineas

tumorales de células diferenciadas.

Por lo general, los cultivos primarios de muchos tipos de células son posibles porque
éstas pierden ciertas caracteristicas diferenciadoras, como la incapacidad de dividirse, y se
convierten en células que mantienen tan sélo algunas de las propiedades que las
caracterizaban. Esta pérdida puede producirse por una desdiferenciacién o desadaptacion. La
desdiferenciacion implica una pérdida irreversible de una propiedad diferencial del tipo
celular, mientras que la desadaptacion implica que la caracteristica especializada perdida no
es irreversible sino consecuencia de la pérdida de la sefial y que basta con recuperarla para
que se reexprese (Michalopoulos et al., 1975; Sattler et al., 1978).

Uno de los métodos de preservacion por tiempo indefinido de células es por medio de la
congelacion en nitrdgeno liquido. Los pasos cruciales dependen de adecuadas velocidades de
congelacion y descongelacion de las células. Para congelar las células los protocolos més
exitosos bajan la temperatura lentamente hasta los —80 °C evitando de esta manera la
formacion de cristales intracelulares que pudieran dafar a las células. Cuando la temperatura
se baja bruscamente la velocidad de formacion de cristales intracelulares se incrementa y la
viabilidad decae de forma considerable. En la preparacion se incluye, ademas, un agente que
limita la cristalizacién, como el dimetil sulfoxido (DMSQO). Para el descongelado en cambio,
se incrementa abruptamente la temperatura para evitar que las células sufran grandes cambios

de volumen y estallen.

3.5.4 Justificacion de los ensayos con lineas celulares in vitro

Las principales razones que justifican el empleo de lineas celulares son:

- Morales y éticas, ya que no se somete a estrés ni sufrimiento a seres vivos. Se
consideran crueles los ensayos in vivo para detectar la capacidad irritativa dérmica y

ocular (test de Draize) y los de toxicidad aguda para calcular la dosis letal media.
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- Econdmicas, debido a que el coste de los ensayos de toxicidad con animales es muy
alto y por lo tanto supone un obstaculo para el desarrollo de muchos medicamentos y
compuestos quimicos. El coste de la evaluacion toxicoldgica completa de un producto
oscila entre 56.000 y 3.000.000 de euros (Repetto et al., 2009).

- Cientificas, ya que la experimentacion tradicional con animales es fundamentalmente
empirica; muchos de los efectos estan originados en procesos complejos, que no son
suficientemente conocidos o entendidos. Por el contrario, las experiencias con células
o fracciones celulares permite limitar o fraccionar los procesos fisiopatolédgicos, lo que
favorece el entendimiento de las fases, incluso de la interaccion molecular, y la
medicion en términos cuantitativos de acciones y efectos, lo que a su vez hace posible
la comparacion objetiva de unas sustancias con otras. La implantacion de las
sistematicas de evaluacion de la toxicidad de compuestos quimicos en animales, han
producido importantes errores en los resultados que han obligado a la implantacion de

los cddigos de Buenas Préacticas de Laboratorio.

- Logisticas, ya que, aunque los ensayos con animales fueran capaces de predecir
correctamente el riesgo que los productos suponen para el hombre, sélo dispondriamos
de suficiente nimero de animales, laboratorios, técnicos y toxicologos para evaluar

una minima parte de los mas de 1.000 nuevos compuestos que se introducen cada afo.

- Socio-politicas, debidas a la presién de diferentes grupos sociales que exigen la

abolicion de la experimentacion animal, apoyandose en motivos éticos.

- Legales, la legislacion europea y espafola establece que “no debera realizarse un
experimento si se dispone de otro método cientificamente satisfactorio y contrastado
que permita obtener las mismas conclusiones, sin implicar la utilizacion de animales”

(Directiva del Consejo 86/609/CEE; R.D. 1201/2005, del 21 de octubre).

3.5.5 Ventajas e inconvenientes del cultivo celular in vitro

Las principales ventajas de los métodos de experimentaciéon toxicoldgica in vitro

(Repetto et al., 2005) con lineas celulares son las siguientes:
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VENTAJAS

Etica y moralmente mas aceptables
NUmero reducido de animales

Posibilidad de uso de material humano
Mayor precision

Control absoluto de la duracion del
periodo de contacto

Menores  cantidades de  productos
ensayados

Control del medio fisicoquimico

Mayor reproducibilidad en los resultados,
sin interferencias

Facilmente objetivables y cuantificables
Facilitan el estudio de los mecanismos de
accion toxica

Ahorro de tiempo al facilitar los
resultados
Menor coste (instalaciones menos

complejas)

INCONVENIENTES

Necesidad de utilizar més de un sistema
de ensayo
Limitada duracion de la actividad
fisioldgica (deteccion toxicidades
cronicas)

Ausencia de ciertos fendmenos toxico-

cinéticos
Mayores dificultades para ensayar
sustancias poco solubles, volatiles,

gaseosas, y facilmente degradables
Posibilidad  de
erréneos, debido a ensayos en condiciones

obtener  resultados
no adecuadas
Complejidad para la extrapolacién a
ensayos in vivo
Técnica sensible, ya que el crecimiento de
las células se tiene que realizar en

estrictas condiciones de asepsia

Evitar interferencias con otros 6rganos

3.5.6 Validacion y aceptacion de los métodos in vitro con cultivos celulares

La comunidad cientifica admite sin reservas la utilidad y los resultados obtenidos por
procedimientos in vitro en la investigacion basica de los mecanismos farmacoldgicos, toxico-

dindmicos y de los procesos toxico-cinéticos.

A principios de los afios ochenta se reconocid que la validacion (proceso por el que se
establece la exactitud y aplicabilidad de este procedimiento para un determinado proposito) de
los métodos alternativos es el proceso clave de la metodologia in vitro. Hasta la implantacion
de los codigos de Buenas Précticas de Laboratorio, nadie se habia planteado la necesidad de

validar los procedimientos de experimentacion animal (Repetto, 1988), que fueron
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introduciéndose en la legislacion de acuerdo con consideraciones empiricas, pero sin que se
hubiera valorado previamente la capacidad predictiva real de la toxicidad sobre el hombre.

Ciertamente, la validacion parece ser mas dificil que el propio desarrollo del método.

Una vez comprobada cientificamente la validez del nuevo método, se precisa que las
autoridades reguladoras lo aprueben e introduzcan en la legislacion como un ensayo
complementario o sustitutivo a los vigentes con animales. En la practica, esta aceptacion legal

es la parte mas compleja y dificil.

Para fomentar el proceso validatorio de nuevos métodos in vitro, se han desarrollado
varios programas multicéntricos tanto internacionales como nacionales. El programa MEIC
(Multicenter Evaluation of in vitro Cytotoxicity), iniciado en 1989 por la Sociedad
Escandinava de Toxicologia Celular, persigue valorar la capacidad de diversos ensayos de
citotoxicidad para predecir la toxicidad humana, empleando una lista comin de productos de

ensayo.

La creacion de una base de datos de procedimientos in vitro, denominada INVITTOX,
permite a los investigadores estar al dia de los resultados obtenidos por cada método y de la
fase en que se encuentra en el proceso de validacion. También existen programas nacionales

en USA, Alemania, Francia, y propuestas para Espafia (Repetto, 1992).

3.5.7 Células tumorales de colon. Linea celular HT-29

Las lineas celulares derivadas de cancer colorrectal han proporcionado una herramienta
muy util para el estudio de genes reguladores de la diferenciacion intestinal y su implicacion
en el cancer, en gran parte debido a la dificultad de obtener cultivos primarios a partir de

células epiteliales normales de intestino.

En particular, algunas lineas celulares colorrectales tienen conservadas partes del
programa de diferenciacion epitelial del intestino, expresando muchos de los genes
caracteristicos de las células del epitelio coldnico diferenciado (por ejemplo de células
absortivas 0 mucosecretoras), y mantienen la capacidad de formar monocapas de células

polarizadas una vez que han alcanzado la confluencia en cultivos in vitro.
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Por otra parte, muchas de estas lineas celulares presentan mutaciones genéticas, asi
como inestabilidad cromosoémica y de microsatélites similares a lo que ocurre en tumores
colorrectales, lo cual es muy interesante a la hora de estudiar la conservacion o pérdida de
mecanismos de diferenciacion celular durante la progresion tumoral. En consecuencia, estas

lineas celulares son muy atiles como modelos de diferenciacion celular, normal y tumoral.

La linea celular HT-29 fue establecida en 1975, derivada de células de adenocarcinoma
de colon humano (Fogh, 1975).

A nivel morfoldgico, los cultivos de esta linea celular son hetereogéneos y contienen
subpoblaciones de células con diversa capacidad de diferenciacion. Asi pues, en condiciones
estandar de cultivo, la poblacién HT-29 contiene mas de un 95% de células morfol6gicamente
indiferenciadas. Durante el crecimiento hacia postconfluencia, las células se van apilando y
no se polarizan, formando multicapas, y no expresan marcadores de diferenciacion
caracteristicos de células del epitelio intestinal adultas. Sin embargo, el 5-10% restante de la
poblacién total desarrolla caracteristicas diferenciadas, expresan enzimas como la
aminopeptidasa N (APN), dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV), antigeno carcinoembrionario
(CEA), la glicoproteina membranal MUC1 asi como otras mucinas (Lesuffleur et al., 1990).

A nivel genético, las celulas HT-29 presentan alteraciones tipicas de tumores
colorrectales, como son mutaciones en APC (aminopeptidasa C) y Tp53 (gen clave del ciclo
celular) con la consiguiente pérdida de sus funciones, la amplificacion de cmyc (Corzo et al.,

2003), asi como un fenotipo de inestabilidad cromosdémica y aneuplodia.

.....
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Figura 3.5.7: Linea celular HT-29 en cultivo en monocapa
3.5.8 Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad celular se define como una alteracién de las funciones celulares basicas
que conlleva a un dafio que puede ser detectado (Repetto, 2002). Diferentes autores han
desarrollado baterias de pruebas in vitro para predecir los efectos toxicos de drogas y
compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales cultivos primarios y 6rganos

aislados como lineas celulares establecidas.

Dentro de la bateria de ensayos in vitro como métodos de toxicologia alternativa Utiles y
necesarios para el registro o solicitud de ensayos clinicos de una sustancia dada se encuentran
los llamados ensayos de citotoxicidad, capaces de detectar mediante diferentes mecanismos
celulares conocidos, los efectos adversos de interferencia con estructura y/o propiedades
esenciales para la supervivencia celular, proliferacién y/o funciones. Dentro de estos se
encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo, sintesis y
degradacion, liberacion de constituyentes celulares o productos, regulacion ionica y division

celular.

3.5.9 Medida de la viabilidad celular

Hay diversas técnicas para medir la viabilidad celular, las mas destacadas son:

» MTT: Se basa en la reduccién metabodlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio. Es un método colorimétrico, ya que se produce como consecuencia
de la reaccion un cambio de coloracion del amarillo al azul, sensible y cuantitativo. Se
usa para determinar la viabilidad celular, dada por el nimero de células presentes en el
cultivo lo cual es capaz de medirse mediante la formacion de un compuesto denominado
formazan, debido a una reaccion que permite determinar la funcionalidad mitocondrial
de las células tratadas. La determinacion de la capacidad de las células de reducir el
MTT a formazan después de su exposicion a un compuesto permite obtener informacion
acerca de la toxicidad del compuesto que se evalta. (Mosmann, 1983; Berridge et al.,
1996).
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» MTS: Es un método muy similar al MTT, diferenciandose en que el formazan que se
produce con el MTS es soluble en medio y por tanto no requiere su solubilizacion
posterior, de forma que las células no tienen que ser lisadasquedando viables para ser
utilizadas con posterioridad. Se basa en la reduccion metabdlica del 3-(4,5)

Dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboxi-metoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio.

» XTT: Este método es menos tdxico que el MTT y proporciona la ventaja de poder
liberar el reactivo sin la necesidad de lisar las células con DMSO antes de la medida, lo
que permite la posibilidad de poder utilizar las células posteriormente. Los resultados
que se consiguen con XTT son similares a los conseguidos con MTT pero es necesaria
la presencia de menadiona ya que la biorreduccion es menos eficaz. EI metabolismo de
las sales de tetrazolio esta directamente relacionado con el niumero de células y refleja la
actividad de las enzimas mitocondriales. El uso de esta sal esta menos extendido debido
a su inestabilidad y a su alto coste en comparacion con el MTT.

»ROJO NEUTRO: Esta prueba es una medida de la toxicidad de un compuesto

determinado por la liberacién de un colorante (rojo neutro) debido a la pérdida de la
viabilidad celular. El rojo neutro (3-amino-7-dimethylamino-2 metil-fenazina-
hidrocloruro) es un colorante cationico débil que se incorpora en células viables. Es
captado por las células y en la medida que la célula pierda viabilidad por la accién del
compuesto que se evalla se libera al medio el colorante pues solo las células viables son
capaces de retener el colorante en su interior. Seguidamente se determina la cantidad de
rojo neutro que permanece después de la exposicion dentro de la célula (Norton, 2000).
El rojo neutro tiende a precipitar irreversiblemente formando cristales, lo que podria

causar interferencias.

"ENLAZAMIENTO AL AZUL DE KENACID: Mediante este ensayo es medido el

cambio en el contenido de proteinas totales, lo cual constituye un reflejo de la

proliferacion celular. Al encontrarse afectado el crecimiento celular debe reducirse el
namero de células presentes en el cultivo tratado con respecto al control, por lo que la
medida de la concentracion de proteinas presentes en el cultivo constituye un indice de
toxicidad (Lodish et al., 2007). Por lo general se exponen las células al producto, se

retira y se exponen las células al colorante, el cual enlaza a las proteinas celulares. Por
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ultimo se determina la cantidad de azul de kenacid retenido por las células y se
cuantifica el porcentaje de inhibicion del crecimiento celular. (Arencibia et al., 2003).

