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Resumen

La fresa es un alimento catalogado como nutracéutico, debido al contenido de
compuestos organicos no nutricios, que funcionan como metabolitos secundarios
en la planta y en el ser humano tienen accion de antioxidante, ademas de
participar como moléculas de sefalizacion celular. En el presente trabajo se
determiné el contenido de antocianinas (cianidina-3-glucosido, pelargonidina-3-
glucosido, pelargonidina-3-rutosido), fenoles totales (equivalentes de &cido gélico)
y taninos condensados (equivalentes de catequina), asi como su capacidad
antioxidante, contenido de fisetina, se prob6 su efecto en células de cancer de
mama. Para ello, se obtuvieron cuatro diferentes extractos: acuoso (100%),
etandlico (50%), metandlico (80%) y acetona (99%), con su respectivo control. Se
observé que el extracto acuoso fue el mejor medio para la extraccion de fenoles y
taninos sin embargo, el extracto etandlico obtuvo concentraciones superiores
estadisticamente en el contenido de antocianinas, fenoles, taninos, capacidad
antioxidante y fisetina. Posteriormente, se determind el efecto antiproliferativo
sobre células de cancer de mama y en células de linfoma de rata, mediante una
curva de dosis respuesta utilizando el extracto etandlico. Se obtuvo un mayor
efecto antiproliferativo con el extracto irradiado de fresa. El extracto etandlico de
fresa irradiada fue el mas eficiente para potenciar el contenido de compuestos
fendlicos. Futuros estudios se concentraran en efectos bioldgicos sobre otro tipo
de células.

Palabras clave: cancer de mama, flavonoides, fresa, Fragaria sp



Summary

Strawberry is listed as a nutraceutical food due to its non-nutritional content of
organic compounds, which function as secondary metabolites in the plant and in
humans have antioxidant action and participated as cell signaling molecules. In this
paper the content of anthocyanins (cyanidin-3-glucoside, pelargonidin-3-glucoside,
pelargonidin-3-rutoside), total phenols (gallic acid equivalents) and condensed
tannins (catechin equivalents) was determined as well as their antioxidant capacity,
fisetin content and its effect on breast cancer cells. Four different extracts were
obtained: Aqueous (100%), ethanol (50%), methanol (80%) and acetone (99%)
extracts, with their respective controls. It was observed that the aqueous extract
was better for the extraction of phenols and tannins however, with the ethanol
extract is was obtained higher concentrations of anthocyanins, phenols, tannins,
antioxidant capacity and fisetin. Subsequently, the antiproliferative effect on breast
cancer cells and rat lymphoma cells was determined by a dose response curve
using the ethanolic extract. Greater antiproliferative effect was obtained with
irradiated strawberry extract. The ethanol extract of irradiated strawberry was the
most efficient to enhance the content of phenolic compounds. Future studies will
focus on biological effects on other cell types

Key words: strawberry, flavonoid, breast cancer, Fragaria sp
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[. Introduccidn

Los compuestos fendlicos son una serie de metabolitos ampliamente distribuidos
en las plantas. Los flavonoides, son una de las subfamilias de los compuestos
fendlicos y se localizan principalmente en los frutos como fendlicos simples y
antocianinas. Sus multiples propiedades bioldgicas, tales como la actividad
antioxidante los han convertido en posibles candidatos para explicar la asociacion
encontrada entre el consumo de determinados productos de origen vegetal y la
disminucion del riesgo de presentar enfermedades cronico degenerativas (Dirzo,
1985).

La Fresa es un cultivo de gran importancia econémica a nivel nacional, la cual
posee cantidades relevantes de la antocianina pelargonidina, ademas de otros
compuestos como la fisetina, los cuales no han sido evaluados lo suficiente en el
area nutracéutica; de ahi el interés por estudiar a la fresa (Avila-Arce y Gonzalez-
Milan 2008; Giampieri y col. 2014). Sin embargo, al ser un fruto carnoso, se
convierte en un producto altamente perecedero una vez que han sido cosechados.
Existen varias causas que provocan pérdidas econdémicas importantes en el
periodo post-cosecha de este fruto, destacando un prolongado tiempo de
almacenamiento lo cual desencadena aumento en la concentracién de etileno y
por ende senescencia, la presencia de infecciones debidas a bacterias y hongos,

entre otros (Nigro y col, 2000).

Historicamente, estas pérdidas, sobre todo aquellas causadas por patdgenos son
tratadas en los ultimos afios con luz ultravioleta en lugar de los fungicidas e
insecticidas, pues al mismo tiempo de proporcionar alimentos libres de toxinas e
inocuos, ayuda a preservar caracteristicas atractivas para los consumidores como
lo son el aroma y un aspecto visual de frescura. Estos tratamiento tienen bajas
repercusiones en el sabor, asi como generandole plusvalia al producto debida a la
potenciacion de compuestos fendlicos en el fruto y faciltando asi su
comercializacion (Carrasco-Rios 2009; Giampieri y col., 2012; Lozoya-Gloria y
Ayala 2012; Pastore y col., 2011)

11



Cabe mencionar que las fresas, son fuente importante de polifenoles para los
seres humanos, los cuales ademas de ser metabolitos secundarios en las plantas
son ampliamente reconocidos por diversos beneficios a la salud. Por ello el campo
de estudio enfocado en el uso de elicitores para mejorar el contenido de
compuestos fendlicos en las frutas es muy amplio, sin conocer certeramente el
cambio en cuanto a la bioactividad o funcionalidad de estos compuestos causado
por el elicitor (Ruiz-Garcia y GoOmez-Plaza, 2013; Scalbert y col., 2011;
Schreckinger y col., 2010)

Los principales elicitores se basan en promover un estrés ambiental afectando la
biosintesis de metabolitos secundarios en las plantas. Se han descrito varios
elicitores para promover el incremento asi como la acumulacién de estos
metabolitos en las plantas, dentro de estos agentes de elicitacion destaca la luz
ultravioleta, la cual no solo disminuye los patogenos del fruto, sino que
desencadena cambios en la regulacién génica de las plantas de manera prioritaria
en procesos tales como el crecimiento, desarrollo, sefalizacion, adaptacion al
estrés asi como senescencia, promoviendo el incremento de compuestos fendlicos
a través del aumento tanto de la via del acido Shikimico asi como de los
fenilpropanoides (Cheng y Breen, 1991; Kanazawa y col., 2012; Nigro y col., 2000;
Zoratti y col., 2014).

Por su parte, el cancer es un problema de salud publica, ya que segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para las préoximas dos décadas, se
espera que la incidencia de cancer en el mundo aumente a 22 millones por afio y
gue el incremento en la mortalidad para el mismo periodo sea de 13 millones
anuales (OMS, 2014); En México, desde 1990 los tumores malignos representan
la tercera causa de muerte en la poblacién y actualmente la tasa anual promedio
de mortalidad por cancer par los hombre y mujeres es de 75.5 y 89.6 por cada00
000 habitantes, respectivamente. (Mohar y col. 1997; Torres-Sanchez y col.,
2014). Debido a que los tratamientos contra el cancer tales como las cirugias,
quimioterapias, radioterapias, entre otros, generan grandes repercusiones en la

salud, asi como los altos costos de los tratamientos tradicionales, actualmente se
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buscan nuevas alternativas de tratamientos entre los que destaca el uso de
compuestos naturales (Teiten y col., 2012), entre ellos los fitoquimicos. La fisetina
es una molécula que ha sido postulada como un compuesto antiproliferativo contra
varios tipos de cancer en modelos in vivo e in vitro (Doré, 2005; Higa y col., 2003;
Hou y col.,, 2001; Maza y col.,, 2012; Melo y col.,, 2011; Nagai y col., 2009;
Sengupta y col., 2013; Yang y col., 2012), destacando su potencial para disminuir
la angiogénesis, y por consiguiente suprimir el crecimiento tumoral a través de la
inhibicion del plasminégeno activador de uroquinasa (uPA) (Chou y col., 2013).
También es un potente inhibidor del activador de la metaloproteinasa de la matriz
(MMP-1 activada), enzima clave en la progresién del cancer (Chieny col., 2010) e
inhibe la enzima topoisomerasa Il evitando la replicacién del ADN dafiado en las

células de cancer (Khan y col. 2013).

A pesar de que las fresas son el fruto con mayor contenido de fisetina existen
otros alimentos que la contienen sin embargo, actualmente, todos los estudios en
los cuales se ha probado el efecto de la fisetina lo han hecho utilizando un reactivo
comercial sin tener en cuenta que la certeza de la funcionalidad de un compuesto
se evalla en el contexto de los demas componentes del alimento, ya que esta es
la manera en la cual los seres humanos consumen los compuestos fendlicos (Arai
y col., 2000; Naghma Khan y col., 2013).

Por lo anterior, resulta importante evaluar el efecto de extractos de fresa con la
finalidad de sentar las bases del uso de este fruto como fuente de compuestos con

potencial uso en la terapia convencional de esta enfermedad.
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[l. Antecedentes

2.1 Origen vy clasificacion botanica de la fresa (Fragaria x

ananassa Duch)

La fresa pertenece a la familia de las résaceas, con subfamilia de las rosideas,
insertada en la tribu potentilia, dentro de la cual existen mas de 160 especies del
género Fragaria. Se sabe que la variedad Fragaria ananassa resulta del cruce de
Fragaria Chiloensis (originaria del Ecuador) y Fragaria virginiana, cultivada

principalmente en Chile (Carmona, 2009).

