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EXTRACTOS DE CAPSICUM ANNUUM L MODULAN LA PROLIFERACION CELULAR Y LA
SENALIZACION INTRACELULAR DE CA2* EN CELULAS EPITELIALES MAMARIAS HUMANAS

CAPSICUM ANNUUM L EXTRACTS MODULATE CELL PROLIFERATION AND INTRACELLULAR
CA2* SIGNALING IN HUMAN MAMMARY EPITHELIAL CELLS

RESUMEN

El presente estudio evalud el efecto de extractos de tres variedades de Capsicum annuum L sobre la actividad metabdlica
celular y la sefializacion intracelular de Ca2* en células epiteliales mamarias humanas, utilizando una linea tumoral (MCF-7) y una
no tumoral (MCF-12F). La actividad metabdlica se determind mediante el ensayo Alamar Blue, mientras que la dinamica de Ca2*
se analizd utilizando el indicador fluorescente Fluo-4 AM y microscopia funcional en tiempo real. Los extractos vegetales
produjeron efectos diferenciales dependiendo del tipo celular y de la variedad del fruto. En células MCF-7 se observaron cambios
mas pronunciados en la actividad metabdlica, mientras que en MCF-12F se registraron incrementos transitorios de Ca2*
intracelular con patrones cinéticos distintos entre variedades. Los resultados indicaron que matrices fitoquimicas complejas
derivadas de Capsicum annuum L interactUan con la maquinaria de sefializacion de Ca2* y pueden modificar la fisiologia celular
de manera dependiente del contexto tumoral. Estos hallazgos aportan evidencia experimental sobre la interaccion entre
compuestos de origen vegetal y rutas celulares fundamentales relacionadas con la salud humana.

Palabras clave: capsicum annuum L, sefalizacion de calcio intracelular, células mamarias humanas, proliferacion celular,
alimentos funcionales

ABSTRACT

This study evaluated the effect of extracts from three varieties of Capsicum annuum L on cellular metabolic activity and
intracellular Ca2* signaling in human breast epithelial cells, using a tumor cell line (MCF-7) and a non-tumor cell line (MCF-12F).
Metabolic activity was determined using the Alamar Blue assay, while Ca2* dynamics were analyzed using the Fluo-4 AM
fluorescent indicator and real-time functional microscopy. The plant extracts produced differential effects depending on cell type
and fruit variety. More pronounced changes in metabolic activity were observed in MCF-7 cells, while in MCF-12F cells, transient
increases in intracellular Ca2* were recorded with distinct kinetic patterns among varieties. The results indicated that complex
phytochemical matrices derived from Capsicum annuum L interact with the Ca2* signaling machinery and can modify cellular
physiology in a tumor-context-dependent manner. These findings provide experimental evidence regarding the interaction
between plant-derived compounds and fundamental cellular pathways related to human health.

Keywords: capsicum annuum L, intracellular calcium signaling, human mammary cells, cell proliferation, functional foods
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1. INTRODUCCION

Los estudios in vitro generan hipdtesis bioldgicas verificables. Este conocimiento permite tomar acciones que
mejoran la calidad de vida de los organismos. De esta forma, se enriquece el conocimiento y se entiende la
complejidad fisiolégica de los organismos. Este trabajo revisd informacion sobre el calcio ionizado (Ca®), un cation
fundamental en las células de todos los organismos. Las modificaciones en la concentracion de calcio intracelular
([Ca2*)i) promueven su actividad como un segundo mensajero. Basicamente, los cambios en su concentracion se
traducen en estimulos extracelulares y los convierte en respuestas intracelulares especificas, como lo son la
proliferacion, secrecion, diferenciacion y muerte celular programada.

Para llevar con éxito la multitud de los procesos celulares, se requiere la participacion coordinada de
proteinas con actividades muy especificas, las cuales estan localizadas en los diferentes organelos y membranas.
Esencialmente, estas proteinas estan acopladas al gradiente de Ca®* y mantienen su concentracion intracelular
alrededor de 100 newton-metro (nM). Por lo tanto, se mueve el Ca** hacia afuera de la célula o lo amacenan en
organelos. Las principales entidades moleculares sensibles al Ca** son los canales de Ca®* dependientes de voltaje
e independiente; el receptor del potencial transitorio (TRP); bombas de Ca?* de membrana plasmatica (PMCA);
bombas de Ca?* de reticulo endoplasmico (SERCA); la actividad de canales de Ca?* intracelulares como el Receptor
a Ryanodina (RyR); y el Receptor a uno, cuatro y cinco trifosfatos (IPsR), entre muchos mas. Como ya se menciond
anteriormente, la sefializacion intracelular de calcio regula procesos celulares esenciales como la proliferacion, el
metabolismo y la supervivencia celular, y su desregulacion constituye un rasgo caracteristico del cancer de mama
(Berridge, 2016; Prevarskaya et al., 2018; Monteith et al., 2017).