»AZUL DE ALAMAR (AB): El ingrediente activo de AB es la resazurina, un

compuesto no toxico, permeable a las células y de color azul. Al entrar en las células,

resazurina (azul, no fluorescente) se reduce a resorufina (rosado, altamente
fluorescente), por oxidoreductasas. Las células viables realizan esta reaccion, generando
asi una medida cuantitativa de la viabilidad o citotoxicidad. Esta técnica correlaciona la
proliferacion celular con la magnitud del potencial REDOX de la reaccion del colorante
(Ahmed et al., 1994; Goegan et al., 1995; Nociari et al., 1998).

»SULFORRODAMINA B (SRB): Ensayo colorimétrico, no radiactivo de

cuantificacion espectrofotométrica que se basa en la union electrostatica de la SRB a los

aminoacidos basicos fijados con acido tricloroacético (TCA). Es una técnica sensible,

rapida y sencilla.

3.5.10 ELECCION Y JUSTIFICACION DEL METODO UTILIZADO

Comunmente, en los estudios de citotoxicidad in vitro sobre lineas celulares, se emplean
diferentes métodos, la mayoria de éstos son de punto final, al usarse de forma destructiva, lo
cual imposibilita seguir el comportamiento de las células después de ser sometidas a un

tratamiento traumatico.

Una prueba in vitro ideal para evaluar la proliferacion celular y la citotoxicidad debe

ser.

Simple
Répida
Eficiente
Econdmica
Reproducible
Sensible

Segura

NN N N R N NN

Efectiva en la medida de la poblacién celular viable
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v No mostrar interferencia con el compuesto a evaluar.

La técnica colorimétrica de medida de viabilidad celular elegida para la realizacion de

los ensayos de citotoxicidad fue la del MTT.

La reduccion metabodlica de MTT es uno de los métodos més empleados para medir
supervivencia y proliferacion celular. Fue desarrollado por Mosmann, 1983, siendo
modificado por Denizot et al., 1986. Dicha reduccion es llevada a cabo por la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa obteniéndose un compuesto de color azul oscuro
(formazéan). EI formazan se acumula en la célula ya que no puede pasar a través de la
membrana plasmatica, lo que genera la necesidad de lisar las células para liberarlo. Los
cristales que se forman debidos a que el MTT se transforma metabdlicamente en formazan
son insolubles en agua y por tanto quedan atrapados en el interior de la célula. Dichos
cristales deben ser solubilizados con disolventes organicos, entre los que se encuentran el
DMSO, isopropanol-HCI y etanol; siendo el DMSO el de uso mas generalizado y por ello el

empleado en este proyecto.

La cantidad de células vivas es directamente proporcional a la cantidad de formazan

producido y se cuantifica por colorimetria.

Este método es simple, preciso y rapido. Es una de las técnicas més utilizadas, siendo
muy empleada para medir viabilidad, proliferacion y activacion celular. También presenta la
ventaja de que permite procesar gran cantidad de muestras y con gran precision al poder
realizar los ensayos en placas de 96 pocillos, y ademas es mas economico que la mayoria de

los métodos anteriormente descritos.

3.6 EXPRESION GENICA Y ENZIMATICA

El proceso de apoptosis tiene una regulacion compleja. La pérdida de integridad de las
uniones intercelulares, hormonas y factores de crecimiento, los impactos ambientales como
agentes quimicos, radiaciones ionizantes e isquemia y el sistema inmune, son algunos de los
desencadenantes extracelulares de apoptosis. Estos agentes actlian a través de receptores de

membrana, receptores intracelulares o produciendo un dafio directo nuclear, dando lugar a la
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liberacion o inhibicion de reacciones intracelulares que conducen a la fragmentacion del
material genético y a la muerte celular (Raff, 1992).

La apoptosis es un mecanismo clave detectado en las lineas celulares cancerosas cuando
los cultivos se exponen a digestatos de tomate. Palozza et al, (2009) identificaron la
activacion de la cadena de caspasas como un mecanismo iniciador de la apoptosis tras la
exposicion de células de cancer de colon HT-29 a digestatos de tomate. Las caspasas son una
familia de proteasas que median la muerte celular programada por apoptosis. La caspasa 3 es
una de las enzimas criticas de la apoptosis, una proteina efectora que es la mas estudiada en
mamiferos. Puede procesar procaspasas 2, 6, 7 y 9 y especificamente escindir la mayor parte
de sustratos relacionados conocidos, incluyendo muchas proteinas clave tales como la enzima
nuclear poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), el inhibidor de la desoxirribonucleasa activada
por caspasas (ICAD), y gelsolina y fodrina, que son proteinas implicadas en la regulacion de
la apoptosis. Esta escision es parte del mecanismo que conduce a la muerte celular. Ademas,
la caspasa 3 desempefia un papel fundamental en la regulacion de la apoptosis, incluyendo la
condensacion de la cromatina condensacion y la fragmentacion del ADN, asi como la
gemacion y otros cambios morfoldgicos asociados La actividad de la caspasa 3 es especifica

de tejido y tipo celular.

En el trabajo mencionado (Palozza et al, 2009), se detectd que los digestatos de tomate
activaban la via de la cascada de caspasas por la disminucién de la expresion de los genes
supresores de tumor de la familia Bcl-2, y el aumento de la expresion de genes pro-
apoptéticos como BAX, vy la regulacion negativa de la expresion de genes del ciclo celular

tales como ciclina D1.

Segun, Pereira et al., 2014, el andlisis de citobmetro de flujo revela que el licopeno
promove hasta el doble aumento de la apoptosis en células PCa en comparacion con el grupo
control. Utilizando el ensayo de PCR en tiempo real, encontramos que el licopeno promove
una regulacién positiva del gen Bax y una regulacion negativa del gen Bcl-2 en las células
PCa. Este estudio apoya la propuesta de que el licopeno puede tener un efecto protector sobre

el cancer de prostata.

La secuenciacion directa y el andlisis de la disgregacion de anticuerpos quimicos del
ADNCc de p53 utilizando la reacciéon en cadena de la polimerasa en estas lineas celulares

mostraron que todas las lineas celulares que expresaban altos niveles de p53 sintetizaban
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mRNAs que codificaban proteinas p53 mutantes. Por lo tanto, concluimos que la
sobreexpresion de p53 es sinénimo de mutacién, pero algunas mutaciones no se detectd por

un simple analisis inmunohistoquimico (Rodrigues et al., 1990).

El supresor de tumores p53 actua para integrar maltiples sefiales de estrés en una serie
de diversas respuestas antiproliferativas. Una de las funciones p53 mas importantes es su
capacidad para activar la apoptosis, y la interrupcion de este proceso puede promover la
progresion del tumor y la quimiorresistencia. p53 aparentemente promueve la apoptosis a
través de la transcripcion dependientes y dependientes de los mecanismos que actlan en
concierto para garantizar que el programa de muerte celular prosigue de manera eficiente.
Ademas, la actividad apoptdtica de p53 esta estrechamente controlada, y esta influenciada por
una serie de eventos cuantitativos y cualitativos que influyen en el resultado de la activacion
de p53. Curiosamente, otros miembros de la familia p53 también pueden promover la
apoptosis, ya sea en paralelo o en concierto con p53. Aunque incompleta, nuestra
comprension actual de p53 ilustra cdmo la apoptosis puede ser integrado en una red supresora
de tumores mas grande controlada por diferentes sefiales, factores ambientales y tipo de
células. La comprension de esta red en mas detalle proporcionara ideas sobre el cancer y otras
enfermedades, e identificara estrategias para mejorar su tratamiento terapéutico (Friedman et
al., 2003).

s Genp53

Se trata de un gen supresor que codifica una proteina nuclear. La funcion del p53 en
estado normal es la de regulacion del ciclo celular ante un dafio de ADN. Cuando se dafia el
ADN, el p53 se acumula en el nlcleo, y es capaz de detener el ciclo celular antes que se
duplique el ADN e iniciar su reparacion. P53 va a inducir la sintesis de proteinas inhibidoras
de los complejos ciclina, bloqueando en ciclo celular. Si se repara la lesion el ciclo continda,
pero si no se repara se induce la apoptosis de la célula mediante la expresion de genes como
Bax. La alteracion de la proteina p53 produce inestabilidad genomica, siendo las células
incapaces de evitar la proliferacion o activar la apoptosis, cuando estd comprometida la
integridad del ADN, de manera que son capaces de acumular las mutaciones para completar
las carcinogénesis.

Las mutaciones de p53 se encuentran en aproximadamente la mitad de los tumores
malignos. Son fundamentalmente mutaciones por sustitucion, en las que se cambia un

aminoacido. La mutacién del gen p53 es uno de los cambios genéticos mas comunes en el
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desarrollo del cancer colorrectal humano (Rodriges et al., 1990), seguido de los carcinomas

de pulmén y el de los carcinomas de mama.

s Gen Bax

La proteina codificada por este gen pertenece a la familia de proteinas BCL2. Los
miembros de la familia BCL2 forman hetero- o homodimeros y actian como reguladores anti
0 pro-apoptoticos que estan implicados en una amplia variedad de actividades celulares. Esta
proteina forma un heterodimero con BCL2, y funciona como un activador apoptotico. Se
informa que esta proteina interactia con el canal anidnico dependiente del voltaje
mitochondrial (VDAC), y aumenta la apertura del mismo, lo que conduce a la pérdida de
potencial de membrana ya la liberacion de citocromo c. La expresion de este gen esta
regulada por el supresor tumoral P53 y se ha demostrado que esta implicada en la apoptosis
mediada por P53. Se han reportado multiples variantes de transcripcion empalmadas, que
codifican diferentes isoformas, para este gen.

Se ha demostrado claramente que el gen p53 es el oncogén mutado mas cominmente en
una amplia variedad de canceres humanos, incluyendo los adenocarcinomas mas frecuentes.
El p53 de tipo salvaje integra una red compleja de respuestas antiproliferativas, incluyendo
apoptosis, detencion del ciclo celular y senescencia (Friedman et al., 2003). Sin embargo,
aunque la pérdida de funcionalidad normal es casi universal, p53 podria no ser realmente un
gen supresor de tumores, pero un efecto negativo dominante esta involucrado en la mayoria
de las mutaciones (Liu et al., 2006).

La red antiproliferativa p53 es controlada por diferentes sefiales, incluyendo factores
ambientales, tales como biomoléculas dietéticas activas y sus metabolitos. Hasta donde
sabemos, a partir de micronutrientes de tomate sélo licopeno se ha citado como activador de
p53 para inducir la via intrinseca de la apoptosis en las células cancerosas, pero diferentes
lineas de HT-29 (Palozza et al 2010, Pereira et al., 2014).
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4. MATERIAL Y METODOS
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1 MUESTRAS

En el desarrollo de este proyecto se analizaron muestras de gazpacho tanto pasteurizado
como casero, asi como algunas hortalizas comunes en nuestra dieta, concretamente tomate
redondo var. Racimo (Solanum lycopersicum L.) y pimiento dulce var. Palermo (Capsicum
annuum L.). Las muestras que han sido utilizadas presentan las condiciones adecuadas para su
consumo. Estas fueron utilizadas para la determinacion de color, y otros parametros, asi como
para la realizacion de los ensayos de viabilidad celular, tanto en fresco como digeridos in

vitro.

En principio este trabajo se inicidé con un gazpacho pasteurizado de una marca
comercial, con el cual realizamos andlisis y caracterizacion de la viabilidad celular, pero
seguido de estos analisis se utilizé el mismo gazpacho de la misma marca comercial en crudo,
y posteriormente llegamos a utilizar un gazpacho casero, realizado en el laboratorio. Se utilizd
una receta casera tradicional normalizada de gazpacho. El tomate y el pimiento dulce usados
en la receta del gazpacho fueron probados para la accion anti-proliferative contra crecimiento
de las células. Las proporciones en la receta del gazpacho fueron: 385 g / | de tomate
(Solanum lycopersicum L.), 58 g / | de pepino corto (Cucumis sativus L.), 3 g/ | de pimiento
dulce (Capsicum annuum L.), 2 g / | de ajo (Allium sativum L.), 3,3% (v / v) de aceite de oliva
virgen extra (CarbonellTM, Espafia) % De agua (v / v) y vinagre de 0,16% (v / v) (BorgesTM,
Espafia). La composicién del aceite de oliva se caracterizé por 88% de acido oleico y 0,2 ° de
acidez, y la acidez del vinagre fue de 6°. Estos ingredientes se molieron durante 60 segundos
a temperatura ambiente para convertirse en una sopa semiliquida, con una batidora doméstica
(tipo BLP30, KenwoodTM, China).