Esta planta tiene varios nombres comunes segun la region, el pais o idioma, entre
los que se encuentra: frutilla, fragola, morongo, fraise, strawberry y terdbere
(Arroniz, 1945). La planta de la fresa (Figura 1) se caracteriza por ser perene (de
temporada) y tener un tallo principal, el cual es llamado corona, ya que de este
surgen los tallos florales asi como las hojas y estolones. Su sistema de raices es
de extensiébn moderada, regularmente no rebasa los 30 cm de profundidad,
teniendo asi raices con crecimiento horizontal y vertical. Cada tallo vegetativo
soporta una hoja trifoliada, es decir, una hoja compuesta por tres hojas, que a su
vez son dentadas, con nervaduras destacadas y un color verde mas obscuro en el
haz y un verde ligeramente palido en el envés. Los tallos florales no presentan
hojas, en su apice aparecen las flores, de cinco pétalos blancos, cinco sépalos y
numerosos estambres. Los estolones crecen en multiples direcciones produciendo
asi nuevas plantas gracias a sus yemas terminales capaces de crear raices
(CONSEJO DE SALUD OCUPACIONAL, 2006). Su tiempo de floracion
preferencial es a temperaturas calidas, por ello, los principales meses de
produccion son en los meses de marzo a julio, teniendo un periodo de cosecha de

2 a 3 semanas (Moyano y col. 2001).
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Figura 1. Planta de la fresa. A: Rama con la frutilla; B: rama en floracion; 2: corte
transversal del fruto; 3: Raiz; 4: fruto o fresa;5: semilla (Arroniz, 1945).
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2.2 Importancia econdémica
2.2.1 Produccién mundial

La fresa se adapta a muchos climas sin embargo, es preferente a temperaturas
frias, por lo cual la produccién en invernadero garantiza un mayor rendimiento de
fruto, asi como inocuidad del mismo (FAO, 2013). Para el 2013 se obtuvo a nivel
mundial una produccion anual de 4,178,152 toneladas de fresa. Los principales
productores fueron Estados Unidos de Norteamérica, Turquia, Espafia y México.
Para el 2015, los 6 principales paises productores de fresa a nivel mundial
produjeron un total de 2,462,654 de toneladas, lo que representa el 58.94% del
total de la produccion. El cuadro uno muestra los principales productores de fresa

a nivel mundial.

Cuadro 1. Escala de produccién a nivel mundial de la fresa (Food and

Agriculture Organitation of the United Nations, 2013).

Lugar Pais Produccién 2009 Porcentaje a nivel

(Toneladas) mundial

1 Estados 1270 690 30.41%

Unidos

2 Turquia 291 996 6.99%

3 Espafa 263 700 6.31%

4 México 233 041 5.58%

5 Corea 203 227 4.86%

6 Egipto 200 000 4.79%

7 Otros 1715 498 41.06%

Como en muchos otros mercados horticolas, China se esta convirtiendo en un
actor importante en el mercado mundial de fresa sin embargo, en el 2013 su
produccion fue de s6lo 12,290 toneladas. En paises del oriente la demanda interna
de fresas frescas esta creciendo rapidamente con el aumento de los ingresos
urbanos y el cambio de gusto de los consumidores. Las exportaciones chinas de
fresas congeladas han aumentado rapidamente. China ha hecho incursiones en

mercados de paises en vias de desarrollo, en los cuales ha logrado sustituir a los
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Estados Unidos como el mayor proveedor de fresas congeladas a Japon (FAO,
2013).

2.2.2 Produccion nacional

En México, la produccion y exportacion de fresa representa un importante pilar
econdémico. Segun a los datos del Servicio de Informacion Agricola y Pesquera
(SIAP) de la SAGARPA, se cultivan a aproximadamente 6,283 hectareas de las
diferentes variedades, con las cuales se logra una produccion superior a 226,657
toneladas, con un valor de la produccion superior a los 2,102 millones de pesos
(CONAFRE, 2012).

Los principales estados productores de fresa en nuestro pais en 2010 fueron Baja
California, Guanajuato, Jalisco, Estado de México y Michoacan (Figura 2). En esta
altima entidad se concentra la mayor produccién nacional sin embargo,
Guanajuato aporta el 7% de la produccion total del pais, colocandose asi como el
tercer estado de mayor produccion a nivel nacional. Otros estados productores de
fresa con los cuales se obtiene poco menos del tres por ciento de la produccion
nacional son Baja California Sur, Coahuila, Durango Morelos, Sinaloa, Veracruz y
Zacatecas (CONAFRE, 2012).

Figura 2. Principales entidades productoras de fresa en la Republica Méxicana. 1)
Michoacan, 2) Baja california Norte, 3) Guanajuato, 4) Edo. De México, 5) Jalisco
(CONAFRE :Consejo Nacional de La Fresa, 2012)

17



El consumo de la fresa en México responde al nivel de su precio, es decir, es un
producto que tiene las caracteristicas de ser vendible segun el precio en venta
para el consumidor, ya que en la medida de que aumenta la oferta disminuye el
precio. Este comportamiento se observa en estratos de la poblacién de ingresos
medios hacia bajo, ya que su demanda se incrementa cuando bajan los precios.
En el caso contrario, al aumentar su precio, disminuye el consumo de esta fruta,
sustituyéndose por frutas de temporada. En 1999 se exportaron 31,145.67
toneladas de fresa y su comportamiento a través de los afios ha tenido una
notable tendencia al aumento en volumen, de tal forma que en el 2010 se
exportaron 155,948.65 toneladas. La mayor parte de fresa se destina a la
produccion de mermeladas o jaleas y el resto de la produccién se comercializa
como fruto fresco, el cual puede ser consumido fresco o usado en perfumes,
cosmeéticos, entre otros articulos (Servicio de Informacidon agroalimentaria y

pesquera México, 2013).

2.3 Uso de laluz Ultravioleta en fresa

Hoy en dia se sabe que la composicion nutricional de frutas varia
considerablemente como consecuencia de los diferentes manejos antes de
cosecharlas asi como factores post-cosecha. Por estas razones, los programas de
mejoramiento biotecnoldgicos tienen centrado su atencién en mejorar aspectos
como la productividad, la forma, la firmeza de la fruta, asi como su sabor, aroma vy,
si es el caso, incremento en compuestos fendlicos para asegurar un valor

agregado para los consumidores (Giampieri, Alvarez-suarez y col. 2012).

Un ejemplo de estas herramientas biotecnoldgicas es el uso de luz ultravioleta
(UV), la cual era utilizada en un principio por su gran efectividad para erradicar la
contaminacion por el moho gris producido por Rhizopus stolonifer (principal
contaminacion post-cosecha en las fresas) (Nigro y col., 2000). En estudios
recientes se ha observado que la luz UV influye de manera directa en la enzima
PAL (fenil alanina amonino liasa), responsable de transformar a L-fenilalanina en

acido cinamico, el cual es el primer precursor de la via del acido shikimico
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(metabolismo secundario de la planta), asi como de la enzima PAL (Fenilalanina
aminoliasa) y CHS (Chalcona sintetasa) enzima clave de la via de los

fenilpropanoides (Cheng y Breen 1991).

Se estima que el nivel de irradiacion de luz UV mundial dada por el sol se
encuentra entre 40 y 900 mol/ m?s?, considerando los cambios durante el diay a lo
largo del afo, y ésta influye en procesos de fototropismo en la planta (Lawton y
col., 1991). Si bien es sabido que la accién de la luz UV actia de manera diferente
segun el alimento, se han hecho varios estudios en diferentes frutos. Asi se ha
descrito que las uvas aumentan el contenido de estilbenos y resveratrol (Cantos,
Espin, Fernandez, Oliva, y A., 2003), en manzanas aumenta el contenido de trans-
resveratrol (Sautter, Storck, Rizzatti, Mallmann, y Brackmann, 2008); aumento de
fenoles volatiles y no volatiles en los arandanos (Eichholz y col., 2011). En la fresa
se ha visto un aumento de la capacidad antioxidante debido a un incremento

generalizado de los metabolitos secundarios (Kanazawa y col., 2012).

En este sentido el principal mecanismo estudiado es el incremento en los
precursores de la enzima PAL y CHS. Todas las plantas poseen foto receptores
también llamados “fitocromos”, los cuales se componen de una proteina soluble
con dos subunidades equivalentes y un peso molecular de 250 kDa. Cada
subunidad tiene dos componentes: una molécula de pigmentos que absorben la
luz, llamada cromoforo; y una cadena peptidica llamada apoproteina (la cual es
una proteina de tipo G). Los fitocromos (los cuales tienen una conversion de
inactiva “pr’ a activa “prf” por la unién del amino terminal a un foton dando le
actividad quinasica al carboxilo terminal) se subdividen en criptocromos y
fototropinas (diferenciandose en su dominio). Estos son capaces de captar la luz
azul en un rango de 600 a 750 nm, se producen en los plastidos de la planta y
estan distribuidos por todo el citosol, cloroplastos, vacuolas, nacleo de las células

asi como en la raiz, tallo y tejidos aéreos de las plantas (Eichholz y col. 2011).

El primer paso es la captacion de un foton de luz UV por un croméforo presente en
la membrana de la planta (en sus diferentes partes), después este cambia de
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forma, liberando la sub unidad alfa de la proteina la cual activa a COP1 (complejo
proteico de la cubierta), la cual es un tetramero que se encuentra en la cara cis del
aparato de Golgi en la célula vegetal (Figura 3). Ahi atrapa a las proteinas Cry 1
(proteina del criptocromo 1, encargada de regular ciclos circadianos en las
plantas) y 2 (proteina del criptocromo 2, encargada de detener los procesos de
fotoproteccion), las cuales seran ubiquitinadas y posteriormente destruidas. Lo
anterior permite que la proteina HY5 (factor transcripcional de la proteina larga del
hipocotileo), la cual funge un papel principal en la transduccion de sefiales, al
entrar al nucleo y activar la transcripcion para los genes de PAL2 y CHS (Figura
4). Esto promovera en la planta el incremento de estas dos enzimas, promoviendo
tanto la ruta del acido shikimico como la ruta de los fenilpropanoides (Figura 5)
(Pastore y col. 2011).
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Figura 3. Activacién del receptor de luz UV en la planta para la activacion de la
proteina COP1 (Pastore y col. 2011).

20



Figura 4. Activacion de los genes parala produccion de las enzimas PALy CHS
por HY5 (Pluemsamran y col. 2012).
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Figura 5. Via del &cido shikimico y de los fenil propanoides (Nigro y col., 2000).
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2.4 Importancia nutricional, funcional y nutraceéutica de la fresa

2.4.1 Composicion nutricional de la fresa

De acuerdo con el cuadro dos, la fresa es considerada como un alimento
nutracéutico debido a su composicion, ya que aporta cantidades significativas de
fibra, acidos grasos escenciales, principalmente &cidos grasos insaturados.
Ademas de un alto contenido en vitamina C y micronutrimentos escenciales, asi
como compuestos organicos benéficos para la salud como lo son los flavonoides,
taninos, &cidos organicos, acidos fendlicos, entre otros (Giampieri, Tulipani, y col.,
2012).