A lafecha, se conoce que entre el 10-15 % de los casos de cancer de mama son hereditarios. Por lo tanto,
la mayoria de los casos son causados por factores de riesgo susceptibles de ser modificados para mejorar el estilo
de vida, incluidos los habitos alimenticios (exceso de grasas, azlcares, cames rojas y alcohol, entre los principales).
Otros factores también son la edad, la etnia, el estado hormonal, la radiacion ultravioleta y las alteraciones en los
ritmos circadicos (alteraciones en el suefo-vigilia). Sin embargo, la dieta es una practica que puede controlarse con
relativa facilidad, y al respecto, estudios observacionales y epidemiolégicos han sugerido el potencial positivo de
los compuestos fendlicos en la quimioprevencion y la quimiosensibilizacion en el cancer de mama, debido a que
se les han asignado efectos protectores y anticancerigenos (Avila-Gélvez et al., 2020).

Por otra parte, se ha comprobado que la ingesta dietética de carotenoides es benéfica para la salud
humana, pues protege al organismo de enfermedades cronicas, incluido el cancer. En parte a su actividad
antioxidante, que puede modular la reparacion del DNA, proliferacion celular, induccion de la apoptosis e inhibicion
de la angiogénesis (Dehnavi et al., 2024). Estos efectos se deben por la modulacion de vias de sefializacion,
expresion génica y proteica al interactuar con rutas que modifican la viabilidad celular, proliferacion, diferenciacion
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e invasion. Sin embargo, aln se necesitan méas estudios para fortalecer su uso en humanos (Avila-Gélvez et al.,
2020).

Los frutos de Capsicum annuum L contienen diversos fitoquimicos bioactivos capaces de interactuar con
rutas celulares fundamentales (Materska & Perucka, 2005; Zimmer et al., 2012; Wahyuni et al., 2013). A diferencia
de los estudios basados en compuestos aislados, el andlisis de extractos vegetales permite evaluar la interaccion
sinérgica entre multiples metabolitos secundarios, lo cual refleja con mayor fidelidad las condiciones reales de
exposicion dietaria. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de extractos de tres variedades de
Capsicum annuum L var. Fascinatum (FAS), Baselga (BAS) y Orangela (ORA), sobre la actividad metabdlica y la
sefalizacion de Ca2* intracelular en lineas celulares epiteliales mamarias humanas, una cancerosa (MCF-7) y una
no tumoral (MCF-12F).

2. METODO DE INVESTIGACION

La actividad metabdlica se determind mediante el ensayo Alamar Blue y la dinamica de Ca2*. El andlisis se realizd
por medio del indicador fluorescente Fluo-4 AM y la microscopia funcional en tiempo real. Los extractos evaluados
modularon diferencialmente la proliferacion celular dependiendo del tipo celular y de la variedad del fruto. En células
MCF-7 se observaron cambios mas pronunciados en la actividad metabdlica, mientras que en MCF-12F los
extractos indujeron incrementos transitorios de Ca2* intracelular con patrones cinéticos distintos entre variedades.

2.1. Cultivo celular

Las lineas celulares epiteliales humanas MCF-7 y MCF-12F fueron donadas por las Dra. Aceves v la Dra.
Delgado (Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México [UNAM)]), originalmente fueron
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC). Ambas lineas se mantuvieron en medio Dulbecco's
Modified Eagle Medium ([DMEM] suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina y 100
ug/mL de estreptomicina), siguiendo protocolos estandar para cultivo de células mamarias humanas (Freshney,
2016; Lacroix & Leclercq, 2004). Los cultivos se incubaron a 37 °C en una atmosfera humidificada y 5% de COs.