4.2 CULTIVOS CELULARES
4.2.1 Instrumentacion

= Bafo de agua termostatizado (P Selecta)

= Cabina de flujo laminar (Telstar BioUltra)
= Camara de recuento celular (Neubauer)

= Centrifuga refrigerada (Digiten 20-R)

= Congelador de -80°C (Giralt)

= Congelador de -20°C
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= Contenedor de nitrégeno liquido

= Microscopio invertido de contraste de fase (Olympus CKX 41)
= Frascos Falcon de cultivo estériles de 25 cm? (Sarstedt)
= Micropipetas de 100 y 1000 pL (Gilson)

= Pipetas seroldgicas estériles de 2, 5y 10 mL (Sarstedt)
= Pipetas Pasteur estériles (Deltalab)

= Criotubos estériles de 1,5 mL (Sarstedt)

= Tubos universales estériles de 15 y 50 mL (Sarstedt)

= Puntas de micropipeta de 100 y 1000 pL (Daslab)

= Recipientes Stericup estériles para filtracion (Millipore)
= Tubos eppendorf estériles de 2 mL (Sarstedt)

*» Incubadora de CO; (Sanyo)

= Balanza de precision (Gibertini)

= Balanza (Denver)

= Autoclave Selecta (Autotester)

4.2.2 Medios y reactivos

» Medio RPMI_1640 con rojo fenol

= Medio RPMI_1640 sin rojo fenol

= Tripsina- EDTA

» Glutamina (200mM)

= Penicilina (10000 uds) y estreptomicina (10mg/mL)
= Anfotericina B (250pg/mL)

= Piruvato Sodico (100mM)

= Tampdn PBS (Phosphate Buffered Saline Solution) 10mM
= Suero fetal bovino (FBS)

= Azul tripan

» Dimetil sulféxido (DMSO)

4.2.3 Descongelacion- Congelacion
4.2.3.1 Procedimiento de descongelacion

e Preparar un bafo de agua termostatizado a 37°C y esperar hasta que alcance la

temperatura.
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e Extraer el criotubo del depdsito de nitrogeno liquido (figura 4.2 3) e introducir
rapidamente en el bafio durante unos minutos agitandolo suavemente hasta la
completa descongelacion.

e Verter el contenido del criotubo en un tubo tipo universal de 15 mL, agitandolo
previamente.

e Afiadir 9 mL de medio de cultivo (RPMI-1640) al tubo universal. Asi diluimos el
DMSO el cual es altamente toxico para las células a temperatura ambiente.

e Centrifugar a 100xg durante 10 minutos.

e Retirar el sobrante para eliminar el DMSO.

e Resuspender el sedimento celular en 1-2 mL de medio de cultivo celular con rojo
fenol y realizar el contaje para calcular la viabilidad de las células tras la congelacion.

e Ajustar la concentracion de células (de 10000 a 30000 células/frasco) y sembrar en un
frasco falcon de 25 cm? con 5 mL de medio con rojo fenol.

¢ Rotular el frasco falcon indicando la linea celular y la fecha de extraccién del criotubo.

e Llevar el frasco a la incubadora de CO,.

e Tras varios dias, una vez que se han adherido las células, eliminar el medio con las
células muertas y afiadir medio fresco lavando previamente con 2mL

aproximadamente de PBS.

Figura 4.2.3: Deposito de nitrogeno liquido.
4.2.3.2 Procedimiento de congelacion

Para conservar las lineas celulares durante un largo periodo de tiempo, se congelan las

células en un deposito de nitrégeno liquido.
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El proceso consiste:

e Realizar el pase a un cultivo que se encuentre entre un 80-90 % de confluencia.

e Retirar el medio de cultivo que contiene la linea celular.

e Lavar con aproximadamente 2mL de PBS dos veces hasta eliminar todas las
impurezas.

e Afadir 2 mL aproximadamente de una solucion de Tripsina-EDTA.

e Dejar incubar entre 5y 15 minutos a 37°C en la estufa de cultivo golpeando el frasco
suavemente cada 5 minutos para facilitar la tripsinizacion.

e Afadir 8 mL de medio RPMI_1640 sin rojo fenol.

e Hacer contaje celular

e Centrifugar las células a 100xg en frascos universales durante 10 minutos.

e Eliminar el medio RPMI_1640 sin rojo fenol

e Resuspenderlas en suero fetal bovino enriquecido con un crioprotector como DMSO
(dimetil-sulfoxido) al 10 %.

e Distribuir en criotubos de 2 mL (en cada uno de ellos debe haber aproximadamente un
millon de células).

e Traspasar al congelador de -80°C inmediatamente, ya que el DMSO puede dafiar las
membranas celulares a temperatura ambiente.

e A las 24-48 horas se introducen en nitrégeno liquido para conservarlas por tiempo

indefinido.

El dimetil sulféxido es un solvente bipolar, hidrosoluble, de bajo peso molecular. Su
accion crioprotectora se atribuye a que previene la acumulacion excesiva de electrolitos y
otras sustancias durante el proceso de congelamiento, y la formacion de cristales de hielo que
rompen la estructura de la membrana, su bajo peso molecular permite la entrada rapida a
través de la membrana celular. Se han sugerido interacciones electrostaticas de DMSO con
fosfolipidos lo cual parece ser critico para la crioproteccion de la membrana y por esta razon

es considerado toxico a temperatura ambiente.

4.2.4 Cultivo en monocapa

4.2.4.1 Procedimiento del cultivo en monocapa
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Se ha usado una linea celular: HT-29 (células cancerigenas de colon). EI manejo de la
linea celular se realiza en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar (figura

4.2.4), usando material y soluciones estériles.

Figura 4.2.4: Cabina de flujo laminar

La linea celular ha sido cultivada en medio RPMI_1640 con rojo fenol, suplementado
con glutamina y Piruvato 2mM, 500mg/mL Penicilina-Estreptomicina, 40 mg/mL
Amphotericina y un 10% suero bovino fetal.

El suero bovino fetal afadido, previamente se descomplementa manteniéndolo a 56°C

durante 30 minutos.

Para el cultivo se utilizaran frascos falcon de 25 cm? estériles y la incubacion se lleva a
cabo en una incubadora (figura 4.2.5) a una temperatura de 37°C, con una humedad del 90 %

y una atmosfera con un 5 % de CO,.
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Figura 4.2.5: Incubadora de cultivo.

Para realizar los diferentes cambios de medio durante el crecimiento de las células se

realizan los siguientes pasos:

e Cambiar el medio de acuerdo con su acidificacion cada 48-72 horas, lavando
previamente con PBS.

e Afadir unos mililitros (aproximadamente 2 mL) de PBS agitando suavemente y
posteriormente se desechan. El lavado se puede repetir si es necesario, hasta eliminar
las posibles impurezas, células muertas y/o células no adheridas al frasco.

e Afadir medio de cultivo nuevo (calentado previamente a 37°C para evitar cambios

bruscos de temperatura).

Al alcanzar un 80 % de confluencia aproximadamente (saturacion en el frasco de
cultivo) se procede a realizar un pase (resiembra de las células en nuevos frascos de cultivo a

una concentracion baja para obtener mas masa celular).
Para realizar el pase de las células adheridas a la pared del frasco de cultivo:

e Retirar el medio de cultivo que contiene la linea celular.
e Lavar con PBS dos veces para eliminar todas las impurezas.
e Afiadir 2 mL aproximadamente de una solucion de Tripsina-EDTA (previamente

calentada a 37°C para evitar cambios bruscos de temperatura)
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e Dejar incubar entre 5 y 15 minutos a 37°C golpeando el frasco suavemente para

facilitar la tripsinizacion.

Las células se despegan debido a que la tripsina tiene una actividad enzimatica que
rompe la unién entre células y a que el EDTA es un agente quelante de calcio que desorganiza

las uniones intercelulares y permite asi que las células se despeguen del frasco de cultivo.

e Comprobar al microscopio 6ptico que se han despegado las células del frasco de
cultivo.

e Afiadir 8 mL de medio rojo fenol para rebajar el EDTA.

e Pasar la suspension celular a frascos universales estériles de 15 mL.

e Centrifugar a 100 xg durante 20 minutos.

e Coger una alicuota de 100 pL y realizar el contaje celular con el método de azul tripan
para calcular la viabilidad celular.

e Desechar el sobrenadante del tubo centrifugado y el sedimento de células se
resuspende en medio de cultivo nuevo.

e Pasar posteriormente a uno o mas frascos de cultivo el resuspendido en funcion de la
concentracion que queramos en cada frasco (unas 30000 células/mL en el caso de las
HT-29) y la obtenida en el recuento.

e Por ultimo, anotar en el frasco falcon el nombre de la linea celular, nimero de pase o

subcultivo, fecha y nimero de células sembradas.

Cuando el frasco se satura de células se vuelve a realizar el procedimiento anterior.

4.3 PREPARACION DE MUESTRAS
4.3.1 Obtencidn de extractos

Se han realizado dos extractos de distinta polaridad: un extracto etanol-agua (1:1 v/v) y
otro extracto de éter de petroleo. Estos extractos han sido probados en tomate, pimiento y
gazpacho. La mezcla entre la biomasa y los disolventes se efectué en una proporcion

masa/volumen de 1/9.

Los tomates que se han utilizado son tomates de racimo Ramyle y tomates de racimo

Delyca. El pimiento rojo Palermo, ambas hortalizas se han utilizado en un estado de madurez
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Optimo para asegurar un alto contenido en carotenoides. El gazpacho utilizado es gazpacho

ecoldgico.
4.3.1.1 Instrumentacion

= Balanza (Denver)

= Balanza de precision (Gibertini)

= Bafio con agitador

= Cabina de flujo laminar

= Molinillo

= Rotavapor (Buchi)

= Estufa

= Pipetas Pasteur

= Tubos universales de 15 mL y de 50mL
= Jeringa 10mL

= Filtro de celulosa para jeringa 25 mm, 0,22 um
= Micropipetas de 100 y 1000 pL

= Liofilizador (LyoQuest Telstar)

= Congelador -20°C

= Matraz Erlenmeyer de vidrio de 250 mL
= Papel de filtro

» Bomba de vacio (Buchi)

= Embudo Buchner

4.3.1.2 Medios y reactivos

= Etanol

= Agua destilada

= Eter de petroleo

= Acido clorhidrico (HCI)

= Pepsina porcina

= Bicarbonato sddico (NaHCO3)
= Pancreatina

= Extracto de bilis

= Hidroxido sodico (NaOH)
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4.3.1.3 Procedimiento de realizacion del extracto etanol-agua

e Lavary secar los tomates y pimientos a utilizar, para eliminar las posibles impurezas.

e Cortar los tomates y pimientos en trozos pequefios y el gazpacho lo ponemos en
frascos una cierta cantidad.

o Liofilizar las muestras durante 48 horas para eliminar el contenido de agua y asi poder
asegurar que el extracto queda libre de agua.

e Moler los trozos con un molinillo para el caso del tomate y el pimiento para favorecer
la mezcla con los disolventes.

e Preparamos una disolucion de etanol- agua al 50 % y realizamos la mezcla con las
muestras de tomate, pimiento y gazpacho cada una por separado (1 parte de la muestra
y 9 partes de etanol-agua).

e Dejar las mezclas durante unos 7 dias en oscuridad y a temperatura ambiente para
evitar que las muestras pierdan sus propiedades.

e Tras los 7 dias, filtrar la disolucién a vacio y evaporar el extracto con el rotavapor.

e Una vez evaporado podemos hacer las diluciones necesarias utilizando como
disolvente etanol- agua (tener en cuenta que las diluciones para que no sean toxicas
para las células deben contener como méaximo el 1% de etanol).

e Conservar el extracto a una temperatura de -20°C hasta la realizacion del ensayo de

viabilidad celular.

Las concentraciones ensayadas para el extracto de etanol-agua han sido: 25, 50, 100 y
200 pg/mL.

4.3.1.4 Procedimiento de realizacion del extracto etéreo

e Lavar y secarlos bien los tomates y los pimientos a utilizar, para eliminar las posibles
impurezas.
e Cortar los tomates y pimientos en trozos pequefios y el gazpacho lo ponemos en

frascos una cierta cantidad.

e Liofilizar (figura 4.3.1) las muestras durante 48 horas para eliminar el contenido de

agua y asi poder asegurar que el extracto queda libre de agua.
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Figura 4.3.1: Liofilizador

e Moler los trozos con un molinillo para el caso del tomate y el pimiento para favorecer
la mezcla con los disolventes.

e Afiadir el éter de petroleo a las muestras liofilizadas de tomate, pimiento y gazpacho
cada una por separado (1 parte de la muestra y 9 partes de éter de petréleo).

e Dejar las mezclas durante unos 7 dias en oscuridad y a temperatura ambiente para
evitar que las muestras pierdan sus propiedades.

e Tras los 7 dias, filtrar la disolucién a vacio y evaporar el extracto con el rotavapor.

e Una vez evaporado podemos hacer las diluciones necesarias utilizando como
disolvente DMSO (tener en cuenta que las diluciones para que no sean toxicas para las
células deben contener como maximo el 0,1% deDMSO).

e Conservar el extracto a una temperatura de -20°C hasta la realizacion del ensayo de

viabilidad celular.

Las concentraciones ensayadas para el extracto de éter de petrdleo han sido: 25, 50, 100
y 200 pg/mL.
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Figura 4.3.2.1: Esquema general de la preparacion de extractos.

4.3.1.5 Procedimiento de realizacion del extracto en fresco de tomate, pimiento

dulce y gazpacho

e Lavar los tomates y pimientos y secarlos bien para eliminar las posibles impurezas.

e Triturar los tomates y los pimientos por separado con ayuda de un mortero y filtrar
todo el contenido liquido de las muestras por medio de una filtracion a vacio, el
gazpacho ya esta triturado, por lo que solo lo tenemos que filtrar.

e Una vez filtrado el liquido afadir a cada pocillo de la placa la cantidad

correspondiente para obtener las diferentes concentraciones deseadas.

Las concentraciones diluciones utilizadas para las muestras en fresco han sido: 5, 10 y
20% (como cada pocillo contiene 200uL las concentraciones equivalen a 10, 20 y 40 uL por

pocillo).
4.3.2 Digestion in vitro del tomate, pimiento dulce y gazpacho

Se ha realizado una digestion gastrica e intestinal segin el método de Garrett et al.
(1999).