Cuadro 2. Composicion nutrimental de la fresa en porcion de 100 g de fruto
fresco (Giampieri, Tulipani, y col., 2012).

: . . Cantidad
Nutriente Cantidad por 100g Nutriente por 100g

Agua (9) 90.95 Manganeso (mg) 0.386
Energia (Kcal) 32 Selenio (ug) 0.4
Proteina (g) 0.67 Vitamina C (mg) 58.8
Ceniza (g) 0.40 Tiamina (mg) 0.024
Lipidos totales (g) 0.30 Rivoflavina (mg) 0.022
Carbohidratos (g) 7.68 Niacina (mg) 0.386
Fibra (g) 2.0 Acido pantotenico (mg)  0.125
Azlcar (g) 4.89 Piridoxina (mg) 0.047
Sacarosa (9) 0.47 Folato (ug) 24
Glucosa (g) 1.99 Colina (mg) 5.7
Fructosa (g) 2.44 Betanina (mg) 0.2
Calcio (mg) 16 Vitamina B12 (ug) 0.2
Hierro (mg) 0.41 Vitamina A (ug) 1
Magnesio (mg) 13 Luteina (ug) 26
Fosforo (mg) 24 Vitamina E (mg) 0.29
Potasio (mg) 153 g-tocoferol (mg) 0.01
Sodio (mg) 1 ¥-tocoferol (mQ) 0.08
Zinc (mg) 0.14 A- tocoferol (mg) 0.01
Cobre (mg) 0.048 Vitamina K (mg) 2.2
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2.4.2 Compuestos fendlicos de la fresa

Los compuestos fendlicos son sustancias con uno o mas anillos aromaticos vy, al
menos, un sustituyente hidroxilo. Existen dos grandes grupos: polifenoles (los
cuales solo tienen un anillo y se subdividen en los acidos fendlicos y cumarico) y
acidos fendlicos (tienen dos anillos fendlicos, unidos por un anillo heterociclico; los
cuales incluyen a los flavonoides y taninos) (Figura 6). Estos compuestos se
caracterizan por reaccionar facilmente con un acido organico o un azlcar para

formar polimeros (Badui Dergal, 2006).

Compuestos Fendlicos

Acidos fendlicos Polifenoles

Taninos (3 6 mas sub Flavonoides Acidos Fenélicos Cumarinas
unidades de fenoles)
Hidrolizable Mo hidrolizable Antocianinas Acidos Acidos
W W cinamicos Benzoicos
) N ) Flavonas
Polimeros de Catequinay
acido galico polimeros de Flavonaoles
epicatequina
Isoflavonas
Flavononas
Chalcona

Figura 6 Clasificacion esquemaética de los compuestos fendélicos(Badui Dergal,
2006).

En el caso particular de la fresa, se han encontrado una extensa variedad de
compuestos fendlicos, a los cuales se les han atribuido un gran nimero de

funciones en la salud (Domini, 2012).
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2.4.2.1 Fenoles

Los fenoles o compuestos fendlicos son compuestos organicos en cuyas
estructuras moleculares contienen al menos un grupo fenol. Muchos son
clasificados como metabolitos secundarios de las plantas, aquellos productos
biosintetizados en las plantas que poseen la caracteristica biolégica de ser
productos secundarios de su metabolismo. En general son sintetizados por una de
dos vias biosintéticas: la ruta del acido shikimico o la via del &cido malénico (o por
las dos, por ejemplo los flavonoides). Algunos son solubles en solventes
organicos, otros son glucoésidos o acidos carboxilicos y por lo tanto solubles en

agua, y otros son polimeros muy grandes e insolubles (Toméas-Barberan, 2003).

Entre sus efectos bioactivos se encuentra el efecto angiogénico ya que aumentan
la NO sintasa endotelial (eNOS), mientras que regulan a la baja la NO sintasa
inducible (iNOS) en diferentes estructuras. Al mismo tiempo que inhiben
fuertemente la sintesis de la endotelina-1, péptido vasoactivo, el cual es crucial en
el desarrollo de la aterosclerosis coronaria asi como la atenuacion de la liberacion
de citoquinas, tales como interleucina 1l-beta (IL-lbeta) y factor de necrosis
tumoral-alfa (TNF-alfa) (Letenneur, Proust-Lima, Le Gouge, Dartigues, Yy
Barberger-Gateau, 2007; Tomas-Barberan, 2003). En el cuadro tres se muestran

algunos beneficios a la salud de compuestos fendlicos.
a) Antocianinas

Las antocianinas son los compuestos fendlicos solubles en agua responsables de
la pigmentacion roja, azul y purpura principalmente, por lo que se sabe que las
concentraciones en muestra fresca pueden ir desde 150 hasta 600 mg/Kg y
valores superiores a 800 mg/Kg de muestra seca (Lopes da Silva y col., 2002). Se
han descrito mas de 25 diferentes antocianinas para este fruto sin embargo, se
sabe que la pelargonidina-3-glucésido es la de mayor concentracion,

independientemente de la variedad y las condiciones del cultivo, seguidas de la
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cianidina-3-glucosido y la pelargonidina-3-rutésido (Giampieri, Tulipani, y col.
2012).

Se ha observado que las antocianinas ejercen un efecto antioxidante pues
participan en la regulacion de la expresién asi como actividad del super éxido
dismutasa (SOD), principal agonista del sistema glutation reductasa. Ademas
posiblemente actian en la disminucién en la oxidacién lipidica de las membranas
celulares (Cheny Luo 2010).

Cuadro. 3 Efectos biologicos de polifenoles dietarios.

Patologia Modelo Efecto Referencia

Disminucion de la concentracion

intracelular de ROS (Rhodes y col., 2013; Yin y col., 2014)

In vivo Incremento de la actividad de enzimas
L (Rhodes y col., 2013; Yin y col., 2014)
antioxidantes
Aumento de la viabilidad celular (Giampieri, Alvarez-suarez, y col., 2012)
Dafio con luz Reduccion del dafio de ADN (Giampieri, Alvarez-suarez, y col., 2012)
U . D|sm|nu0|§régeirl]?r;:gglitla:rtramon € (Pluemsamran y col., 2012; Yin y col., 2014)
e Incremento de la actividad de enzimas
o (Pluemsamran y col., 2012; Yin y col., 2014)
antioxidantes
Durinconde s e pasory o, 01, )
Disminucion de ulceras (Alvarez-Suarez y col., 2011)
Disminucion de la peroxidacion lipidica (Benedetti y col., 2012; Giampieri, Alvarez-
suarez, y col., 2012; Kim, Park, Paik, y Chang,
en el estomago 2011)
nvivo Aumento de las defensas antioxidantes (BZ:Z‘::;E' )3/’(‘;38".-: 2281122 I((ilrirgilgln 2A(I)v1a1r)ez-
Reduccién de la supresién de la :
actividad dela actividad de MMP-2 (Kimy col,, 2011)
Patologias Inhibicién de la fosforilizacion de la
gastricas actividad mitogénica de proteinas (Duan y col., 2012)
cinasas
Reduccién de la supresién de la :
actividad dela actividad de MMP-2 (Kimy col., 2011)
Disminucién de la peroxidacion lipidica  (G. Chen y Luo, 2010; Kim y col., 2011), Kim y
in vitro en el estomago col., 2011)
Aumento de las defensas antioxidantes (Stoner, Wang, y Casto, 2008)
Inhibicién de la fosforilizacion de la
o W (Guevara, 2010)
actividad mitogénica
Metilacion de genes relacionados conla  (Atalay y col., 2003; Link y col., 2013; Wang y
supresion de cancer col., 2013)
Cancer Invitro  Promocion de arresto de ciclo celulary  (Mahery col., 2011; Wang y col., 2013; Yang, y
apoptosis col., 2012)
Modulacién de oncogenes (Atalay y col., 2003)

25



Un estudio in vitro sobre células de cancer de préstata revel6 que los extractos de
té ricos en polifenoles en diferentes concentraciones (0.4, 0.8, 1,2, 1.6, o 20
mg/mL) inhibié la proliferacion celular, indujo la apoptosis y modificé el potencial
de membrana mitocondrial promoviendo un menor gasto de ATP (Suzuki y col.,
2007).

b) Catequina

Este compuesto es el mayoritario flavonol o flavan-3-ol de las fresas, el cual se
refiere a un subgrupo de los flavonoides que también pueden actuar como
proantocianidinas. Son los pigmentos principales de muchas semillas, y también
estan presentes en los tejidos vegetativos de algunas plantas forrajeras (Lozola-
Gloria y Ayala, 2012). Las proantocianidinas han demostrado tener una gran
capacidad antioxidante eliminando los radicales hidroxilo y peroxilo e inhibiendo la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). El grado de potencia de la
accion antioxidante esta relacionado con el grado de polimerizacion de las

moléculas (Guevara, 2010).
c) Flavonoides

Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular producidas por casi todas
las plantas vasculares. Confieren resistencia contra la fotooxidacion de la luz UV
del sol, intervienen en el transporte de hormonas y algunos funcionan como
defensa ante los depredadores (Méhler y col., 2013). Su estructura se basa en un
esqueleto de un sistema C6-C3-C6 (anillos A, C y B) 0, mas especificamente, con
una funcionalidad fenilbenzopirano, benzo-y-pirona o cromano consistente en un
anillo fendlico y un anillo pirano y son clasificados de acuerdo a su sustitucion.
Los flavonoides se dividen inicialmente en tres clases dependiendo del sitio de
unién del anillo B con el benzopirano (A): los flavonoides 1 (2-fenilbenzopiranos),

isoflavonoides 2 (3-benzopiranos) y los neoflavonoides 3 (4-benzopiranos).