La expansion celular se realizé a partir de cultivos sanos y confluentes. Para el subcultivo, las monocapas
celulares se incubaron durante 30 segundos con Verseno, seguido de una incubacion de 60 segundos con tripsina
al 0.5%, de acuerdo con procedimientos ampliamente utilizados para la disociacion celular (Freshney, 2016). La
accion de la tripsina se inactivd mediante la adicion de medio DMEM completo. Posteriormente, las células se
disgregaron y se sembraron en placas de cultivo de 60 mm a una densidad de 1 x 108 células para su proliferacion.
Todos los experimentos se realizaron utilizando cultivos entre 18 y 24 h posteriores a la tripsinizacion, con el fin de
controlar el grado de confluencia celular y minimizar variaciones asociadas al ciclo celular (Lacroix & Leclercq,
2004).
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2.2. Determinacion de proliferacion celular

La viabilidad y la actividad metabdlica celular, tras la exposicion a los extractos BAS, ORAy FAS, se evalud
mediante el ensayo Alamar Blue (AB; Thermo Fisher Scientific), un método ampliamente validado para la medicion
de la actividad metabdlica celular y citotoxicidad in vitro (Rampersad, 2012; O’Brien et al., 2000). Este ensayo se
basa en la reduccion de la resazurina a resorufina, un compuesto altamente fluorescente, 1o que permite una
cuantificacion indirecta del estado metabdlico celular sin inducir lisis, posibilitando mediciones cinéticas en el
tiempo. Las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 0.05 x 10 células por pozo.
Posteriormente, se ahadieron los extractos a diferentes concentraciones (0.1, 1y 10%), y la actividad metabdlica
se evaluo a los tiempos 0, 1.5, 3, 6, 12, 24, 48 y 72 horas (Figura 1). El reactivo Alamar Blue se afiadié al medio a
una concentracion final del 10% (v/v). La fluorescencia se midi¢ utilizando un lector multimodal de placas
(Varioskan™ Lux; Thermo Fisher Scientific) a longitudes de onda de excitacion/emision de 530-560/590 nm
(O’Brien et al., 2000).

Figura 1
Esquema del principio del ensayo Alamar Blue empleado para evaluar la actividad metabdlica celular mediante la
reduccion de resazurina a resorufina fluorescente
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2.3. Determinacion de Ca2* intracelular

Los cambios en la concentracion de Ca2* intracelulares inducidos por la estimulaciéon con extractos de
Capsicum annuum L se evaluaron utilizando el indicador fluorescente Fluo-4 AM, de acuerdo con metodologias
previamente establecidas (Gee et al., 2000; Paredes et al., 2008). Fluo-4 AM presentd una elevada sensibilidad al
Caz* intracelular, con un incremento significativo de fluorescencia tras su union al ion, y es ampliamente utilizado
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para el estudio de sefializacion de Ca?* en células vivas. Las células se incubaron durante 30 minutos con solucion
Krebs-F4 (en mM: NaCl 150, KCI 1, MgCl, 1.8, CaCl, 1.8, Glucosa 4, HEPES 10, pH 7.4; suplementada con
albumina sérica bovina, acido plurénico y 5 uM de Fluo-4 AM). Posteriormente, las preparaciones se lavaron con
solucién Krebs e incubaron durante 10-15 min adicionales para permitir la completa remocién del indicador antes

del registro de fluorescencia (Figura 2) (Saldafia et al., 2009).

Figura 2

Carga celular con el indicador fluorescente Fluo-4 AM para la deteccion de variaciones en la concentracion

intracelular de Ca?* en células epiteliales mamarias humanas
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2.4. Microscopia funcional

Las imagenes se adquirieron utilizando un microscopio MVX10 equipado con un objetivo de 20x, con una
velocidad de adquisicion de cuatro imagenes por segundo. La excitacion y emision del Fluo-4 se realizaron a
494/506 nm, respectivamente, siguiendo protocolos estandar para microscopia funcional de Ca2*. Para minimizar
el fotoblanqueo, la potencia de la lampara de mercurio se redujo al 5%. Para el analisis cuantitativo, se
seleccionaron al azar 50 células por campo y se midieron los valores de fluorescencia en escala de grises, los
cuales fueron posteriormente analizados utilizando el software Originab 2021, como se ha descrito previamente en

estudios de dinamica de Ca2* intracelular (Saldana et al., 2009).
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3. RESULTADOS

3.1. Actividad metabdlica celular tras la exposicién a extractos de Capsicum annuum L

La exposicion de las células epiteliales mamarias humanas a los extractos de Capsicum annuum L produjo
cambios diferenciales en la actividad metabdlica dependiendo tanto del tipo celular como de la variedad de extracto
analizada. Las células cancerosas MCF-7 mostraron una respuesta mas pronunciada que las células no tumorales
MCF-12F, evidenciando una mayor sensibilidad del fenotipo tumoral frente a los compuestos fitoquimicos.