Se realizan dichas digestiones para comprobar el efecto preventivo del tomate, pimiento
y gazpacho ecologico, frente a la linea tumoral, simulando el proceso tal y como ocurre en el

interior del cuerpo humano.

4.3.2.1 Procedimiento de realizacion de los extractos digeridos de tomate,

pimiento dulce y gazpacho.

e Lavar los tomates y los pimientos y secarlos bien para eliminar las posibles impurezas.
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e Triturar las muestras con ayuda de un mortero.

e Pesar 4 gramos del triturado, en el caso del gazpacho tal cual viene y mezclarlo con 32
mL de disolucion salina.

e Homogenizar la mezcla

e Acidificar la mezcla (pH=2) con la adicion de 1M de &cido clorhidrico (HCI).

e Afadir 2 mL de disolucion de pepsina porcina (40mg/mL en 0,1 M de HCI).

e Transferir la mezcla homogénea a un bote topacio e incubar a 37°C en un bafio con
agitacion a 95 rpm durante 1 hora.

e Ajustar el pH a 5,3 con la adicién de 1 mL a 1,3 mL de disolucion 0,9 M de
bicarbonato sodico (NaHCO3).

e Afadir 9 mL de una mezcla que contiene 2 mg/mL de pancreatina y 12mg/mL de
extracto de bilis en 200 mmol/L de una disolucion de bicarbonato sédico al 0,1 M.

e Ajustar el pH a 7,5 con la adicion de hidroxido sédico 1 N (200 mg de NaOH en 5 mL
de agua)

e Adicion de nitrogeno (N) para crear una atmasfera inerte en el frasco.

e Incubar en el frasco topacio cerrado en un bafio de agua a 37°C y con agitacion de
95rpm durante 2 horas.

e Trascurrido las dos horas de incubacion se filtra la digestion y se afiade la cantidad

correspondiente en cada pocillo.

Las diluciones ensayadas para el gazpacho digerido han sido: 5, 10 y 20 % (como cada

pocillo contiene 200 uL las concentraciones equivalen a 10, 20 y 40 pL por pocillo).

4.4 ENSAYOS DE VIABILIDAD

5

9
& ‘ o 5_
Cultivo g Medidade
celular — Siembra absorbancia
& . . C C
® @ /) _/ - o/

- Conteo Ensayo del - Analisis de
: celular : MTT " resultados
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Figura 4.4.: Esquema general de un ensayo de viabilidad celular.

4.4.1 Contaje por el método del azul tripan

4.4.1.1 Instrumentacion

= Camara de recuento celular (Neubauer)

= Microscopio invertido de contraste de fase
= Micropipeta

= Tubos eppendorf de 1,5 mL

= Puntas de micropipeta de 100 pL

4.4.1.2 Medios y reactivos

= Disolucidn de azul tripan

4.4.1.3 Procedimiento del método del azul tripan

e Agitar bien la suspensién de células con ayuda de una micropipeta.

e Tomar 100 uL de la suspension y depositarlos en un tubo eppendorf.

e Tomar 50 pL de la suspension celular y afiadir igual volumen de azul tripan al 0,4 %
(repipetear para mezclar bien). Las células inviables se veradn posteriormente al
microscopio Optico de color azul.

e Llenar la camara del portaobjetos de Neubauer (figura 4.4.1) con la mezcla de la
suspension celular y azul tripan.

e Colocar el portaobjetos en el microscopio 6ptico y contar el nimero de células viables
en cada una de las cuatro cuadriculas laterales en el caso de las HT-29.

e Calcular el numero de células por ml:

N° de células/ml= (n° células/n® cuadrantes) *10000 * factor de dilucion

Se multiplica por 10000 ya que el volumen correspondiente a la region contada en la

camara de de Neubauer es de 0,1 mm?.
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Figura 4.4.1: Camara de recuento celular (Neubauer)
4.4.2 Técnicas espectrofotométricas
4421 MTT

El ensayo MTT es un meétodo colorimétrico sensible y cuantitativo que se basa en la
reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol (MTT)
llevada a cabo por la enzima deshidrogenasa mitocondrial en un compuesto coloreado de
color azul oscuro (formazano), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las

células tratadas.
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Este producto se acumula en la célula ya que no puede pasar a través de la membrana
plasmaética, lo que genera la necesidad de solubilizar las células para liberarlo.

Este método ha sido muy utilizado para medir viabilidad, proliferacion y activacion

celular.

La cantidad de células vivas es directamente proporcional a la cantidad de formazano

producido y se cuantifica por colorimetria.

Este método tiene la ventaja de que permite procesar gran cantidad de muestras y con

gran precision al poder realizar los ensayos en placas de 96 pocillos.

Los cristales que se forman debidos a que el MTT se metaboliza a formazano son

insolubles en agua y por tanto quedan atrapados en el interior de la célula.

Dichos cristales deben ser solubilizados con disolventes organicos, entre los que se
encuentran el DMSO (dimetil sulféxido), isopropanol-HPLC y etanol. En nuestro caso hemos
utilizado el DMSO que es el que mas ampliamente se ha utilizado.

A. Instrumentacion

= Autoclave

= Bafio

= Cabina de flujo laminar

= Camara de recuento celular

= Centrifuga refrigerada

= Microscopio invertido de contraste de fase
= Estufa de cultivo

= | ector de ELISA

= Micropipetas

= Micropipeta multicanal

= Placas de cultivo 96 pocillos

= Puntas de micropipeta de 100 y 1000 pL
= Stericup

= Recipientes para reactivos 8 compartimentos

B. Medios y reactivos
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= Medio RPMI_1640 con rojo fenol y sin rojo fenol
» Dimetil sulfoxido (DMSO)

= Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)

= Paclitaxel from Taxus Brevifolia (Taxol)

C. Procedimiento MTT

Para la preparacion de la disolucion MTT:

e Calentar medio de cultivo sin rojo renol a 37°C
¢ Afiadir la cantidad necesaria de MTT para obtener una disolucion de 5mg/ml.
o Filtrar la disolucion de MTT para esterilizar y eliminar los residuos insolubles.

e Guardar a 4°C y protegido de la luz en un tubo de 15 ml.

4.5 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR CON LAS DISTINTAS MUESTRAS
4.5.1 Instrumentacion

= Autoclave (Selecta, Autotester)

= Balanza (Denver)

= Balanza de precision (Gibertini)

= Bafo de agua termostatizado (P Selecta)

= Cabina de flujo laminar (telstar BioUltra)

= Cadmara Neubauer de recuento celular

= Centrifuga refrigerada (Digiten 20-R)

= Microscopio invertido de contraste de fase (Olympus CKX 41)
*» Incubadora de CO; (Sanyo)

= Frascos Falcon de cultivo esteriles de 25 cm? (Sarstedt)

= Micropipetas de 100 y 1000 pL (Gilson)

= Pipetas Pasteur estériles (Deltalab)

= Tubos eppendorf estériles de 2 mL (Sarstedt)

= Tubos universales estériles de 15 y 50 mL (Sarstedt)

= Puntas de micropipeta estériles de 100 y 1000 pL (Daslab)
= Recipientes Stericup estériles para filtracion (Milipore)

MATERIAL Y METODOS Pagina 53



EVALUACION IN VITRO DEL POTENCIAL ANTICANCERIGENO DEL GAZPACHO

= Jeringa estéril de 10 mL (BD Discardit 11)

= Filtro de celulosa estéril para jeringa 25 mm, 0,22 um (Sartorius)
= Lector de ELISA (Biotek, Power-Wave XS, 1zasa)

= Micropipeta multicanal de 300 pL (Thermo)

= Placas de cultivo de 96 pocillos estériles (Sarstedt)

= Recipientes estériles para reactivos de ocho compartimentos

4.5.2 Medios y reactivos

» Medio RPMI_1640 sin rojo fenol

= Tripsina

» Glutamina (2,1mM)

= Penicilina y estreptomicina (100mg/mL)

= Anfotericina B (0,125 mg/mL)

* Piruvato sédico (1mM)

» Tampon PBS (Phosphate Buffered Saline Solution) 10mM
= Azul Tripan

= Suero fetal bovino (FBS)

» Dimetil sulféxido (DMSO)

= Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)

4.5.3 Procedimiento

Los ensayos realizados en este trabajo fueron con las muestras de digestiones de
gazpacho pasteurizado y casero, tomate, pimiento dulce y los distintos extractos de etanol y
éter de petréleo. La cantidad de disolvente utilizado en los ensayos no resultaba téxico para

las células. Los pasos realizados son los que se explican a continuacion.
4.5.3.1 Ensayo de viabilidad celular dia 1: SIEMBRA

e Seleccion del frasco de cultivo con un 80-90% de confluencia, mediante observacion
al microscopio oOptico, para la realizacion del ensayo.

¢ Retirada y desecho del medio de cultivo que contiene el frasco.

e Lavado con 2 mL de PBS varias veces hasta eliminar por completo las impurezas y
restos del medio de cultivo.

e Adicién de 2 mL de tripsina previamente termostatizada a 37°C
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¢ Incubacién en incubadora de CO, de 5 a 15 min a 37 °C, cada 5 minutos golpear
suavemente para facilitar la separacion asi hasta un maximo de 15 minutos, a fin de
levantar toda la monocapa celular.

e Adicion de 8 mL de medio sin rojo fenol para diluir la tripsina y homogenizar la
suspension de células con ayuda de una micropipeta, pipeteando enérgicamente y
reiteradamente con el fin de deshacer los acimulos celulares.

e Traspaso de la suspensién celular a tubos de centrifuga de 15mL.

e Agitacion del tubo para homogenizar la suspension.

e Recogida de una alicuota de 100 pL en un tubo eppendorf y realizacion del conteo
celular mediante el método del azul tripan.

e Centrifugacion a 100xg durante 15 minutos de la suspension contenida en el tubo de
centrifuga.

e Eliminacion del sobrenadante tras haber centrifugado el tubo y resuspension del
sedimento de células de 10mL de medio de cultivo sin rojo fenol.

e A partir del conteo celular realizado se prepar6 una suspension de células en medio de
cultivo sin rojo fenol a una concentracion de 10000 células/pocillo.

e Siembra en placa ELISA de 96 pocillos: los pocillos del borde de la placa se
rellenaron de 100 puL de PBS para minimizar el efecto de la evaporacién; en las tres
siguientes filas se afiadieron 100 pL de la suspension de células previamente
preparada y las tres siguientes actuaron como blanco, por lo que se adicionaron 100
pL de medio de cultivo sin rojo fenol.

e Agitacion suave para conseguir una distribucion uniforme de las células en los
pocillos.

e Incubacion a 37°C, 90% de humedad y 5% de CO, durante 24 horas.
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Figura 4.5.3: Placa ELISA ensayo de viabilidad celular dia 1: siembra
4.5.3.2 Ensayo de viabilidad celular dia 2: adiccion de extractos

e Preparacion de las disoluciones de medio con el agente a ensayar. Se deben
realizar las disoluciones doblemente concentradas, ya que hay que tener en cuenta
que al afadir el agente se hace con 100 puL de medio porque el pocillo ya contiene
otros 100 pL de la siembra de células previa; de esta forma se obtiene la
concentracion deseada.

e Adicion de 100 pL de los extractos a ensayar, en cada columna se ensayd una
concentracion distinta (1%, 5% y 10% con respecto a los 200uL por pocillo). Las
dos ultimas columnas actuaron como control, una como control negativo por lo
que a diferencia del resto se le afiadio 100 pL més de medio en lugar del extracto
motivo de ensayo y la otra para medir a las 24 horas mediante la técnica MTT,
gue a continuacion se explica (ver figura 3.20).

e Agitacion suave para facilitar la mezcla de las disoluciones.

e Incubacion durante 24/48 h en la incubadora de CO2 para permitir que la

sustancia actte sobre las células.
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Figura 4.5.4: Ejemplo de placa Elisa en el dia 2 de ensayo. Adiccidn de extractos.

4.5.3.3 Ensayo de viabilidad celular dia 3 (placa de 48h) y 4 (placa de 72h):
técnica del MTT

e Calentamiento del medio de cultivo sin rojo fenol a 37 °C.

e Preparacion de una disolucion de MTT en medio de cultivo a una concentracion
de 5 mg/mL.

e Filtrado de la disolucion de MTT para esterilizar y eliminar los residuos
insolubles.

e Retirada con micropipeta de los 200 puL del sobrenadante de cada pocillo tras 48
h en incubacién y adicion de otros 200 uL. de medio fresco sin rojo fenol.

e Adicion de 20 puL en cada pocillo (10 % de su contenido total) de la disolucion
de MTT. Es conveniente trabajar con la mayor oscuridad posible.

e Incubaciéon en oscuridad entre 2 y 4 h en la incubadora para permitir la
formacion de cristales de formazan.

¢ Retirada del medio de cultivo para eliminar el MTT no metabolizado.

e Adicion de 100 uL de DMSO, este disolvente rompe la pared celular y disuelve
el formazan contenido en el interior de las células, adquiriendo cada pocillo
distinta coloracién en funcion de la cantidad de formazan presente en cada uno
de ellos. La cantidad de formazan producido es directamente proporcional a la
cantidad de células viables en el pocillo.

e Agitacion de la placa para solubilizar el formazan.

e Medicion de la absorbancia en un lector de placas ELISA (figura 4.5.5) a una

longitud de onda de 570 nm. De forma opcional, también se puede utilizar 690
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nm como longitud de onda de referencia asegurando que la medida se estd

efectuando correctamente.