Los isoflavonoides (3-benzopiranos 2) son una clase distintiva de flavonoides,
estos compuestos poseen un esqueleto 3-fenilcromano que es derivado
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biogenéticamente de una migracion 1,2-aril del precursor 2-fenilcromano. A pesar
de su limitada distribucién en el reino vegetal, los isoflavonoides son notablemente
diversos en cuanto a sus variaciones estructurales, no sélo en el niumero y
complejidad de los sustituyentes sobre el sistema basico, también en los
diferentes niveles de oxidacion y en la presencia de un heterociclo adicional. Es
asi que los isoflavonoides se dividen en los siguientes grupos: a) Los
neoflavonoides (4-benzopiranos 3) que estan estructural y biogenéticamente
relacionados con los flavonoides, y b) los isoflavonoides, conformados por las 4-
arilcoumarinas (4-aril-2H-1-benzopiran-2-onas), las 3,4-dihidro-4-arilcoumarinas y
el neoflavano (Estrada-reyes, Ubaldo-suarez, y Araujo-escalona, 2012). Una de
las principales funciones de los flavonoides es asociada a su capacidad
antioxidante al regular la homeostasis GSH/GSSG el cual se ve alterado durante
procesos de cancer (Denzoin Vulcano, Soraci, y Tapia, 2013; Estrada-reyes y col.,
2012)

Ademas se sabe que algunos flavonoides pueden interactuar de manera selectiva
con algunas proteinas cinasas, via involucrada en la cascada de MAPK,
PISK/AKT) cuyas vias de activacion estan desreguladas en el cancer (Adhami,
Syed, Khan, y Mukhtar, 2012).

2.4.2.2 Fisetina

La 3,3",4°,7- tetrahidroxyflavona (fisetina) (Figura 7), es un flavonoide sin la
sustitucion en el hidréxido 5, la cual se encuentra en diferentes frutos (cascara del
pepino, cebolla, kiwi, y chabacano), pero sus mayores concentraciones se

encuentran en la fresa (160ug/g) (Maher, 2009).
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Figura 7. Estructura de la fisetina(Maher, 2009)

Son varios los estudios que reportan beneficios a la salud tanto en modelos in vitro
como en modelos in vivo, entre los que se pueden mencionar sus efectos
cardioprotectores, antiinflamatorias, anticancerigenos, quimiopreventivo, agente
quimioterapéutico en varios tipos de cancer (Gonzalez-Gallego, Sdnchez-Campos,
y Tufon, 2007; Higa y col.,, 2003; Kovacsova, Barta, Parohova, Vrankova, y
Pechanova, 2010; W. R. Lee y col., 2002; Suh, Afaq, Johnson, y Mukhtar, 2009;
Yang y col., 2012).

La capacidad de los flavonoides para eliminar los radicales libres contribuye a su
actividad antioxidante marcada y significativa biologica efectos. Los radicales de
oxigeno dafan lipidos, amino &cidos, carbohidratos y acidos nucleicos, por ello, se
ha implicado en el desarrollo de muchas enfermedades, incluyendo la diabetes
mellitus, degeneracion de la retina, enfermedades neurodegenerativas,

mutagénesis, carcinogénesis asi como en el envejecimiento (Spencer, 2008).

Se ha reportado que, por si sola, la capacidad antioxidante de la fisetina presente
en la fresa est4 en un rango de 2.8 uM equivalente de trolox, y debido a sus OH,
se puede unir fuertemente entre la cabeza polar y la cola hidrofoba de los
fosfolipidos alrededor de la region interfacial de la fosfatidilcolina en los lisosomas,
inhibiendo la lipooxidacion de los lipidos (Bidisa Sengupta, Banerjee, y Sengupta,
2004). Ademas, en modelos in vitro se ha visto que disminuye la produccion de
LDL en hepatocitos, la cual es dependiente al tiempo y a la dosis, pero el hallazgo
principal fue la disminucion en la produccion de CD36 en los macroéfagos, la cual
tiene en papel crucial en el desarrollo de la arterosclerosis (Hou y col., 2001).
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La fisetina tiene un potencial de oxidacion muy bajo en comparacién con los
demas flavonoides, por lo que se cree que la estructura o-dihidroxi en el anillo B y
el grupo 3-hidroxi y doble enlace 2-3 en el anillo C, contribuyen a la actividad
antioxidante. Se sugiere que su posible mecanismo de accién es principalmente
por dos vias, 1) la de ERK %2 la cual media SIN-1, la fosforilacion de c-myc y los
niveles de Nrf2, asi como GSH vy la viabilidad celular (Joseph, Schubert, y Maher,
2009). 2) La segunda via esta relacionada con la inhibicion de PKC-d y MAPK
(oncogén p38) por la induccion del OH-1 de la fisetina, la cual disminuye los ARN
de interferencia y aumenta la produccion de Nrf2 (Ehren y Maher, 2013; S. E. Lee
y col., 2011)Ehren y Maher, 2013).

En este sentido se ha provado que la luz proveniente de la irradiacion puede
inducir el estrés en la planta de la fresa para iniciar la sintetizar de flavonoides
para prevenir stress oxidativo, por lo cual se ve incrementado de manera principal
a la familia de los flavonoides, entre los cuales se encuentra la fisetina, ya que
estos se encargan de disminuir este dafio en la planta de la fresa asi como regular

procesos de fototropismo(Kanazawa y col., 2012).

2.5 Fresa como alimento funcional

La fresa (Fragaria x ananassa Duch.) posee una composicién nutricional notable
en términos de micronutrientes como minerales, carotenoides vitamina C, vitamina
E y folatos. También contiene como elementos no nutritivos tales como
compuestos fendlicos (antocianinas, fisetina, derivados del acido galico,
guercetina, taninos entre otros), que son esenciales para la salud humana,
catalogando asi a este fruto como nutracéutico (Fortalezas y col., 2010). Aunque
los fendlicos de la fresa son conocidos principalmente por sus acciones
antiinflamatorias y antioxidantes, estudios recientes han demostrado que sus
actividades biol6gicas también se extendieron a otras vias implicadas en el
metabolismo y la sobrevivencia celular (Giampieri y col., 2014).
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El tratamiento de fibroblastos dérmicos humanos expuestos a los rayos UVA (los
cuales provocan dafio oxidativo mediante la generacion de especies reactivas de
oxigeno), con 0.5 mg/mL de extracto metandlico acidificado con acido férmico al
1% de fresa durante 24 h generé fotoproteccion, aumentando la viabilidad celular y
disminuyendo el dafio al ADN ademas del disminuir notablemente marcadores de
inflamacion (Basu, Nguyen, Betts, y Lyons, 2014; Giampieri, Alvarez-suarez, y col.,
2012; Stoner y col.,, 2008). De acuerdo con estos resultados, la potencia de
polifenoles para proteger la piel contra los agentes nocivos podria estar
relacionada con su capacidad de transduccion de sefales de alteracion y la
regulacion epigenética. Por ejemplo, algunos polifenoles como la quercetina y el
resveratrol han mostrado una actividad antiinflamatoria asociado con el control de
la sefal de transduccion, con la reduccién de la expresién de proteinas pro-
inflamatorias (es decir, COX-2), inducible por factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),
y la sintasa de 6xido nitrico (Wang y col., 2013).

Otro papel importante descubierto en afos recientes es que los polifenoles
sintéticos pueden aumentar la transcripcion del gen del factor nuclear Nrf2, un
factor de transcripcion que se une a la elemento de respuesta antioxidante y
regula enzimas que participan en las funciones antioxidantes o de detoxificacion
(Na y Surh, 2008). Otro mecanismo importante que debe tenerse en cuenta,
ademas de la capacidad antioxidante, es el efecto que polifenoles ejercen
indirectamente sobre la actividad de los PPAR a través de la activacion de Nrf2
(Cho y col.,, 2010). En los ultimos afios, la capacidad antioxidante de los
polifenoles se ha tenido en cuenta como uno de los mecanismos de accién en la
inhibicion de la mutagénesis y la iniciacion del cancer. Lo anterior debido a su
capacidad para atrapar a inhibir los radicales libres, activar enzimas antioxidantes
que previenen carcinogénesis o la formacion de aductos de ADN, mejorar la
reparacion del ADN, asi como la modulacién de cambios epigeneticos y reduciciéon
de dafos oxidativos del ADN (Figura 8) (Link y col., 2013). Se ha encontrado que
la fisetina tiene un alta afinidad a los receptores de los ERK por lo que podria
presentar potencial anti proliferativo en varias lineas tumorales (Soobrattee,
Neergheen, Luximon-Ramma, Aruoma, y Bahorun, 2005).
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Figura 8. Mecanismos propuestos para la modulacién de los polifenoles de la fresa
en células normales y cancerosas. (Nfr2: factor nuclear 2 derivado de eritroide 2;
PPARs: receptores activados por el proliferador de peroxisomas; AMPK: proteina cinasa
activada por 5- adonosin monofosfato; SIRT1: sirtuina-1 deacetilasa dependiente de
NAD; ROS: especies reactivas de oxigeno; ATP: adenosintrifosfato) (Giampieri y col.,
2014).

A pesar de que la capacidad antioxidante tiene una funcién crucial en el desarrollo
del cancer, varias investigaciones han apoyado la funcién de los fendlicos como
moduladores de los procesos celulares relacionados con el crecimiento del cancer.
La evidencia in vitro e in vivo indica que los compuestos fendlicos pueden modular
la sefalizacion celular y la inhibicion de la proliferacion de células cancerigenas a

través de la desmetilacion de genes supresores de tumores, detienen el ciclo
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celular, promueven apoptosis y suprimen la angiogénesis tumoral (Atalay y col.,
2003; Wang y col., 2013).