Las curvas de actividad metabdlica dosis-dependiente indicaron que para los tres extractos metandlicos a
10%. En ambas lineas celulares se produjo una disminucion en la actividad metabdlica comparandolo con sus
respectivos controles, sugiriendo fuertemente que este efecto tiene que ver con la dosis saturante. Inclusive, a
dosis del 1% de los extractos provenientes de BAS y ORA no presentaron cambios con respecto al control. Aunque
el 0.1% de ORA solo las células MC-12F presentaron un incremento en la actividad metabdlica, en tanto las MCF-
7 se comportaron similar al control. Interesantemente, el extracto proveniente de la variedad FAS tiene efectos
diferenciales en ambas lineas celulares en concentraciones de 0.1 — 1%. Los resultados indicaron que las MCF-7
son mas sensibles a la exposicion con este extracto (Figura 3).
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Figura 3
Actividad metabdlica de las lineas celulares MICF-7 y MICF-12F tras la exposicion a extractos de tres variedades
de Capsicum annuum L. Se muestran experimentos representativos.
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Nota. Los datos se expresan como media + DE (n=4). Diferencias significativas: p < 0.05.

En conjunto, estos resultados indicaron que los extractos de Capsicum annuum L modulan la proliferacion
celular de manera dependiente del contexto bioldgico, siendo las células tumorales particularmente susceptibles a
Su accion.

3.2. Dinamica de la sefalizacion intracelular de Ca2*

Con el fin de evaluar si los cambios metabdlicos observados se asociaban con modificaciones en la
sefializacion intracelular, se analizaron las variaciones en la concentracion de Ca?* citosdlico. Los extractos de
Capsicum annuum L indujeron respuestas dinamicas de Ca2* intracelular caracterizadas por incrementos
transitorios de fluorescencia.
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El extracto BAS generd un aumento rapido y sostenido del Ca2* intracelular durante los primeros segundos
posteriores a la estimulacion. Por su parte, los extractos ORA y FAS produjeron incrementos mas graduales y de
menor amplitud. Estas diferencias sugieren la activacion diferencial de mecanismos celulares responsables de la
entrada, liberacion o recaptura de Ca2* (Figura 4).

Figura 4
Dinamica temporal de la sefializacion intracelular de Ca2+ inducida por extractos de Capsicum annuum L en células
epiteliales mamarias humanas
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Las variaciones cinéticas observadas indicaron que la composicion fitoquimica de cada variedad vegetal
influye en la forma en que se modula la sefializacion intracelular, incluso en células no cancerosas.

3.3. Evidencia visual de la movilizacién de Ca2" intracelular

Las imagenes de fluorescencia obtenidas antes y después de la estimulacion confirmaron la movilizacion
intracelular del ion. Tras la aplicacion de los extractos se observé un incremento claro de la fluorescencia citosdlica
en las células tratadas, consistente con la elevacion del Ca2* intracelular previamente registrada. La distribucion
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espacial de la sefial sugiere la participacion de reservorios intracelulares en la generacion de las respuestas
observadas, lo cual concuerda con la naturaleza dinamica del Ca2* como segundo mensajero celular (Figura 4).

3.4. Perfil de expresion génica asociado a la homeostasis de Ca2*

El andlisis comparativo de la expresion génica reveld diferencias notables entre las lineas celulares
estudiadas en genes relacionados con la homeostasis del Ca?*. Las células MCF-7 presentaron un patréon de
expresion distinto al de las células MCF-12F en familias de proteinas reguladoras como canales TRP, RyR e IPsR,
asi como bombas SERCA y PMCA.

Estas variaciones sugieren que la maquinaria molecular responsable del manejo intracelular del Ca2* se
encuentra remodelada en el fenotipo tumoral, lo que podria explicar la mayor magnitud de las respuestas
funcionales observadas tras la exposicion a los extractos vegetales (Figura 5). En conjunto, los resultados
funcionales y el analisis bioinformatico indicaron que la respuesta celular a los extractos de Capsicum annuum L
dependid no solo de la composicion fitoquimica, sino también del estado molecular previo de las células.