Figura 4.5.5: Lector de placas Elisa.

Adiccion de MTT Adiccién de DMSO Medida de absorbancia

Figura 4.5.6: Esquema general de la técnica del MTT

4.6 ANALISIS MULTIPARAMETRICO DE APOPTOSIS

4.6.1 Instrumentacién

= Autoclave (Selecta, Autotester)

= Balanza (Denver)

= Balanza de precision (Gibertini)

= Bafo de agua termostatizado (P Selecta)

= Cabina de flujo laminar (telstar BioUltra)

= Camara Neubauer de recuento celular

= Centrifuga refrigerada (Digiten 20-R)

= Microscopio invertido de contraste de fase (Olympus CKX 41)
» Incubadora de CO; (Sanyo)

= Frascos Falcon de cultivo esteriles de 25 cm? (Sarstedt)
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= Micropipetas de 100 y 1000 pL (Gilson)

= Pipetas Pasteur estériles (Deltalab)

= Tubos eppendorf estériles de 2 mL (Sarstedt)

= Tubos universales estériles de 15 y 50 mL (Sarstedt)

» Puntas de micropipeta estériles de 100 y 1000 pL (Daslab)

= Recipientes Stericup estériles para filtracion (Milipore)

= Jeringa esteril de 10 mL (BD Discardit 1)

= Micropipeta multicanal de 300 pL (Thermo)

= Microplacas Corning® 96 Well Flat Clear Bottom Black Polystyrene TC-Treated
= Recipientes estériles para reactivos de ocho compartimentos

= Lector de placas Multimode de Ensight™ (PerkinElmer, inc.).

4.6.2 Medios y reactivos

= Medio RPMI_1640 sin rojo fenol

= Tripsina

» Glutamina (2,1mM)

= Penicilina y estreptomicina (100mg/mL)

= Anfotericina B (0,125 mg/mL)

= Piruvato sédico (1mM)

= Tampdén PBS (Phosphate Buffered Saline Solution) 10mM
= Suero fetal bovino (FBS)

= CellEvent Caspase 3/7 Green

4.6.3 Ensayo colorimétrico DEVD de la actividad caspasa 3/7 citoplasmatica

Para determinar la actividad apoptética de las células, se ha utilizado el reactivo de

deteccion CellEvent Caspase 3/7 Green, este reactivo es intrinsecamente no fluorescente, ya

que el péptido DEVD inhibe la capacidad del tinte de unirse al ADN. Sin embargo después de

la activacion de la Caspasa-3/7 en las células apoptéticas, el péptido DEVD se disocia, lo que

permite que el tinte se una al ADN y produzca una respuesta fluorogénica brillante. La

activacion de la Caspasa-3 es una parte fundamental de la apoptosis, por lo tanto el reactivo

estd optimizado para el andlisis de células apoptoticas.

4.6.3.1 Procedimiento
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Los ensayos realizados en este trabajo fueron con las muestras de digestiones de
gazpacho casero. Los pasos realizados para determinar la actividad son los dos primeros pasos
de la viabilidad celular, punto 3.5.3.1 y 3.5.3.2 y el Gltimo paso lo explicamos a continuacion.
Determinacion de las células apoptéticas dia 3 (placa de 48h) y 4 (placa de 72h): adiccién de

la caspasa-3/7:

o Calentamiento del medio de cultivo sin rojo fenol a 37 °C.

e Preparacion de una disolucion de Caspasa-3/7 en medio de cultivo a una
concentracion de 5uM.

e Retirada con micropipeta de los 200 pL del sobrenadante de cada pocillo tras
48/72 h en incubaciéon y adicion de otros 100 pL en cada pocillo, de la
disolucién de Caspasa-3/7 con medio fresco sin rojo fenol. Es conveniente
trabajar con la mayor oscuridad posible.

¢ Incubacion en oscuridad durante 30 minutos.

e Medicién de la absorbancia a una longitud de onda de 502 nm de emisién y 530
nm de excitacion. Esta medicion se llevd a cabo en un lector de placas
Multimode de EnSight ™ (PerkinElmer, Inc.).

Las células apoptéticas con caspasa-3/7 activada tendran ndcleos verde brillante,

mientras que las células sin caspasa-3/7 activada tendran una sefial de fluorescencia minima.

4.6.4 Caracteristicas del nacleo analisis de imagenes fluorescentes

Se us6 solucion de tincion Hoechst 33342 (Sigma, St. Louis, EE.UU.) como colorante
de &cido nucleico para el conteo de nucleos y el ensayo de caracteristicas. Este colorante es un
colorante permeable a la membrana con baja citotoxicidad que mancha las céelulas vivas y
muertas y emite fluorescencia azul cuando se une al ADN.

4.6.4.1 Procedimiento
e La tincion Hoechst se prepar6 a 3X, con una adicion de 50 pl a 100 pl de células
tefiidas con CellEvent ™. La concentracion final de colorante fue de 3,3 ug/ ml.
e Las células se incubaron durante al menos 15 minutos a 37°C antes de la primera

formacion de imagenes.
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e El canal se ajusto a excitacion UV 385 nm. Esta medicion se llevé a cabo en un
lector de placas Multimode de EnSight ™ (PerkinElmer, Inc.).

El nimero de nucleos totales y el area del nucleo mediano (um2) fueron determinados

por este ensayo.

4.6.5 Actividad ATP por luminiscencia
ATP es un marcador de viabilidad celular, ya que esta presente en todas las células
metabolicamente activas y disminuye rapidamente cuando las células sufren necrosis o

apoptosis.

Después de 2 horas de adicion de manchas, se usd el ensayo de deteccion de
luminescencia ATP como marcador de viabilidad celular (ATPlite, PerkinElmer, Inc), para
confirmar los resultados de las imagenes de cada pocillo. Después de la captura de buenas
imagenes y ensayos de fluorescencia, todos los siguientes pasos se realizaron de acuerdo con

las instrucciones del kit.

4.6.5.1 Procedimiento

e Las células fueron lisadas y reactivadas de deteccion que contiene luciferase y
luciferin se afiadieron de acuerdo con las instrucciones del kit. Es decir, se
retiraron 40 pl de solucion de cada pocillo, se afiadieron 40 pl de solucion de
ensayo de luminiscencia de ATPlite (PerkinElmer, EE.UU.).

e La luminiscencia se midié usando los ajustes predeterminados en el sistema
EnSight. La conversion de luciferina dependiente de ATP es dada por este
ensayo.

e El ensayo de ATPlite es destructivo y causa la muerte total de las células. Esta

prueba se realizo solo durante 48 horas de exposicion.

4.7 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

Para el analisis de la expresion génica se han utilizado varios kit, y distintos métodos y
sistemas para determinar de los ARNm de genes relacionados con la apostosis y el ciclo

celular (Bcl2, Bax, ciclina D1 y p53). La expresion génica estudiada es de las células ya
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tratadas con gazpacho casero y con indometacina como control positivo de la induccion de
apoptosis en células HT-29. El procedimiento siguiente se llevd a cabo en los Servicios

Técnicos de la Universidad de Almeria.

4.7.1 Procedimiento

* Procesamos las muestras en el FastPrep-24 5G (MP Biomedal) durante 45
segundos a una velocidad de 6 m/ s.

+ Siguiendo las instrucciones del fabricante, el ARN total de las células estudiadas
se extrajo utilizando PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen)

* Determinamos mediante un fluorometro Qubit 2.0 (Invitrogen, de Life
Technologies) y el equipo de electroforesis automatizado, el sistema Bioanalyzer
Agilent 2100, el rendimiento y la calidad del ARN

» A cantidadades iguales (1 pug) de ARN las células se transcribieron inversamente
con Kits de transcripcion inversa de cDNA de alta capacidad (Applied
Biosystems, de ThermoFisher Scientific).

* EI cDNA se us6 como molde para la posterior reacciéon en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR). La RT-PCR cuantitativa se realizé en un
sistema de PCR Real Time MyGo Pro® utilizando ensayos TagManTM (Applied
Biosystems, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

 El nivel de expresion de los ARNm de Bcl2, Bax, ciclina D1 y p53 se normaliz6
con el nivel de expresion de PGK1 humano (fosfoglicerato quinasa 1).

+ La expresion relativa se determind utilizando el método AACT con PGK1 rRNA

como los genes de referencia.

4.8 DETERMINACION DE PARAMETROS DE CALIDAD EN HORTALIZAS

Existen una serie de parametros para determinar la calidad en hortalizas, como son el

contenido en solidos solubles totales (°Brix), color, firmeza y acidez titulable.
4.8.1 Sélidos solubles

El contenido en solidos solubles de la pulpa de los frutos se mide en grados Brix

expresados en porcentaje de sacarosa. Este pardmetro es determinado mediante un
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refractometro de mano (figura 4.8.1), utilizando el jugo fresco sin diluir de las diferentes
muestras, de gazpacho, tomate y pimiento dulce.

Figura 4.8.1: Refractometro de mano.

4.8.1.1 Instrumentacion:

» Refractometro de mano (ATAGO)

= Microfiltros de 0,22mm

4.8.1.2 Procedimiento:

e Obtencidn de unas gotas de pulpa de la muestra a analizar, para ello antes se ha
filtrado

e Colocacion del jugo en la parte del refractometro con forma de cuna.

e Cierre de la tapa sobre la gota y observacion por la mirilla orientando el
refractometro hacia un foco de luz. El lugar donde hay un cambio de color es la
zona de lectura y muestra el porcentaje total de grados Brix de la muestra.

e Limpieza del refractbmetro con unas gotas de agua destilada antes de realizar

una nueva medida.

4.8.2 Acidez

Este pardmetro se determina mediante una valoracién acido-base empleando una
disolucion acuosa de hidréxido de sodio (NaOH) y fenolftaleina como indicador del punto
final de la reaccién. El resultado es expresado en relacion al acido mayoritario que existe en la
muestra, en g de &cido citrico anhidro/10 ml de triturado de la muestra.

4.8.2.1 Instrumentacion y reactivos:

= Bureta de vidrio de 25 ml
= Matraz erlenmeyer de 250 ml
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= Disolucion acuosa de NaOH (0,1 N)
= Fenolftaleina

= Agua destilada

4.8.2.2 Procedimiento:

e Adicion de 200 ml de agua destilada a 10 ml de muestra fresca triturada.
e Adicion de unas gotas de fenolftaleina a la disolucion de la muestra en agua.
e Valoracion con NaOH 0,1 N.

e Calculo del contenido de acido citrico anhidro en g/10ml.

Acidez (g/10ml) =V x N x Peq
Donde:

-V =volumen en ml de disolucién de NaOH utilizada en la valoracion.
- N =normalidad de la disolucion de NaOH.
- Peq = u.m.a. del 4cido de la muestra. (Acido Citrico (CgHgO7) M = 192,124 gmol-1)

4.8.3 Firmeza

La determinacion de la firmeza de las muestras se realiza con el uso de un penetrometro
manual. El valor obtenido (Kg/cm?) de la firmeza de cada variedad para los diferentes dias de
muestreo fue resultado de una media aritmética de los valores de dos frutos de tomate. Para la
obtencion de un resultado mas exacto las muestras fueron apoyadas en una superficie plana, y

la medida se realizd en la parte ecuatorial de los frutos.
4.8.3.1 Procedimiento:

e Colocacion de las muestras sobre una superficie plana.

e Cortar la piel del fruto en dos puntos opuestos de la parte ecuatorial del fruto

e Asegurar que la aguja indicadora de presion del aparato se encuentre marcando
0.

e Realizacién de la medida en la parte ecuatorial del fruto apretando suavemente

el penetrémetro hasta su introduccion.

4.8.4 Color
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El color es la caracteristica externa mas importante para evaluar la madurez y la vida
postcosecha de un producto. La introduccion del sistema de color en 1931 por la CIE
(Commission Internationale de I'Eclairage) hizo posible expresar el color en términos
cuantitativos y numéricos exactos. Una mejora de este sistema fue desarrollado en 1976 por
CIELAB (sistema de espacio de color), que define un color més relacionado con la percepcién
humana y donde todos los colores imaginables pueden ubicarse dentro de la esfera de color
definida por tres ejes perpendiculares, L*, a* y b* (Camelo y Gomez, 2004). Los parametros
de color se determinaron en un espectrofotometro (figura 4.8.4). Para obtener una mayor
uniformidad en la medida, cada valor de L*a*b* recogido es un promedio de 2 mediciones

consecutivas.
4.8.4.1 Instrumentacion

= Espectrofotdmetro (Konica Minolta)

Figura 4.8.4: Espectrofotometro

4.8.4.2 Procedimiento

e Para determinar el color de los tomates y pimientos dulces lavarlos y secarlos
bien antes de ponerlos sobre el espectrofotometro.

e Ubicarlas muestras de gazpacho, y en el caso de los tomates y los pimientos
dulces el fruto, sobre el orificio por donde este capta el color.

e Poner en marcha el espectrofotometro mediante el software del ordenador y
obtener los valores de L*, a* y b*.

e Para obtener una mayor uniformidad, cada valor obtenido es el promedio de dos

medidas realizadas en diferentes puntos de las muestras y frutos.

4.8.4.3 ldentificacion
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Los resultados se expresaron en valores CIE (1976) para:

- (L*), 100 el blanco y 0 el negro.
- (a*) valores positivos para rojo y negativos para verde.

- (b*) valores positivos es amarillo y negativos azul.