Recientemente se informé que diferentes concentraciones de fresa
(correspondiente a 2.5 g de antocianinas/mL), aplicadas en una linea celular de
cancer de mama murino que expresa altos niveles de receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER-2) (considerado como un interesante
objetivo terapéutico), provocaron mayores niveles de apoptosis (Somasagara y
col., 2012; Suzuki y col., 2007). Otro estudio mostré reduccién de la metastasis y
propagacion en pulmén en los animales alimentados con fresas en comparacion

con el grupo control (Jingxia Li, Zhang, Stoner, y Huang, 2013).
2.6 La fisetina como agente anticancerigeno

Varios estudios in vitro e in vivo indican que la fisetina posee propiedades
antiproliferativas contra varios tipos de cancer (Bhat, Nambiar, Pal, Agarwal, y
Singh, 2012; Chou y col., 2013; N. Khan, Afaq, Syed, y Mukhtar, 2008; Lu y col.,
2005). Su valor potencial en la prevencion del cancer se debe a que puede reducir
la angiogénesis y, por consiguiente, suprimir el crecimiento tumoral mediante la
inhibicion de activador de plasmindgeno uroquinasa (uPA) (Chou y col., 2013).
Conjuntamente se han reportado los efectos de la aplicacion de fisetina en varios
modelos celulares, en los que se incluyen actividades de neuroproteccion y
potencial antioxidante (Hanneken, Lin, Johnson, y Maher, 2006), anti-inflamatorias
(Higa y col.,, 2003), antimetastasica (Chou y col., 2013) y con efectos

antimitogenicos y anti-angiogenicos (Bhat y col., 2012).

Entre los mecanismos de accion de la fisetina esta la activacion de p53 e
inhibicion de las vias de NF-Kappa B (Jing Li y col., 2011), activacion de caspasa
3 (W. R. Lee y col., 2002) y promocién de la autofagia en células deficientes de
caspasa 3 evitando la fragmentacion de ADN (Yang y col., 2012). También se
encontré que la fisetina es un potente inhibidor de la metaloproteinasa de la matriz

MMP-1, una enzima clave en la remodelaciéon y la degradacion de la matriz
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extracelular, con un papel importante en la progresion del cancer (Adhami y col.,
2012). Su modo de accion esta basado en comprometer rdpidamente microtibulos
durante el proceso mitético de una manera dependiente del proteasoma en varias
lineas celulares humanas, causando una iniciacidbn prematura de la segregacion
cromosOmica y la salida de mitosis sin citocinesis normal en células cancerosas
humanas (Salmela y col., 2009). Las consecuencias del tratamiento fisetina sobre
la localizacion y la fosforilacion de varias proteinas mitéticas fueron analizados en
un estudio de cultivo celular. Se encontré que Aurora B, Bubl, BubR1, y CENP-F
perdieron rdpidamente la localizacion de su cinetocoro/centrémero tras la adicion
de fisetina al medio de cultivo. Ademas, Aurora B quinasa se identific6 como un
blanco directo de la fisetina y su actividad se redujo significativamente (Pal,
Sharma, Elmets, Athar, y Afaq, 2013).

Otros estudios muestran que la fisetina es un inhibidor eficaz de la enzima nuclear
humana topoisomerasa ll-a, esencial para la replicacion del ADN, e interfiere con
la segregaciéon de cromosomas durante la anafase y telofase (Sengupta y col.,
2013). Lo anterior sugiere que la fisetina actia tanto como aneugen (afectando la
divisién celular y el aparato del huso mitético, lo que resulta en la pérdida o
ganancia de cromosomas enteros, induciendo de ese modo aneuploidia) y un
clastégeno (causando rupturas en los cromosomas) (Lopez-Lazaro, Willmore, y
Austin, 2010). En dosis bajas, la fisetina fue capaz de interferir con la segregacion
cromosoOmica correcta y actué como un aneugen, mientras que a concentraciones
mas altas, inhibi6 de manera eficaz a la topoisomerasa, Il ejerciendo efectos
clastogénicos que causan grietas de doble cadena de ADN en las células
(Olaharski, Mondrala, y Eastmond, 2005). En mastocitos HMC-1, la fisetina inhibi6
la actividad del factor nuclear kappa B- (NF-kB) y MAPK, lo que muestra su

potencial como agente antiinflamatorio (Nagai y col., 2009).

Uno de los mecanismo mas estudiados de la accion de la fisetina en la modulacion
del cancer es la via de AMPK/AKT/mTOR (Adhami y col., 2012), la cual involucra
intermediarios como Ras, Raf, MAPK/ERK cinasa (MEK) y la activacion de una

cinasa especifica que activa la fosforilacion de los residuos de tirosina y treonina
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(Maher y col., 2011). La premisa principal es que la fisetina se une a dos sitios en
la molécula de mTOR, generando energias de union con valores de -7 a - 8
kcal/mol. El sitio de union incluye enlaces de hidrogeno a un glutamato por dos
grupos OH (Figura 9) (Deeba, Vagar, Mohammad, y Hasan, 2013). Estudios en
cultivos celulares mostraron que el tratamiento con fisetina es capaz de unirse en
su dominio de la serina, treonina quinasa evitando la fosforilacion para AKT vy
PI3K, generando de esta forma disminuir la activacion de varios productos rio
debajo para esta via, destacando a la proteina 4E-BP1 (proteina de traduccion
eucariotica del factor de iniciacién 4E) asi como mTOR. Las células tratadas con
fisetina mostraron inhibicién del complejo de sefializacion mTOR tales como
Rictor, Raptor, GBL y PRAS40, lo que sugiere efectos inhibitorios en el
crecimiento celular (Deeba y col., 2013; Yang y col., 2012).

Las posibles dianas moleculares para explicar las acciones de la fisetina se
muestran en la figura 10, asi como un resumen de los efectos anticancerigenos

encontrados para la fisetina en varios modelos in vitro e in vivo (Cuadro 4).

Inhibicion del crecimiento de tumores

Figura 9. Fisetina y sefializacion mTOR. (A) Modelo hipotético de la meta de la
rapamicina en mamiferos (mTOR) molécula en complejo con fisetina. (i, iii) acoplamiento
de fisetina a la diana mTOR. Las energias de union estaban en el -7 a - 8 kcal gama/mol
para la constante de union. (ii, iv) La unién en el sitio incluye enlaces de hidrogeno a un
glutamato por dos grupos hidroxilo. (B) Mecanismo propuesto a través del cual se dirige
fisetina de sefalizacion MTOR en las células cancerosas (Naghma Khan y col., 2012).
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Figura 10. Objetivos moleculares de la fisetina (Naghma Khan y col., 2013).
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Cuadro 4. Resumen de los efectos anticancerigenos de la fisetina

Organo

Estudios in vitro Referencia
blanco
Disminucion de la viabilidad de células cancerosas y clonogenicidad, aumento de
PTEN, disminucion de la PI3-K y Akt fosforiladas, activacion de TSC y AMPK,
Lo o N S (Naghma Khan'y col.,
disminucion de la fosforilacion y la activacion de mTOR, disminucion de la 2012)
Pulmén fosforilacién de p70S6K1, elF-4E, y 4E-BP1, inhibicion de mTORC por sus
constituyentes tales como Rictor, Raptor, GBL y PRAS40.
Inhibicion de la adhesion, la migracion y la invasion a través de la inhibicion de (Liao, Shih, Chao, Lee, y
ERK1/2, cascada abajo de MMP-2, UPA, NF-JB y AP-1. Chiang, 2009)
Disminucion de la viabilidad celular. (Kuntz, Wenzel, y Daniel,
1999)
Induce arresto del ciclo celular, inhibicion de cdk-4 y 6. (Li'y col., 2011)
Colon Induce citotoxicidad de manera secundaria e independiente a la via de p53. (Yuycol., 2011)
Inhibe EGFR y NF-JB, disminucion de la COX2 y PGE2, inhibe la sefalizacion (Suh y col., 2009)
cascada debajo de la Wnt/b-catenina y TCF-4, disminucion de la ciclina D1y MMP-7. yeoh,
Mejora la radio sensibilidad de las células de cancer de colon, en células con p53
. (Chen y col., 2010)
mutante, aumenta la apoptosis y G2/M.
Antiproliferativo (Haddad y cal., 2006)
Inhibicién de la adhesion, migracion e invasién, supresion de PI3K/Akt/JNK y su .
regulacion cascada debajo de MMP. (Chieny col., 2010)
, Inhibicién de la transactivacion de los genes diana de AR, incluyendo PSA, a través (Naghma Khan, Afaq,
Préstata . .
de la interaccion con AR. Syed, y Mukhtar,
2008)(Naghma Khan,
Asim, Afaq, Abu Zaid, &
Mukhtar, 2008)
’ Inhibe el crecimiento celular, promueve la apoptosis , inhibe la invasion, suprime DR3
FEICED mediando la activacion de NF-kB , disminucion de la expresion de MMP-9. el B8 b ALLE)
Disminucion de la viabilidad celular, inducida por la detencién de la fase G,
regulacién cascada debajo de las proteinas Wnt y sus co-receptores, aumento de los
Melanoma inhibidores de Wnt, Dickkopf y WIF-1, disminucién de los niveles de s-catenina (Syed y col., 2011)
nuclear, y regulacion cascada debajo de los objetivos de b-catenina, tales como c-
myc, Bn-2 y MITF.
Estudios in vivo
Protege contra B (a) P- en carcinogénesis pulmonar inducida, reduce las lesiones (Ravichandran y col.,
. histolégicas, restauracon enzimatica y no enzimatica de las defensas antioxidantes. 2011)
Pulmén S . .
Actua como anti-angiogénico, promueve la reduccién de la densidad de los .
. T . . i (Touil y col., 2011)
microvasos, disminucion del volumen del tumor y es mas eficaz con cyclofosfamida.
Retarda el crecimiento del tumor y disminuyen los niveles séricos de PSA. (Naghma Khan, Afaq,
, Syed, y Mukhtar,
Préstata

2008)(Naghma Khan,
Asim, y Col., 2008)

AMPK, AMP, activadores de la protein kinasa; AR, receptor de androgenos; COX, cicloxigenasa; DR, receptor de muerte; EGFR,
receptor del factor de crecimiento epidérmico; elF4B, factor de iniciacién eucaridtico 4B; ERK1 / 2, la sefial extracelular de regulacion-
quinasa; MITF, factor asociado a la transcripcion mitocondrial; MMP, Metaloprotesas de la matriz; NF-kB, factor nuclear kappa B;
PGEZ2, la prostaglandina E2; PSA, antigeno especifico de la préstata; PTEN, fosfatasa y homoélogo de la tensina; TCF, factor de
transcripcion del factor de células T; TRAIL, ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF; uPA, activador del plasminégeno de
uroquinasa; WIF-1, inhibidor del factor de Wnt; XIAP, inhibidor de la apoptosis ligada al X; B(a)P, benzo(a)pirenos.
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2.7 Cancer

2.7.1 Definicidn y caracteristicas de la enfermedad

El cancer es una de las enfermedades consideradas como problema de salud
publica a nivel mundial, no sélo por sus graves manifestaciones clinicas y su alta
letalidad, sino también por la gran variedad de factores de riesgo (individuales y

ambientales) con los que se asocia (Hanahan y Weinberg, 2000).