Figura 5
Perfil de expresion de genes asociados a la homeostasis del Ca?*, Células MCF-7 (morado) y MCF-12F (rosa).
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos demostraron que los extractos de Capsicum annuum L son capaces de modular
simultaneamente la actividad metabdlica celular y la sefializacion intracelular de Ca2* en células epiteliales mamarias
humanas. La magnitud y la naturaleza de la respuesta dependieron tanto de la variedad vegetal como del tipo
celular, lo que sugiere que la interaccion entre matrices fitoquimicas complejas v la fisiologia celular es altamente
contextual.

La mayor sensibilidad observada en las células MCF-7 respecto a las MCF-12F indicd que el fenotipo
tumoral presentd una susceptibilidad diferencial a la accion de compuestos bioactivos de origen vegetal. Este
comportamiento puede explicarse por la reprogramacion metabodlica caracteristica de las células cancerosas, la
cual implica modificaciones en rutas de sefalizacion intracelular, particularmente aquellas dependientes de Ca2*
(Monteith et al., 2017; Prevarskaya et al., 2018). En este contexto, pequefas variaciones en la homeostasis del ion
pueden traducirse en cambios significativos en proliferacion y viabilidad celular.

Los incrementos transitorios de Ca2* inducidos por los extractos sugieren la activacion de mecanismos de
sefalizacion temprana mas que un efecto citotoxico directo. El Ca2* actia como segundo mensajero universal,
integrando estimulos externos con respuestas celulares como proliferacion, diferenciacion o muerte celular
programada (Clapham, 2007; Berridge, 2016). Por ello, la modulacion de su dinamica intracelular constituye un
punto critico mediante el cual compuestos dietarios pueden influir en el comportamiento celular.

Las diferencias cinéticas entre variedades vegetales indicaron que no se trata del efecto de una sola
molécula, sino de la accion combinada de multiples fitoquimicos presentes en la matriz alimentaria (Chen et al.,
2021). Este hallazgo fue relevante, pues gran parte de la investigacion biomédica se centrd en compuestos
aislados, mientras que en condiciones reales de consumo los organismos estan expuestos a mezclas complejas.
La evidencia obtenida respalda la hipdtesis de que los alimentos funcionales ejercen sus efectos bioldgicos a través
de la modulacion de sistemas de sefalizacion celular y no Unicamente por acciones antioxidantes generales.

El perfil diferencial de expresion génica asociado a proteinas reguladoras del Ca?* apoyd esta
interpretacion. La remodelacion de la maquinaria de manejo intracelular del ion en las células tumorales podria
explicar la mayor amplitud de respuesta observada tras la estimulacion con los extractos (Zhai et al., 2020). En
consecuencia, la respuesta celular no depende exclusivamente de la composicion quimica del alimento, sino
también del estado fisioldgico previo de la célula.

En conjunto, los resultados sugieren que el Capsicum annuum L puede influir en procesos celulares
fundamentales mediante la modulacion de la sefalizacion de Ca?*. Este efecto abre la posibilidad de considerar
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matrices vegetales no solo como fuentes nutricionales, sino como moduladores de rutas celulares relevantes para
la salud humana. Aunque el presente estudio se limité a un modelo in vitro, proporciond evidencia experimental
que contribuye a comprender los mecanismos celulares que podrian vincular dieta y enfermedades crénico-
degenerativas. Una limitacion del presente estudio fue el uso exclusivo de modelos celulares in vitro, por lo que la
extrapolacion fisioldgica requiere validacion en sistemas bioldgicos mas complejos.

Futuros estudios deberan identificar los compuestos responsables y evaluar su efecto en modelos
fisiologicos mas complejos. Sin embargo, los hallazgos presentados establecen una base mecanicista para
investigar el papel de alimentos ricos en fitoquimicos dentro de estrategias preventivas y de salud publica orientadas
a la modulacién de procesos celulares asociados a patologias humanas.

5. CONCLUSIONES

Los extractos de Capsicum annuum L modulan la actividad metabdlica y la sefalizacion intracelular de Ca2* en
células epiteliales mamarias humanas, mostrando respuestas diferenciales entre células tumorales y no tumorales.
Los cambios observados indican que matrices fitoquimicas complejas pueden interactuar con rutas celulares
fundamentales asociadas a proliferacion y homeostasis idnica.

Los hallazgos aportaron evidencia experimental de que compuestos presentes en alimentos vegetales
pueden actuar como moduladores de procesos celulares relevantes para la salud. Este estudio proporciond una
base mecanicista para explorar la relacion entre dieta, sefalizacion celular y el posible papel de los alimentos ricos
en fitoquimicos en la modulacion de procesos celulares asociados a enfermedades cronico-degenerativas.
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