4.9 DETERMINACION DE CAROTENOIDES

Se llevé a cabo la extraccion de los carotenoides presentes en tomate, pimiento y
gazpacho para su posterior cuantificacion utilizando un equipo de cromatografia liquida de
alta resolucion acoplado a un espectrometro de masas (HPLC) (figura 4.9).

Figura 4.9: Equipo de HPLC
4.9.1 Instrumentacioén y reactivos

= Balanza (Denver)

= Balanza de precision (Gibertini)

» Embudo de decantacion

= Micropipetas de 100 y 1000 pL (Gilson)
= Liofilizador LyoQuest (Telstar)

= Rotavapor (Buchi)

= Congelador a -20°C
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= Jeringa de 10 mL

= Filtro de celulosa de 0,22 pm (Sartorius)

= Viales de vidrio de 1,5 mL con cierre de rosca y tapones

= Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion HPLC.

= Columna analitica de fase reversa C-30 250 x 4,6 mm, 5um de tamafio de particula
= Eter dietilico

= Agua destilada

» Metanol calidad HPLC

= Metil-terbutil-éter (MTBE) calidad HPLC

= Solucion acuosa de hidréxido potésico (KOH) al 85% (m/v)

4.9.2 Extraccion de carotenoides

El procedimiento empleado para la extraccion de carotenoides y su analisis por HPLC
se realiz6 siguiendo el método descrito por Will et al., 1998, tal y como se explica a

continuacion:

e Obtencion de 50 gramos de muestra fresca y triturada, o 5g de muestra
liofilizada

e Adicion de 100 mL de éter dietilico y manteniendo la mezcla durante 1 hora en
oscuridad, agitandola cada 5 minutos durante 30 segundos.

e Separacion del sobrenadante del solido y repeticién del proceso hasta extraer
toda la coloracion de la muestra (las siguientes extracciones tuvieron una
duracion de 30 minutos y el volumen de disolvente utilizado fue de 50mL).

e Saponificacion, puesto que los carotenoides en frutas y hortalizas se encuentran
esterificados con acidos grasos, mezclando en extracto con 10 mL de una
solucion metandlica de hidréxido de potasico al 10% (m/v).

e Conservacion de la mezcla durante 1 hora en oscuridad y a 4°C.

e Eliminacion de los jabones formados realizando un lavado con agua y
decantando la fase acuosa posteriormente mediante un embudo de decantacion.

e Evaporacion del disolvente en la fase etérea a vacio con rotavapor.

e Dilucion del extracto seco una vez conocida su masa, en una mezcla de metanol:
metil- terbutil- éter.

o Filtracion del extracto obtenido.

e Conservacion del extracto a una temperatura de -20°C hasta su posterior analisis.
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4.9.3 Identificacion de los carotenoides

El anlisis HPLC fue llevado a cabo con un Finnigan Surveyor chromatograph (Thermo
Electron, Cambridge, UK) equipado con un detector UV y con una columna de fase reversa
(Hypersil Gold, 250 x 4.6 mm i.d, 5um de tamafio de particula; Thermo Electron, Cambridge,
UK). Se utilizé un sistema binario de disolventes en elucion isocréatica (acetonitrilo: metanol,
85/15 v/v). el volumen de inyeccién usado fue de 5pL y el flujo de la fase mévil de ImL/min.
La temperatura de la columna fue de 32°C y para la deteccion se empled una longitud de onda
de 476 nm.

La identificacion de los principales carotenoides en las muestras tuvo lugar en base a
sus tiempos de retencion caracteristicas, establecidas mediante el andlisis de los patrones.

4.10 DETERMINACION DE TOCOFEROLES

Se llevd a cabo la extraccion de tocoferoles, presente en las muestras de gazpacho
fresco y digerido, para su posterior cuantificacion utilizando un equipo de cromatografia

liquida de alta resolucion, HPLC, segun fue descrito por la FAO en 1997.
4.10.1 Instrumentacion y reactivos

= Balanza (Denver)

= Balanza de precision (Gibertini)

= Bafo de agua termostatizado

= Micropipetas de 100 y 1000 pL (Gilson)

» Embudo de decantacion

= Rotavapor (Buchi)

= Jeringa de 10 mL

= Filtro de celulosa de 0,22 pm (Sartorius)

= Viales de vidrio de 1,5 mL con cierre de rosca y tapones

= Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion HPLC.

= Columna analitica de fase reversa C-30 250 x 4,6 mm, 5um de tamafio de particula
= Agua destilada

= Etanol calidad HPLC

= Solucion acuosa de hidréxido potéasico (KOH) al 50% (m/v)
= Acido ascorbico

= Hexano calidad HPLC
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= BHT
= Metanol calidad HPLC

4.10.2 Procedimiento.

e Se pesan entre 2-5g de la muestra analizar, en nuestro caso gazpacho.

o Se afiaden 50mL de etanol de calidad HPLC, 0,25g de acido ascérbico y 5 ml de
hidréxido potéasico acuoso.

e Esta mezcla se coloca en un bafio de agua caliente a 100°C durante 45 minutos.

e Una vez pasado el tiempo, se extraen los tocoferoles con n-hexano, de 3 a 4
veces con volumenes de 50ml en cada extraccion.

e Los extractos se lavan con agua de 2-4 veces, por decantacion.

¢ Afadir los 2mg de BHT.

e Mediante vacio, con el rotavapor eliminamos el disolvente.

e El residuo se disolvio en metanol y se transfirié a los viales para analizarlos

inmediatamente mediante HPLC.

4.10.3 ldentificacion de los tocoferoles.

La identificacion del pico se basé en la comparacion de los tiempos de retencion de

HPLC con los estandares quimicos (a, B, y-tocoferol), que se adquirieron de SIGMA.

El analisis de HPLC se llevé a cabo con un Cromatdgrafo Finningan Surveyor (Thermo
Electron, Cambridge, Reino Unido) equipado con un detector UV y una columna de fase
inversa (Hypersil Gold, 250 x 4,6 mm id, 5 pum, Thermo Electron, Cambridge, UK). Se utiliz6
un sistema disolvente binario en elucion isocratica (metanol: agua, 98: 2 v / v), con 5 ul de

inyeccién y un caudal de 1 ml / min.
4.11 DETERMINACION DE FLAVONOIDES
4.11.1 Instrumentacion y reactivos

= Balanza de precision (Gibertini)
= Bafio sonicador de agua termostatizado
= Micropipetas de 100 y 1000 pL (Gilson)

= Embudo de decantacion
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= Rotavapor

= Jeringa de 10 mL

= Filtro Whatman, nimero 5
= Agua destilada

= Etanol al 80%

= Matraz aforado

= Acetato potasico 1M

= Nitrato de aluminio al 10%
= Espectrofotometro

= Cubetas

4.11.2 Procedimiento

La concentracion de flavonoides totales se midié por método espectrofotométrico, de la

siguiente forma:

¢ Se diluyeron 3 g de gazpacho liofilizado en 20 ml de etanol al 80%

e Se colocaron en un bafio sonicador durante 5 ciclos de 6 minutos cada una de las
muestras a 60 °C.

e Filtramos (filtro Whatman, n° 5), y recogemos la filtracién en un matraz de
25mL enrasando con etanol al 80%.

e Después en un matraz de 10mL se cogieron 250 pL del extracto anterior, 200 pL.
de acetato de potasio 1 M y 200 pL de nitrato de aluminio al 10%, enrasando
con etanol al 80% hasta un volumen final de 10 mL.

e Una vez pasados 40 minutos a temperatura ambiente, se lee la absorbancia a 415

nm.
4.11.3 ldentificacion de flavonoides
El contenido de flavonoides se determind usando una curva de calibracion construida

con quercetina (Sigma-Aldrich, Q4951) y expresada en mg de equivalente de quercetina (QE)

por gramo de peso Seco.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados experimentales se exponen divididos en siete apartados:

e Determinacion de los parametros de calidad
e Cuantificacion de fitoquimicos

e Ensayos de viabilidad celular

e Andlisis multiparamétrico y enzimatico

e Analisis de expresion génica

5.1 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE CALIDAD PARA LAS
DISTINTAS MUESTRAS

Los resultados se presentan en tablas en funcion de la hortaliza y del parametro

analizado.
5.1.1 Color

Las medidas del color se realizaron sobre tres zonas distintas, del mismo fruto y en el
caso del gazpacho de tres muestras del mismo gazpacho. Las tablas muestran un valor medio
de las medidas realizadas. La luminosidad esta representada por L * (0, negro a 100, blanco),
a * representa la variacion del verdor al enrojecimiento (-60 a 60) y b * indica la variacion del
color azul con el amarillamiento (-60 a 60). La relacion a * / b * indica la etapa de

maduracion de los tomates.

PARAMETROS DE COLOR

a* (D65) b* (D65) L* (D65) a*/b*

Media o Media o Media o Media
TOMATE 15035 0,262 [19,665 0,615 35345 |0,106 0,765
PIMIENTO (24545 |0,177 |11,055 |0,361 30,645 0,290 |2,220
GAZPACHO 22,925 0,021 25335 0,007 |54,115 [0,021 0,905

Tabla 5.1 Medidas de color en las muestras.
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5.1.2 °Brix

La escala Brix se utiliza para medir la cantidad aproximada de azucares en frutas, vinos
y liquidos procesados, que esta escala lo que determina es el contenido en sélidos solubles
totales. La concentracion de solidos solubles se expresa en °Brix que originalmente es una
medida de densidad (1°Brix es la densidad de una disolucion de sacarosa al 1% peso y a esta
le corresponde un indice de refraccion, de esta manera se establece la correspondencia entre

porcentaje de sélidos solubles y grados Brix).

Los resultados medios obtenido de cada producto fueron:

°Brix

Media o
TOMATE 5,0 0,0
PIMIENTO 6,5 0,0
GAZPACHO 4,8 0,0

Tabla 5.2 Concentracién en solidos solubles medida en °Brix, en las muestras ensayadas
5.1.3 Acidez

Los acidos influyen en el sabor de los alimentos, el color, la estabilidad microbiana y en
la calidad de conservacidn, y se determina por medio de una volumetria &cido-base usando
como base NaOH 0,1 N y fenolftaleina como indicador. El resultado es expresado en relacion

al acido mayoritario (&cido citrico).

Por cada molécula de acido citrico se utiliza 3 moléculas de hidroxido sodico, por tanto,
el peso equivalente del &cido es 3 eg/mol. El punto final de la valoracién se produce con el
viraje de color del indicador lo que corresponde al punto de equivalencia, es decir, el nimero

de equivalentes de &cidos es igual al nimero de equivalentes de base.

Para el calculo del contenido de acido citrico anhidro en g/10mL se utiliza la siguiente

férmula:
- Acidez (g/10mL) = V*N*Peqscido

Donde,

RESULTADOS Y DISCUSION Pagina 73



EVALUACION IN VITRO DEL POTENCIAL ANTICANCERIGENO DEL GAZPACHO

e V=volumen (mL) de la disolucion de NaOH utilizado
e N=normalidad de la disolucion de NaOH (0,1N)
e Peq del &cido citrico= 3 eq/mol (PMgcigo=192,124g/mol)

ACIDEZ

V1 V2

NaOH |NaOH |Acidez1l |Acidez2 [Media |o Media |o

mL mL g/10mL | ¢/10mL | g/10mL g/L
TOMATE 5,0 4,8 0,032 0,031 0,031 0,001 3,10 0,10
GAZPACHO 4,8 4,6 0,031 0,029 0,030 0,001 | 3,00 0,10

Tabla 5.3 Medidas de acidez titulable en las muestras ensayadas
5.1.4 Firmeza

La firmeza es un parametro indicativo de la calidad de los tomates frescos relacionada
con la estructura de la pared celular y con el estado de madurez, su determinacion es

fundamental para la aceptibilidad y almacenamiento.

Firmeza (Kg/cm?)
Media c
Tomate 1,65 0,07

Tabla 5.4 Media de firmeza en los tomates empleados para la elaboracion del gazpacho

5.2 CUANTIFICACION DE FITOQUIMICOS

Contenido en fitoquimicos clave en muestras de gazpacho casero, antes (crudo) y
después de la digestion (digerido). Los resultados se expresan como valores medios y

desviaciones estdndar (o) de tres muestras (n = 3).