En México representa la tercera causa de muerte después de la diabetes y las
enfermedades cardiovasculares (OMS, 2013). Biolégicamente, la carcinogénesis
es la consecuencia de diferentes mutaciones que transforman a los
protooncogenes y a los genes supresores de tumores que participan en la
proliferacion celular, y a los que codifican enzimas reparadoras del DNA. Estas
alteraciones producen una pérdida en el control del mecanismo homeostético de la
proliferacion celular, de la diferenciaciéon y del programa de muerte celular (Murray
y col., 1999). Por otro lado, los tratamientos relacionados con cancer involucran el
uso de costosas drogas, cirugias y radiacion, lo que ha originado un aumento en el
interés por la busqueda de alternativas para la prevencion y el tratamiento de este

padecimiento (Silvestre-Donat y Puente Sandoval, 2008).

Segun la Organizacion Mundial de Salud (OMS), se define al cancer como un
amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
organismo debidas a la aparicion o presencia de un tumor maligno o neoplasia
maligna, ademas de ser una enfermedad cronica degenerativa producida por
alteraciones en la proliferacion, diferenciacion y muerte de las células. Debido a lo
anterior, las células cancerosas son capaces de formar tumores malignos que
tienden a crecer de manera invasiva, afectando tejidos y 6rganos normales (Cox y
Sinclear, 1998; OMS, 2013).

En esta enfermedad, las células que se han transformado tienen un
comportamiento de proliferaciéon autbnomo, con capacidad de invadir tejidos
adyacentes y diseminarse a otras partes del cuerpo (Brandan y Villasefior-
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Navarro, 2006). Los casos de cancer en México se reportan en unas 358 mil
personas que viven con la enfermedad y van en aumento, en los proximos 30
afos se atenderan a mas del doble de personas, lo que significa que uno de cada
3 mexicanos padecera de algun tipo de cancer en su vida. Actualmente el cancer
es la tercera causa de muerte en el pais, después de la diabetes y las
enfermedades cardiovasculares (Reynoso-Noverdén y Mohar, 2014).

Se plantean de forma muy general dos grandes causas fundamentales: las
exdgenas, responsables del 80-90 % de todas las neoplasias, y las endogenas
responsables del 10-20 % restante. Estas Ultimas, a diferencia de las primeras,
ocurren en el organismo independiente a cualquier incidencia externa. Pueden ser
mutaciones espontaneas debidas a fallas en procesos bioldgicos enddgenos
naturales que ocurren en la célula como es el caso de la reparacién del ADN que
realizan enzimas correctoras especificas o por herencia, es decir, transmision de
mutaciones en genes recesivos llamados supresores que se trasmiten de

generacion en generacion (American Cancer Society, 2014).

Entre los factores relacionados con las mutaciones y el desarrollo de la
carcinogénesis estan los que existen naturalmente en el ambiente, tales como las
radiaciones, los microorganismos, las sustancias quimicas naturales producidas
por organismos Vivos, los minerales como el asbesto, entre otros. Otros han sido
generados o incrementados directamente o indirectamente por el impacto de las
actividades humanas sobre el ambiente, tales como los subproductos de la
combustién del petréleo, sustancias quimicas sintéticas, aditivos o pesticidas
residuales en los alimentos, asi como algunas drogas y medicamentos (OMS,
2013). Muchos de estos compuestos pueden inducir mutaciones en el DNA
(mutagenos), otros son capaces de inducir cancer (carcind6genos) y otros pueden
provocar malformaciones congénitas (teratégenos). Todos estos compuestos se
engloban en el término genérico de agentes genotdxicos. No todos los
compuestos quimicos extrafios (xenobiéticos) que entran en el organismo son de
caracter genotoxico. Existen compuestos xenobidticos que no originan dafios

mutagénicos, cancerigenos o teratogénicos, es decir, son compuestos no
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genotoxicos sin embargo, pueden ser promotores de cancer una vez que éste ha
iniciado. En el cuadro 5 se muestran algunos factores genotéxicos y no

genotoxicos asociados con el cancer.

Cuadro 5. Factores relacionados con cancer (Torroella y Villa, 1998).

GENOTOXICOS NO GENOTOXICOS

Aditivos  alimenticios, cosméticos, pesticidas, | Procesos de inflamacién, heridas, erosiones,
productos industriales y del hogar, tabaquismo, | infecciones, irritaciones, cicatrizacién, dafio
alcoholismo, estimulantes, alimentos ingeridos o | oxidativo.

aquellos que se dejaron de ingerir.

2.8 Etapas en el desarrollo del Cancer

En el desarrollo del cancer se pueden diferenciar tres etapas principales (Figura
11). La primera se conoce como iniciacion y se caracteriza por ser un dafio
permanente y transmisible en el DNA de una célula que, al no ser reparado, se fija
como una mutacién. El segundo paso es la promocién, en donde ocurre la
expansion clonal a partir de la célula iniciada. Esta etapa puede ser reversible y es
en la que se forma propiamente la neoplasia es decir, el tumor. El nivel de accion
en el que sucede la promocién es el de la activacion de los mecanismos de
transduccion de sefales (Torroella y Villa, 1998). La tercera etapa es la
progresion, en la que las células adquieren autonomia y son capaces de migrar a
sitios distantes del lugar de donde se originaron (metastasis) (Arteaga, 2003). El
cancer inicia con la aparicibn secuencial de subpoblaciones genéticamente
modificadas y de una heterogeneidad celular incrementada dentro del clon
neoplasico. Los cambios genéticos progresivos y acumulativos que se presentan
son, entre otros, aneuploidia, pérdida de alelos y amplificaciébn genética. Es
caracteristica de esta etapa final la aparicion de rasgos que acusan una
diferenciacion incompleta o falta de ella. El rasgo distintivo de esta etapa terminal
es la capacidad de escapar, invadir y colonizar o metastatizar 6rganos distantes
(Fidler, 2003).
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Célula Normal Iniciacion Promocion Progresion
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Metastasis

Figura 11. Diferentes etapas en el desarrollo de cancer (Cornejo y col., 2012)

La invasién y metastasis pueden ser dividida en dos fases: invasion de la matriz
extracelular y diseminacion vascular con arraigo de las células tumorales en el
organo invadido (Fidler, 2003). Para que la invasion y la metastasis se lleven a
cabo, las células tumorales deben adherirse a la membrana basal y
posteriormente penetrar el sistema conectivo intersticial, atravesar la matriz
extracelular y acceder al sistema circulatorio infiltrando la membrana basal del
vaso (Figura 12). Posteriormente las células tumorales embolizadas vuelven a
atravesar la pared vascular y la matriz extracelular para formar el tumor
secundario (homing) (Mareel y Leroy, 2003). Para el proceso de invasion, es
necesaria la pérdida de adhesion entre las células transformadas, asi como la
adhesion alterada a los componentes de la matriz extracelular, la degradacion de
la matriz extracelular y la mayor capacidad de migracion y supervivencia de las
células en focos fuera del su lugar de origen (Fidler, 1978). Dicho fenémeno se
debe a una disminucién en la expresion de moléculas de adhesion intercelular
como son las cadherinas, cateninas y la expresion aumentada de receptores
para la adhesion con componentes de la matriz extracelular, como el caso de
lamininas, integrinas y fibronectinas. Ademas, las células tumorales segregan
poteasas como catepsinas, colagenasas y metaloproteinasas para poder avanzar

por la matriz celular (Mareel y Leroy, 2003).
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Figura 12. Proceso invasion-metéastasis (Steeg, 2003).

2.9 Genética del cancer

La génesis del cancer es un proceso al cual se le suman alteraciones en el
genoma de las células somaticas. Desde la iniciacion, la promocién y la progresion
del cancer se suman una cadena de eventos complejos y sucesivos. Estos
consisten en multiples episodios de expansion clonal que le confieren ventajas de
crecimiento a las células, debido a la aparicibn de alelos mutantes de
protooncogenes y genes supresores de tumores. Todo tipo de cancer humano que
ha sido analizado, evidencia un fenotipo maligno con mudltiples alteraciones en
oncogenes y antioncogenes. Para la transformacion cancerosa, una célula debera

acumular al menos 5 6 6 de esas mutaciones (Hanahan y Weinberg, 2000).

Existen genes que contribuyen a originar algun tipo de cancer los cuales, en sus
versiones normales, estan relacionados con el control de crecimiento y la

supervivencia de la célula. Entre ellos se encuentran los protooncogenes, que
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estimulan la proliferacién celular y los genes supresores de tumor, que la controlan
(Miyashita y Reed, 1995) .

2.9.1 Protooncogenes y oncogenes

Los protooncogenes codifican para proteinas que se activan de manera selectiva
en presencia de sefales reguladoras adecuadas y muchos de los productos son
elementos reguladores positivos del ciclo celular. Entre éstos se incluyen algunos
receptores de factores de crecimiento, proteinas implicadas en la transduccion de
sefiales y algunos factores de transcripcion. La version alterada de un
protooncogén se denomina oncogén. Las mutaciones oncogénicas producen un
desacoplamiento entre la proteina mutada y el proceso de regulacion encargado
de su activacion, provocando la expresion irregular y continua de la oncoproteina
(Weinberg, 1991). Una gran diversidad de oncogenes codifican formas aberrantes
de proteinas, las cuales provocan funciones celulares o actividades no deseadas,
tales como la proliferacion celular aumentada caracteristica de las células
cancerosas (Sang y col.,, 1988). Entre los oncogenes mas importantes se

encuentran:

e Genes de la familia ras, que codifican una proteina de 21 kDa (p21) que se
localiza en la superficie interna de la membrana plasmatica. Estas proteinas
sirven como moléculas transductoras de sefiales que inducen la proliferacion
celular. El desarrollo de mutaciones de ras tiene lugar en estadios precoces del
desarrollo de la tumorogénesis colorrectal (Ezquieta y col., 2012).

e El gen c-myc, localizado en el cromosoma 8, codifica una fosfoproteina de 64
kDa involucrada en la activaciéon de la transcripcion. Aproximadamente el 32%
de los tumores de colon presentan un nivel bajo de amplificacion de c-myc.
Algunos estudios han mostrado que una sobreexpresion del gen se
correlaciona con un mejor pronéstico de la enfermedad (Suzuki y col., 2007).

e Her-2/neu es una glucoproteina de 185-kDa con actividad de tirosina-cinasa.
Su expresion tiene significado en el prondstico en cancer de mama y cancer

géastrico, incluso los anticuerpos anti-Her-2 han mostrado algun efecto
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terapéutico en pacientes con cancer de mama. En el cancer colorrectal se
mostré una correlacion inversa entre la sobrevivencia y la presencia del Her-
2/neu en un estudio en donde se incluyeron 151 pacientes en estadio I, Il y 1ll,
de tal modo que a mayor expresion, la supervivencia fue menor (Yoon y col.,
2014).