++ Valores de Licopeno, antes y después de digerir el gazpacho casero:

Licopeno (g g)* o Licopeno (UM) o©
Gazpacho

609 20 11,30 0,36
crudo
Gazpacho 97,1 3,3 1,57 0,05

RESULTADOS Y DISCUSION Pagina 74



EVALUACION IN VITRO DEL POTENCIAL ANTICANCERIGENO DEL GAZPACHO

digerido
*peso seco
% Valores de a-tocoferol, antes y después de digerir el gazpacho casero:
a-tocoferol (ug g™)* c a-tocoferol (M) ¢
Gazpacho 27,6 1,9 0,06 0,00
crudo
Gazpacho 19,8 3,6 0,40 0,07
digerido
*peso seco
«+ Valor de flavonoides del gazpacho casero sin digerir, no se puede conseguir
suficiente muestra para determinar el valor de flavonoides en gazpacho casero
digerido:
Flavonoides (mg QE gM)* ¢ Flavonoides (mg QE I’ ¢
ol
Gazpacho 4,38 0,40 43,8 1,3
crudo
Gazpacho  -- - - -
digerido

*peso seco, Tpeso fresco

5.3 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

5.3.1 Ensayos de extractos, de etanol-agua y de éter de petrdleo
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Figura 5.3.1. Viabilidad de células HT-29 frente a diferentes concentraciones de extracto de

éter de petroleo y de etanol-agua de las hortalizas ensayadas en fresco (n=2)

Como primera aproximacion para la citotoxicidad del gazpacho, las células HT-29
fueron expuestas durante 48 horas a concentraciones crecientes de extractos etéreos de las
variedades de tomate y pimiento dulce, dichas hortalizas son empleadas en la mezcla de
gazpacho (figura 5.3.1). Las fracciones de éter se seleccionaron suponiendo que la mayoria de
las especies bioactivas de estos vegetales son compuestos lipofilicos, segun estudios previos
(Ramos-Bueno et al., 2016). Ambos extractos causaron inhibicion dependiente de la dosis del
crecimiento del cultivo. Solo se observaron diferencias significativas entre el control y las
concentraciones superiores a 100 pg ml -1 de extracto de pimiento dulce, con GI50 por
encima de la concentracion mas alta examinada (200 ug ml-1). Se observd una mayor
actividad con extractos de tomate, con diferencias significativas respecto al control por
encima de so6lo 25 ug ml-1 (p <0,05), alcanzando un valor de GI50 de 200 pg ml-1. No se
produjo actividad citotoxica neta en el intervalo de concentraciones ensayadas ensayadas para
ambos vegetales (25-200 pg ml-1) (TGI> 200 pg ml-1).
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5.3.2 Ensayos de hortalizas y distintos gazpachos digeridos

150
100
et TOMATE
50 -
< == PIMIENTO
p
20 : : . .
S CONTROL 5% 10% 20% == GAZPACHO
X 0 ° ° PASTEURIZADO
-50
== GAZPACHO
COMERCIAL NO
PASTEURIZADO
-100
% Digestion (v/v)
-150

Figura 5.3.2. Ensayos de viabilidad de células HT-29 tras la exposicidén de muestras digeridas

de tomate, pimiento, gazpacho comercial pasteurizado y gazpacho comercial no pasteurizado.

En la figura 5.3.2 podemos observar que la actividad antitumoral del gazpacho
comercial, antes y después de su pasteurizacion, asi como de dos componentes principales.
Todas estas muestras fueron digeridas previamente in vitro. Puede verse que la actividad
antiproliferativa se ve grandemente disminuida tras el procedimiento de pasteurizacion
térmica habitual en el proceso de comercializacion. El gazpacho comercial no pasteurizado
muestra una citotoxicidad muy superior frente a la linea cancerigena HT-29, seguido de la
misma muestra una vez pasteurizada. En la maxima concentracion ensayada, 20% de
digestion (v/v), ambas muestras producen la muerte total del cultivo, si bien pensamos que
esos niveles no son habitualmente alcanzados. Al 5 y 10% de digestion (v/v) se observo una
ligera actividad de tomate y pimiento, siendo mayor en el primero. Por ello, una vez
constatado que obtenemos mejores resultados con el gazpacho comercial no pasteurizado en
el presente proyecto decidimos continuar con el analisis de la actividad y mecanismo de
accion trabajando con muestras no pasteurizadas de una receta estandarizada de gazpacho

casero. Esta receta se describe en el punto material y métodos.
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5.3.3 Ensayos del gazpacho pasteurizado y gazpacho casero.

150

0 \

50

= NN ~#—GAZPACHO
S CASERO
;; 0 T T 1
S 0% 5% \ 10% 15% GAZPACHO
x =

<0 PASTEURIZADO
-100 \
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-150

Figura 5.3.3. Ensayo de viabilidad de células HT-29 frente a muestras digeridas de gazpacho

casero, y gazpacho comercial pasteurizado. Los valores son medios de seis experimentos
independientes.

En la figura 5.3.3 puede comprobarse esta superior actividad del gazpacho casero frente
al comercializado tras pasteurizacion. La citotoxicidad del gazpacho casero al 10% v/v frente
a la linea tumoral HT-29 causé el 100% de mortandad por cultivo, mientras que en el
gazpacho pasteurizado se produjo al 10% tan s6lo una inhibicion del crecimiento de menos

del 36% del crecimiento control. Las muestras ensayadas con gazpacho sin digerir no
mostraron una inhibicién del crecimiento relevante.
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Figura 5.3.4. Ensayo de viabilidad celular HT-29 tras la exposicién durante 24 y 48
horas a muestras de gazpacho casero digerido.

La inhibicion del crecimiento del gazpacho también depende del tiempo, figura 5.3.4
con diferencias significativas entre la actividad de digestatos al 5%. EIl crecimiento de
las células se redujo de casi un 70% en 24h a 40% después de 48h. Sin embargo, a las
24 h la citotoxicidad al 10% v/v también caus6d 100% de muerte por cultivo. Al 1% no

se demostro accidn antiproliferativa significativa en ambas ocasiones.

5.4 ANALISIS MULTIPARAMETRICO Y ENZIMATICO

Para analizar el mecanismo de accién antitumoral de los digestatos de gazpacho casero
se llevd a cabo un analisis multiparamétrico de actividad frente a células HT-29 expuestas
durante 24 y 48h a dos concentraciones de digestatos (5-10% v/v) y células control no
tratadas. Este analisis se basé en imagenes de campo claro, fluorescencia de ndcleos mediante
Hoechst, y de actividad caspas mediante fluorescencia DEVD. Adicionalmente se midio la
produccion de ATP citoplasmatico por luminiscencia. En la Figura 5.4.1 se muestran las
imagenes resultantes de este andlisis multiparamétrico y en la figura 5.4.2. los resultados

cuantitativos.
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Figura 5.4.1: Andlisis multiparamétrico de la citotoxicidad de digestos de gazpacho casero
contra células HT-29 de cancer de colon. Estas imagenes del analisis multiparamétrico de la
citotoxicidad de digestos de gazpacho casero contra células HT-29 de cancer de colon, con
dos concentraciones de digestatos (5-10% v / v) y células control no tratadas. Las imagenes se
tomaron en iméagenes de campo claro (arriba, negro / blanco), azul Hoechst 3342 canal
(medio) y verde canales DEVD (bajo). Amplificacion 4X. Exposicion durante 48h a las

muestras.
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Figura 5.4.2: Resultados del analisis multimodal de la citotoxicidad después de la exposicién
de células HT-29 a concentraciones crecientes de digestos de gazpacho casero durante 24h y
48h. (Figura 5.4.2) (A) Confluencia por imagen de campo claro; Recuento de ndcleos (B), y
condensacion nuclear (C) por tincion de Hoechst; (D) Prueba de ATP citoplasmatica de
luminiscencia después de 24h; Actividad de caspasa 3/7 medida como (E)% de células tefiidas
con DEVD y (F)% de area de tincion de DEVD; Valores entre 24 y 48h no son comparables
cuando el control de crecimiento fue significativamente diferente entre los experimentos (p
<0,05) (Figuras 5.4.2 A-C). Los valores son medios de seis experimentos independientes y las

barras denotan desviaciones estandar.

Las diferencias entre las células tratadas y no tratadas fueron claramente visibles a
través de imagenes de canal de campo claro con cambios morfolédgicos asociados con el inicio
de la apoptosis, con mayor rugosidad y oscurecimiento de las células después de la exposicion
al digestato al 5% . La muerte celular generalizada se observd con un 10% de concentracion,
de acuerdo con nuestros anteriores MTT ensayos (Figura 5.4.1, tercera columna). Otro
indicador de apoptosis, la condensacion nuclear, se detecto por tincion azul Hoechst (Figura
5.4.1, fila media). La activacion de la cascada de caspasas, un paso clave en la via apoptotica,
se reveld mediante tincion verde de DEVD, mostrando una activacion intensa de caspasas 3/7

de una manera dependiente de la dosis (Figura 5.4.1, fila baja).
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El andlisis numérico de estas imégenes se resume en la figura 5.4.2. Se detectaron
diferencias significativas entre el control y los digestatos de 5% y 10% (prueba de Fisher, p
<0,01). Los efectos de la concentracion del 1% (v / v) no fueron significativamente diferentes
en el control de la forma en ninguno de los parametros analizados (p <0,01) (datos no
mostrados). De acuerdo con nuestros ensayos anteriores de MTT, la viabilidad celular
disminuyé con dosis crecientes de digestatos de gazpacho, como se muestra por una
disminucion en el porcentaje de confluencia de cultivo detectado por imagen de campo
brillante (Figura 5.4.2 (A)). Esta actividad antiproliferativa fue confirmada por una
disminucion del ATP citoplasmético después de una exposicion de 48 horas (figura 5.4.2 (D),
como indicador de la actividad mitocondrial deteriorada, con muerte celular total después de
la exposicion al digestato del 10% (v / v). El andlisis de condensacién nuclear (Figura 5.4.2
(C)), permitio la deteccidn de la apoptosis, ya que la disminucion en el area nuclear media es
un cambio morfoldgico clave de la actividad programada La intensidad de DEVD de
fluorescencia y el aumento de &rea porcentual (Figura 5.4.2 (EF)) mostraron una
intensificacion de la actividad de la caspasa 3/7, con un claro patron de activacién de caspasa
en funcién de la dosis y del tiempo y un fuerte aumento de% de células con La tincion de
DEVD después de la exposicion a digestatos al 10% (Figura 5.4.2) De este parametro,
podriamos estimar la actividad de la caspasa relacionada con el nimero de células totales,
incluso si la poblacion celular se reduce bruscamente por la citotoxicidad de los digestados.
fue utilizado, incluso si pocas células sobre una alta proporcién de fluorescencia se detecto,

aumentando a 6 veces desde el control (Figura 5.4.2(E)).

En conclusidn, el andlisis de citotoxicidad multimodal permitié detectar y caracterizar la
actividad antiproliferativa dosis-dependiente de los digestos de gazpacho, dando fuertes
evidencias de que la activacion de la apoptosis por la cascada de caspasas es un mecanismo

clave de accion de digestiones de gazpacho contra el crecimiento de células HT29
5.5 EXPRESION GENICA

La expresion de ARNm en las células HT-29 de genes supresores de tumores (Bcl2,
Bax y p53) y ciclina D1 del regulador del ciclo celular, después de la exposicion de 24 horas
de las células HT-29 a dos concentracién de gazpacho casero digerido 5% y 10% v/v; Ind,
indometacina a 0,2mM (control positivo). Los valores son medios de tres experimentos

independientes y las barras indican desviaciones estandar.
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Figura 5.5.1. Expresion génica de los genes supresores de tumores.

En la figura 5.5.1 se presenta el anélisis de la expresion genética diferencial de los genes
reguladores de la apoptosis clave (Bcl2, BAX, p53 y ciclina D1), después de la exposicion de
las células HT-29 a niveles del 5-10% v / v de digesto gazpacho para 24h. Nuestro anélisis de
los cambios en la expresion de dos genes de la familia BCL2, anti-apoptéticos Bcl2 y pro-
apoptotico BAX, destacan su importante papel en la modulacién de la apoptosis después de la
exposicion a nuestras muestras. Se observd una regulacion negativa significativa y
dependiente de la dosificacion de la expresién de Bcl2 (figura 5.5.1 (A)), descendiendo a
aproximadamente el 50% de los niveles normales de expresién en células HT-29 de control
no tratadas. Aunque BAX también mostré regulacion negtiva, hasta el nivel de 65% (Fig.
5.5.1 (B)), no se observaron diferencias significativas entre las concentraciones de la muestra,
y los niveles de expresion de este gen por si solos no parecen ser relevantes en la activacion
de la apoptosis. Esto esta de acuerdo con el hallazgo con digestatos de tomate (Palozza et al
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2007). Sin embargo, la reduccion de la relacion Bcl2 / BAX se ha sugerido como un
mecanismo de inhibicién del crecimiento por el licopeno en las células cancerosas (Palozza
et al., 2009), el parametro determinante para activar la apoptosis. Nuestros datos muestran una
clara relaciéon entre el aumento de la concentracion de digestatos, y el aumento de esta
relacion. Cuando se expuso a una muestra al 10% (v / v), la proporcion disminuyo a 76% del
control. Esto es una evidencia de que el cambio en Bcl2 y Bax, mas que su expresion
separada, juega un papel clave en la activacion de la apoptosis por gazpacho digestates. Otra
expresion de oncogén clave estudiada fue la ciclina D1, responsable de promover la
progresion del ciclo celular en la fase G1 / GO en las células cancerosas. La ciclina D1 actla
como un sensor del factor de crecimiento en la fase G y se sobreexpresa en tumores de cancer
HT-29 (Mayo., et al 2009). Después de 24 horas de exposicion a digestos de gazpacho, se
detect6 una disminucion significativa y dependiente de la dosis de la expresion de ciclina D1,
hasta un 71% del control, después de exposicion al 10% v / v de digestato (Figura 5.5.1(C)).
Esto sugiere que gazpacho digestato interfiere la progresion del ciclo celular por la regulacién
negativa de la progresion del ciclo celular en este nivel. Inesperadamente, la expresion del gen
p53 disminuyd de forma dependiente de la dosis después de una exposicion de 24 horas a los
digestos de gazpacho, disminuyendo hasta el 45% de la expresion de control tras una
exposicion al digestato al 10% v / v (Figura 5.5.1 (D)) en la expresion de p53 y Bcl2, con

regulacién negativa observado en BAX y Cyclin D1.
5.6 DISCUSION

Presentamos en este trabajo la primera evidencia experimental de la actividad
antiproliferativa y citotdxica de gazpacho contra el crecimiento de lineas celulares de cancer.
Utilizando un ensayo in vitro acoplado de digestion/viabilidad de cultivo celular, hemos
detectado una actividad de inhibicién del crecimiento, dependiente de la dosis y del tiempo de
exposicion, de digestatos de nuestras muestras ensayadas a bajos niveles de concentracion

alcanzables in vivo.

El coctel complejo de fitoquimicos presente en gazpacho casero es mucho mas diverso
gue en un jugo de tomate simple, incluyendo varias familias de biomoléculas con actividad
antitumoral conocida de otros componentes alimenticios, tales como carotenoides,
polifenoles, compuestos de azufre y tocoferoles. Es posible que, cuando se consume
regularmente, tal mezcla dietética pueda actuar de manera similar a la quimioterapia

metrondmica (Scharovsky et al., 2009). De esta manera, las biomoléculas alimentarias
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actuarian de manera similar a la administracion de dosis generalmente bajas de diversos
farmacos quimioterapéuticos sin periodos prolongados de descanso, actuando sobre una
diversidad de blancos moleculares en células cancerosas y, por tanto, potenciando su
actividad antiproliferativa. En segundo lugar, la presencia de aceite de oliva en la mezcla de
gazpacho mejora el proceso de micelizacion durante el proceso de molienda del puré de
gazpacho, aumentando la biodisponibilidad y biodisponibilidad de fitoquimicos hidrofobos,
como carotenoides (Van het hof et al., 2000) y polifenoles (Faila et al., 2005, Palmero et al.,
2014). Dicho procesamiento destruye los tejidos vegetales, aumenta el area superficial y
mejora las interacciones de enzimas de digestion y emulsionantes con particulas de alimentos.
Durante la digestion in vivo, el aceite de oliva ayuda a transferir micronutrientes lipofilos de
la matriz alimenticia a gotitas de aceite y micelas, y estimula la secrecion de sales biliares y
lipasas pancreaticas necesarias para la formacion de micelas e induciendo la sintesis de
quilomicrones. El aceite de oliva es un ingrediente clave en las recetas de gazpacho, que
oscilan entre 3-5% (v/v) en la mezcla final. La presencia de oleato de aceite de oliva en las
micelas también ha mostrado un efecto positivo en la absorcion de carotenoides (Hollander et
al., 1978). Ademas de esta accion, el aceite de oliva tiene algunos compuestos bioactivos
especificos, como los triterpenos, que han demostrado sus propias actividades bioldgicas
(Sanchez-Quesada et al., 2013) y actividades antitumorales y pro-apoptoticas directas contra
las células cancerosas que también podrian desempefiar un papel en la actividad del gazpacho
(Allouche et al., 2011, Reyes-Zurita et al., 2009).

Una contribucién metodoldgica de este trabajo es la evaluacion de una metodologia
acoplada para caracterizar el potencial quimio-preventivo de las muestras de alimentos contra
la proliferacion de cultivos celulares de cancer. Hemos evaluado el rendimiento de un método
estandarizado de digestion in vitro estatica, acoplado a un modelo celular de cancer in vitro, y
a un analisis multiparamétrico de citotoxicidad. EI método de digestion in vitro de muestras
vegetales (Garrett et al., 1999) ha demostrado ser un método valido para suministrar matrices
de alimentos complejas a células cultivadas. A pesar de la disminucion de las concentraciones
de fitoquimicos despues de la digestion, la actividad antiproliferativa de los digestatos fue
significativa, y confirma que la bio-accesibilidad y la biodisponibilidad de las biomoléculas
activas se ven reforzadas por el proceso de digestion (Fernandez-Garcia, et al 2009). Los
carotenoides son insolubles en medio acuoso, por lo que las grasas ingeridas diariamente y el
aceite favorecen la solubilizacion de éstos, facilitando su dispersion y favoreciendo una mayor

biodisponibilidad para las células (Nagao, 2009).
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El contenido de licopeno se utiliz6 como referencia de los niveles de exposicion a
moléculas bioactivas probados in vitro en comparacion con los esperados in vivo. Los niveles
fisioldgicos de licopeno en la sangre y los tejidos humanos varian con la ingesta y el tipo de
tejido. Se ha establecido a partir de ensayos clinicos (Mayne, et al., 1999) un contenido medio
de licopeno de 0,5 uM en sangre humana (entre 0,07 y 1,79). El licopeno en los niveles de
tejidos humanos varia desde 0,001 uM de peso humedo en el tejido adiposo hasta 0,02 uM de
peso humedo en suprarrenales y testiculos (Stahl et al., 1996). En nuestras muestras de
gazpacho casero, una concentracion inicial en gazpacho crudo de 11,3 uM, se redujo en
digestatos a 1,57 uM, con concentraciones finales resultantes de 0,06 pM para
concentraciones del 5% v/v y 0,15 uM para muestras de 10% v/v, alrededor de 5 veces
inferior a los valores plasmaticos medios, por tanto dentro del intervalo de niveles alcanzables

in vivo.

La inhibicion del crecimiento de las células cancerosas por los digestatos de tomate fue
comparable a los valores anteriores informados. Utilizando el mismo método de digestion
(Palozza et al., 2009) se observaron valores de crecimiento HT-29 del 45% del control
después de 24 horas de exposicion al 10% (v/v) de digestato, que no se modifico
significativamente prolongando el tiempo de incubacién hasta 72 h. Obtuvimos un valor muy
similar del 48% después de 72 horas de exposicion. Esta similitud es bastante notable, ya que
las diferencias en las muestras de tomate y las condiciones experimentales pueden causar una
variabilidad significativa entre los estudios. Otra novedad de este trabajo es la constatacion de
que la actividad antitumoral del tomate se mejora aln mas cuando se mezcla en formulaciones
enriquecidas con otras verduras frescas, como la receta de gazpacho. Nuestros datos apoyan
las observaciones anteriores de que cuanto mayor es la variedad de especies moleculares en la

matriz de alimentos, mayor es la accion anti-proliferativa.

Finalmente, hemos determinado que el mecanismo antitumoral se efectla por via
apoptotica. Nuestros resultados de la actividad enzimatica caspasa y analisis de expresion
génica diferencial sugieren que la matriz de gazpacho casero contiene una rica combinacion
de especies naturales bioactivas capaz de activar la via apoptdtica en las células de cancer de
colon. Varios componentes del gazpacho, como los carotenoides en el tomate (Cenariu et al.,
2015), y los compuestos fendlicos en el aceite de oliva (Llor et al., 2003, Gill et al., 2005),
han mostrado actividad antiproliferativa in vitro contra el cancer de colon (Rotelli et al.,
2015). Aqui hemos detectado la activacion de Caspasas 3 y 7 por los digestatos de gazpacho.

El gazpacho puede ser considerado como un jugo de tomate fresco, enriquecido con otras

RESULTADOS Y DISCUSION Pagina 86



EVALUACION IN VITRO DEL POTENCIAL ANTICANCERIGENO DEL GAZPACHO

verduras y aceite de oliva. La activacion de la apoptosis por digestatos de tomate ya habia
sido reportada en estudios previos. Los digestos de tomate activan las dianas apoptéticas
induciendo caspasa-3 e inhiben la progresion GO/G1 del ciclo celular. Tambien se habia
citado la disminucion de la ciclina D1, Bcl-2 y Bcl-xL (Palozza et al., 2007, Palozza et al.,
2009). Nuestros datos muestran que la apoptosis fue desencadenada por la digestion de
gazpacho principalmente por la regulacion negativa de anti-apoptosis gen Bcl-2. La inhibicion
de Bcl-2 parece ser determinante en la induccion de la apoptosis en nuestro caso. La actividad
antiproliferativa también se ejercio mediante el paro del ciclo celular asociado a una
disminucion de la expresion de ciclina D1. La ciclina D1 es uno de los principales
moduladores del ciclo celular, a través de quinasas dependientes de ciclina, y su inhibicion
por digestatos de tomate (Palozza et al., 2007, Palozza et al., 2009) y licopeno (Nahum et al.,

2006) ha sido descrita previamente.

Una de las lineas futuras de investigacion mas interesantes es el papel de la regulacion
negativa de p53 en la actividad antitumoral observada. Se ha demostrado claramente que el
gen p53 es el oncogén mutado mas comunmente en una amplia variedad de cénceres
humanos, incluyendo los adenocarcinomas més frecuentes. EI p53 de tipo salvaje integra una
red compleja de respuestas antiproliferativas, incluyendo apoptosis, detencién del ciclo
celular y senescencia (Fridman et al., 2003). Sin embargo, aunque la pérdida de funcionalidad
normal es casi universal, p53 podria no ser realmente un gen supresor de tumores, si bien un
efecto negativo dominante esta involucrado en la mayoria de las mutaciones (Liu et al., 2006).
En nuestro caso, dado que las células HT-29 no contienen proteina p53 de tipo salvaje
(Rodrigues et al., 1990), el mecanismo de apoptosis inducido por el digestato de gazpacho
detectado aqui, a través de la activacion de caspasa a través de la disminucion de la relacién
Bcl2 / BAX, es probablemente independiente de la proteina p53 en esta linea celular. Esto
coincide con una ausencia similar de cambio significativo de expresién de p53 en HT-29
después de la exposiciébn a indometacina en nuestra prueba de control positivo de
citotoxicidad. También coincide con la ausencia de efectos sobre los niveles de p53 en HT-29
observados tras la exposicion a digestos de tomate (Palozza et al., 2007, Palozza et al., 2009).
La red antiproliferativa del p53 es controlada por diferentes sefales, incluyendo factores
ambientales, tales como biomoléculas dietéticas activas y sus metabolitos. Hasta donde
sabemos, a partir de micronutrientes de tomate sélo el licopeno se ha citado como activador
de p53 para inducir la via intrinseca de la apoptosis en las células cancerosas, si bien en lineas

celulares diferentes a HT-29 (Palozza et al., 2010, Pereira et al., 2014). Poco se sabe sobre el
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papel del mutante p53 en el fenotipo carcinégeno HT-29, y por lo tanto, por ahora queda por
investigar el vinculo entre la regulacién negativa p53 y la inhibicion del crecimiento por

gazpacho digestatos.

La principal desventaja del “whole food approach” implementado en este trabajo es el
débil establecimiento y aislamiento de nexos causales directos entre la actividad global de la
matriz que aqui se caracteriza y biomoléculas especificas de actividad aislada conocida
(Jacobs et al., 2007). La identificacion detallada de estas moléculas, su papel relativo y las
interacciones y sinergias responsables de la actividad antitumoral descrita aqui necesitan de
investigaciones exhaustivas fuera del alcance de nuestra evaluacion. Muchos trabajos se han
hecho para evaluar la actividad antitumoral de biomoléculas aisladas, pero pocos trabajos
describen sinergias apareadas entre componentes mixtos como los presentes en la receta de
gazpacho, como tocoferoles y carotenoides de tomate y pimiento dulce (Le Grandois et al.,
2017), ajo y tomate (Bhuvaneswari t al., 2004), aceite de oliva y tomate (Ramos-Bueno et al.,
2017). Creemos que nuestra aproximacién basada en la evaluacion de la actividad global de
matrices alimentarias complejas ofrece una vision necesaria, complementaria a estos estudios
reduccionistas, para la evaluacion del potencial quimio-preventivo global de estas especies

moleculares cuando se mezclan en el contexto de sus matrices naturales de alimentos.

Las conclusiones sobre el potencial anticancerigeno de nuestro estudio se limitan al
sistema y modelo utilizado, y a los digestatos de alimentos ensayados. Nuestro modelo s6lo
puede simular en parte la secuencia completa de la transformacion digestiva de los alimentos,
y el desarrollo final de las actividad biol6gica dentro de las células cancerosas. Futuros
desarrollos deberian incluir una interfaz de absorcién intestinal para una simulacion mas
realista de la biodisponibilidad de micronutrientes clave. De todos modos, pensamos que las
pruebas de viabilidad de células de digestion acopladas, tales como la metodologia utilizada
aqui, son una herramienta valiosa para la evaluacion preclinica de la actividad
antiproliferativa potencial de matrices complejas de alimentos ricos en biomoléculas activas y
para el disefio de experimentos controlados para dilucidar sus mecanismos moleculares de

accion.
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6. CONCLUSIONES

% Hemos optimizado una metodologia in vitro para la evaluacién de la actividad
antitumoral de alimentos basada en la determinacion de la actividad
antiproliferativa del crecimiento de tumores cultivados frente a la exposicion a

muestras alimentarias digeridas previamente in vitro.

X/
°

Ademas de confirmar la actividad antitumoral de digestatos de tomate, hemos
podido constatar que se ve intensificada sustancialmente en la mezcla de vegetales
frescos que componen la receta del gazpacho andaluz. Es decir, hemos obtenido
evidencias de que el consumo de tomate es mucho mas quimiopreventivo frente al
crecimiento de células cancerigenas cuando se encuentra mezclado con otras
hortalizas y aceite de oliva en recetas tradicionales como la del gazpacho, en

especial cuando son destinadas para el consumo en fresco.

L)

% El proceso habitual de pasteurizacion térmica empleado en la comercializacion de
gazpachos comerciales destruye en parte la actividad antitumoral del gazpacho,
con un potencial anticancerigeno mucho mayor cuando se consume en recetas

caseras no pasteurizadas.

L)

% Los resultados del andlisis de la actividad enzimatica y el analisis de expresion
génica nos indica que la matriz del gazpacho casero contiene una rica
combinacion de especies naturales bioactivas capaces de activar la via apoptotica

de muerte celular programada en las células de cancer de colon.

Como conclusion final de este trabajo, se ha mostrado el potencial anticancerigeno que
podria tener el consumo habitual de gazpacho, como medio quimiopreventivo frente a la
progresion del cancer de colon, asi como la importancia de revalorizar el consumo de

vegetales frescos en la prevencion de la incidencia de enfermedades cancerigenas.
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