2.9.2 Genes supresores de tumores

Se ha sugerido que las células cancerosas presentan mutaciones que inducen
inestabilidad gendmica y, por lo tanto, aceleran la tasa de mutaciones. Algunas
de estas mutaciones afectan a genes que codifican para componentes de los
mecanismos de control del ciclo celular, llamados genes supresores de tumores.
Estos genes determinan el orden de los eventos, asi como la fidelidad e
integridad de los sistemas de replicacion y reparacion del DNA que, de no
llevarse a cabo, provoca un descontrol en la proliferacién celular que, a su vez,
se relaciona con el proceso de tumorogénesis (Miyashita y Reed, 1995). En
resumen, las funciones de los genes supresores de tumores son: regular el
crecimiento, reparar el DNA, inducir apoptosis, estabilizar el cromosoma, la
adhesion celular y regular la transcripcion (Menendez y col.,, 2013) En el
conocimiento de los genes supresores se han dado algunos pasos importantes.
Los estudios moleculares han identificado hasta la fecha mas de 17 genes
supresores de tumores implicados directamente en el cancer humano. Ellos
codifican para una serie de proteinas localizadas en distintas regiones dentro de
la célula, tanto en el citoplasma como en el ndcleo. Los 2 genes mejor
caracterizados de esta clase codifican para las proteinas p53 y Rb (Donley y
Thayer, 2012).

El primer gen supresor clonado fue rbl, que se relaciona con el desarrollo del
retinoblastoma, un céncer tipico hereditario en el humano. El retinoblastoma es
una enfermedad humana infantil que involucra un tumor de retina causado por la
pérdida de ambas copias del gen rb en la banda ql14 del cromosoma 13. Su

presencia, ademas de originar este tumor en los portadores tratados con
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radioterapia, incrementa el riesgo de segundas neoplasias, en particular sarcoma
ostedgeno. El producto del gen supresor de tumores rb, ejerce su efecto durante
la primera parte de la fase G1 del ciclo celular. En este periodo o en las células
guiescentes, la proteina Rb se une al factor de la transcripcion E2F. Este
complejo tiene 2 funciones, en primer lugar, muchos de los genes cuyos
productos son esenciales para la fase S dependen de la actividad del factor E2F.
Por tanto Rb, mediante el secuestro de este factor de transcripcion, garantiza
gue la fase S no pueda ser iniciada. En segundo lugar, el complejo E2F-Rb
reprime la transcripcion de otros genes. En el punto de restriccion de la fase G1
del ciclo celular o cerca del mismo, el Rb es fosforilado por el complejo quinasa 4
0 6 dependiente de ciclina D y esta fosforilacion causa la liberacion del factor
E2F por el Rb, el cual entonces activa los genes cuyas funciones son requeridas

para la fase S (Zhang y col., 2012).

El ejemplo mas importante de gen supresor es p53, cuya pérdida o mutaciones
producen principalmente inestabilidad genémica e inhibicion de la apoptosis.
Este gen se considera el “guardian del genoma” y su mutacion se acompana de
mal prondstico de cancer (Torroella y Villa, 1998). Bajo condiciones normales,
p53 determina que el dafo es irreparable, entonces ordena que se pongan en
marcha los mecanismos genéticos para que la célula entre en apoptosis o
muerte celular programada. Si este gen sufre alguna mutacion, no permite que la
célula sea eliminada mediante la muerte programada, tampoco se ocupa de
reparar los dafios en el DNA y da lugar al inicio del proceso tumoral. Este gen es
el mas frecuentemente mutado en los canceres humanos, se presenta en mas de

un 50% de todos los tipos de cancer (Lim y Park, 2009).

Otros genes supresores importantes con funciones similares son BRCAL y
BRCAZ2, que se vinculan sobre todo con el cancer de mama y ovarios y, en
menor proporcion, con cancer de prostata y de pancreas en el varéon (Escribano-
Diaz y col., 2013).
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2.10 Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo sujeto a una regulacibn muy compleja a varios
niveles (Becerra y col.,, 2009). La disminucién provocada por apoptosis en el
namero de células de una poblacion es una contraposicién al mecanismo de
mitosis que conduce al incremento del numero de ellas. La palabra apoptosis
significa caida con fragmentacion, aludiendo al hecho de que el proceso se
acompafa de fragmentacion de la cromatina y fragmentacion del citoplasma. La
cromatina se condensa y el DNA es cortado entre los nucleosomas (Figura 13). El
citoplasma experimenta condensacion, reduccion de volumen y fragmentacion con
formacion de los denominados cuerpos de apoptosis. La apoptosis es un proceso
discreto que no deja huellas en el tejido que la sufre, debido a la ausencia de
respuesta inflamatoria y a que los fragmentos celulares son fagocitados por los
macrofagos. Para la homeostasis del organismo resulta esencial la existencia de
un balance adecuado entre mitosis y apoptosis. Ademas de un mecanismo de
regulacion del niumero de células, la apoptosis constituye un mecanismo de
seguridad para la supervivencia del organismo, al permitir la eliminacion de células

alteradas, como las células preneoplésicas (Giansanti y col., 2011).

La apoptosis es esencial para la regulacion de varios de los aspectos del
desarrollo normal y patolégico. Este proceso ocurre en respuesta a ligandos
especificos o estimulos de estrés. En condiciones fisiologicas, las células estan
expuestas a numerosos mutagenos, de tal forma que cuando una célula acumula
varias mutaciones y comienza a experimentar transformacion maligna, se ponen
en marcha diferentes mecanismos de control, entre los cuales se encuentra la
activacion de la apoptosis. El bloqueo de la apoptosis puede ser causado por
mutacion de genes supresores de tumores, dando como consecuencia la pérdida
de este mecanismo y resultando en la inmortalizacion celular caracteristica del

proceso de carcinogénesis (Tabas y Ron, 2011).
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Figura 13. Apoptosis. La célula apoptética disminuye de tamafio (A), se observa
condensacion nuclear (B), la célula continia con la reduccion (C), la etapa final de la
apoptosis se caracteriza a menudo por la aparicion de pequefias vesiculas llamados

cuerpos apoptoticos(D, flecha) (Becerra y Col., 2009).

Las mitocondrias juegan un papel importante en la regulacion de la muerte celular.
Contienen muchas proteinas pro-apoptoticas, tales como el factor de induccion de
apoptosis (AlIF), Smac/Diablo y el citocromo C. Estos factores son liberados de la
mitocondria tras la formacién de un poro en la membrana mitocondrial llamado
poro de transicion de la permeabilidad, o poro PT. Se cree que estos poros se
forman a través de la accién de los miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2
de proteinas que, a su vez, son activados por sefiales de apoptosis tales como el
estrés celular, el dafio de los radicales libres o de la privacién de factores de

crecimiento (Pimentel y Benaim, 2012).

Las mitocondrias también desempefian un papel importante en la amplificacién de
la sefalizacion de apoptosis por receptores de muerte, receptores activadores de
caspasa 8 que a su vez activan a proteinas pro-apoptéticas como Bcl-2 y BID (Wei
y col., 2015). La induccién de la apoptosis a través de receptores de muerte
tipicamente resulta en la activacién de una caspasa iniciadora, como las caspasas
8 0 10. Estas caspasas pueden activar a otras caspasas en una cascada que
eventualmente conduce a la activacion de las caspasas efectoras, como la
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caspasa 3 y la caspasa 6. Estas son las caspasas responsables de la division de
las proteinas celulares como proteinas del citoesqueleto, lo que conduce a los
cambios morfolégicos observados en las células sometidas a la apoptosis
(Lakhani y col., 2006).

2.10.1 Proteinas de la familia Bcl-2

Los miembros de la familia de proteinas Bcl-2 controlan la apoptosis bloqueandola
o induciéndola. La oncoproteina Bcl-2 supresora de la apoptosis se encuentra
principalmente anclada en la membrana mitocondrial externa y en otras
membranas donde se generan iones superdxido (Raha y col., 2015). A partir de
los iones superoxido, la superoxido dismutasa genera agua oxigenada y ésta, en
presencia de Fe o Cu, da lugar a radicales libres hidroxilo capaces de alterar las
membranas celulares, el DNA y las proteinas, de forma muy similar a lo observado
durante la apoptosis. La generacién de radicales libres, particularmente del radical
hidroxilo, puede formar parte de los mecanismos desencadenantes de la
apoptosis. La proteina Bcl-2 ejerce un efecto protector frente a la accién
destructora del radical hidroxilo y bloquea la apoptosis. Otro miembro de la familia,
la proteina Bax, forma dimeros con Bcl-2 garantizando la supervivencia de la
célula (Colin y col., 2015). Sin embargo, un exceso de proteina Bax desplaza a la
proteina Bcl-2, de forma que predominan los dimeros Bax-Bax en lugar de los
dimeros Bax-Bcl-2, la consecuencia es la induccion de la apoptosis. La expresion
de otro gen de la familia Bcl-2, el Bcl-x da lugar por control postranscripcional a
dos proteinas distintas: la Bcl-x_, supresora de apoptosis y la Bcl-xs, inductora de

apoptosis (Serasinghe y col., 2014).

La proteina pro-apoptotica Bcl-2 a menudo se encuentra en el citosol donde actua
como sensor de dafio celular. Tras el estrés celular se traslada a la superficie de la
mitocondria, donde se encuentran las proteinas anti-apoptoticas. Esta interaccion
entre proteinas pro-y anti-apoptotica interrumpe la funcion normal de las proteinas
anti-apoptosis Bcl-2 y puede conducir a la formacién de poros en las mitocondrias

y la liberacion de citocromo C y otras moléculas pro-apoptéticas en el espacio
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intermembranal. Esto, a su vez, conduce a la formacion del apoptosoma y a la

activacion de la cascada de las caspasas (Serasinghe y col., 2014).

2.10.2 Familia de las Caspasas

Las caspasas son proteasas que juegan un papel clave en el proceso de
apoptosis (Lakhani y col., 2006). La familia de las caspasas esta constituida por
14 proteasas caracterizadas por la presencia de residuos de cisteina en su sitio
activo. Estas proteinas estan ampliamente conservadas en el proceso evolutivo y
comparten secuencias estructurales comunes (Wolf y Green, 1999). Las
caspasas se sintetizan como precursores inactivos que se convierten en la forma
activa por ruptura proteolitica. Una vez activas, las caspasas producen la
hidrolisis a partir de residuos de acido aspartico en la proteina sustrato. Asi, la
activacion inicial de una caspasa provoca una reaccién en cadena que conduce a
la activacion de otras caspasas y a la muerte de la célula (Figura 14). Por lo tanto,
la regulacion de la activacion de las caspasas es fundamental para determinar la

supervivencia celular (Wang y col., 2014).

Las caspasas iniciadoras (caspasas 2, 8, 9, 10) presentan pro-dominios
funcionales que permiten la asociaciéon de estas moléculas con complejos de
sefalizacion; las caspasas ejecutoras (caspasas 3, 6, 7) son activadas por las
caspasas iniciadoras y son las responsables de la interaccion con otras moléculas
gue desencadenan la apoptosis. La tercera subfamilia de caspasas es la de las
caspasas procesadoras de citocinas (caspasas 1, 4, 5, 12, 13, 14). Se ha descrito
gue las caspasa 1 se activa por la ausencia de factores de crecimiento (Wolf y
Green, 1999), que hidroliza a la caspasa 3 in vitro y que promueve el
procesamiento y activacion de la interleucina-1p (IL-1B), sustancia implicada en la
muerte neuronal (Almeida y col., 2005). En cuanto a la caspasa 2, se sabe que se
activa tras su unién a una molécula adaptadora que a su vez se une a una parte
del complejo de sefializacion del receptor de factor de necrosis tumoral (TNF). La

caspasa 2 activa puede procesar su propio precursor (Peintner y col., 2015).
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Figura 14. Esquema representativo del mecanismo central de apoptosis. La
supervivencia representa las moléculas anti-apoptéticas y la muerte, las pro-apoptoticas
(Wolf y Green, 1999).

La caspasa 9, que en situacion fisiolégica se encuentra en su forma inactiva en el
citosol, se activa ante un determinado dafio que produzca una alteracién en la
membrana mitocondrial, lo que desencadena la salida de citocromo C al citosol.
El citocromo C forma entonces un complejo con Apaf-1, dATP y procaspasa 9, lo
que conduce a la activacion de la caspasa. Una vez activa, la caspasa 9 puede

activar otras caspasas (Kasahara y Scorrano, 2014).

Debido a estas caracteristicas se han hecho intentos en la ultima década para
desarrollar moléculas capaces de activar directamente las caspasas ejecutoras
para su uso en la terapia contra el cancer. Por ello, el uso de compuestos que
induzcan la apoptosis por esta via es clave para el tratamiento actual contra el

cancer (Mcllwain y col., 2013).
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2.11 Papel del Glutatién en la promocion de Apoptosis para el tratamiento

del cancer.

Las glutation-S-transferasas (GSTs) son una familia de la segunda fase de
enzimas de destoxificacion que catalizan la conjugacion de glutation (GSH) a una
amplia variedad de compuestos electrofilos enddégenos y exdgenos. Las GSTs se
dividen en dos distintas super familias: la familia microsomal y los miembros de la
familia citosodlica. Las GST microsomales son estructuralmente distintas de la
familia citosélica y tienen un papel clave en el metabolismo enddgeno de
leucotrienos y prostaglandinas. La familia de GST citosélicas son altamente
polimérficas y se pueden dividir en seis clases: a, y, 6, w, Ty . Las isoformas de
T (GSTP1) y u (GSTM1-4) juegan un papel regulador en la via de activacién de
las proteinas mitogenicas map quinasas (MAP), que participan de manera directa
en las sefiales de supervivencia y muerte celular a través de interacciones con la
proteina cinasa de c-Jun N (JNK1) y ASK1 (cinasa sefialadora de la regulacion de
apoptosis). JNK y ASK1 se activan en respuesta celular a estrés. Las GST han
sido implicadas en el desarrollo de resistencia a agentes de la quimioterapia. Por
ello es plausible que las GSTs sirvan para dos funciones distintas en el desarrollo
de resistencia a los medicamentos a través de la destoxificacion directa asi como
actuar como inhibidores de la via de la MAPK. Por ello, las GSTs han surgido
como una diana terapéutica prometedora ya que una amplia variedad de tumores
sobreexpresan isoenzimas especificas y pueden desempefiar un papel en la
etiologia de otras enfermedades (Hayes y Pulford 1995; Townsend y Tew, 2003;
Joseph y col., 2009).
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1.JUSTIFICACION

Esta bien documentado que la fresa es rica en compuestos fendlicos, los cuales
tienen efectos nutracéuticos ya que disminuyen el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, mejorando la funcién endotelial y disminuyen la presion arterial.
También se le atribuye una alta capacidad para inducir la apoptosis en células
malignas, inhibir la proliferacion de células de céncer, asi como prevenir la
angiogénesis y la invasion de células tumorales (Duthie y col., 2003; Vauzour y
col., 2010).

En los ultimos afios se reportd que la fisetina (3,3’,4’,7- tetrahydroxiflavona) es un
flavonoide natural que se ha reportado en altas concentraciones en la fresa
(Fragaria x ananassa Duch.) (Lozola-Gloria y Ayala, 2012) y que puede ser
aumentado de manera significativa por la irradiacion de la luz ultravioleta, ya que
es un metabolito foto dependiente de la enzima Chalcona deshidrogenasa para la
via de los flavonoides, la cual aumenta su transcripcién y accion a causa de una

estimulacién en la trascripcion de la misma (Kanazawa y col., 2012).

La evidencia sobre la actividad biolégica de los compuestos polifendlicos esta
aumentando y se proponen vias relacionadas y no relacionadas con su capacidad
antioxidante. Es necesario profundizar en los mecanismos de accion de estos
compuestos después de haber sido sometidos a irradiacion por luz ultravioleta.
Por lo anterior, el presente trabajo tiene como finalidad contribuir al conocimiento
sobre las posibles vias involucrados en los efectos anticancerigenos de las fresas
y caracterizar los compuestos mayoritarios que pueden desempeiar un papel
fundamental contra el cancer, ademas de probar el efecto biolégico que puede
generarse por la irradiacion ultravioleta en este fruto, por lo cual la pregunta e
investigacion es ¢ElI extracto de fresa rico en flavonoides debido a una
irradiaciéon de luz ultravioleta tiene una optimizacion bioldégica de los
compuestos fendlicos y cual serd su efecto en células de cancer de mama
(MCF 7) y linfoma de rata (Nb2)?
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V. HIPOTESIS

La irradiacién ultravioleta aplicada a las fresas potencia el contenido de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante asi como la capacidad

antiproliferiativa sobre células de cancer.
V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la el contenido de compuestos fendlicos, su capacidad antioxidante y
efecto antiproliferativo sobre células de cancer de mama humano y linfoma de rata

de extractos de fresa irradiados con luz ultravioleta.
5.1 Objetivos especificos

e Determinacion de las antocianinas en tres formas del ion flavilo, fenoles
totales y taninos condensados en los diferentes extractos.

e Cuantificar la capacidad antioxidante por el método de FRAP y DPPH en
los diferentes extractos

e Determinar la citotoxicidad y concentracion letal media de los extractos de

fresa sobre células de cancer de mama humano y linfoma de rata.
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VI. Materiales y Métodos
6.1 Diseiio Experimental

El presente proyecto es experimental, cruzado. La figura 15 muestra el disefo

experimental.

Fresa

Extracto control | Extracto irradiado

Caracterizacion

Cancer de mama Linfoma de rata

Humano (MCF 7) (Nb2)

Curva Dosis-Respuesta

Figura 15. Modelo del disefio experimental

6.2 Caracteristicas de las lineas celulares

6.2.1 Cultivo celular de cancer de mama

Células MCF-7 de cancer de mama se cultivaron en DMEM con Suero Fetal

Bovino (SFB) al 15%, 1% con anti-anti a 36 °C en una atmésfera humidificada al
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90% con 5 % de CO.,. Las células se cambiaron cada 2-3 dias. Las caracteristicas
de las células MCF-7 se muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6. Caracteristicas generales de la linea celular MCF-7.

Organismo Humano (Homo sapiens)
Tejido Glandula Mama

Morfologia Epitelial

Enfermedad Cancer de mama

Edad 69 afos

Genero femenino

Expresion antigena Rh +, grupo sanguineo O

Genes expresados Oncogén WNT7B, IGFBP (2,4,5).

6.2.2 Cultivo de celular de linfoma

Las caracteristicas de la linea celular de linfoma de rata se observan en el cuadro
siete, las células Nb2 se mantuvieron en medio que contiene 10% de suero de
caballo (Gibco, Life Technologies), suero fetal bovino al 10% y 1% de antibi6ticos
(penicilina-estreptomicina), y mercaptoetanol por 250 ml de medio; Las células se

mantuvieron a 37 ° C en 5% de CO2 en una incubadora.

Cuadro 7. Caracteristicas generales de la linea celular Nb2.

Organismo Rata (Rattus)

Tejido Nodo linfatico del Timo

Morfologia Suspension

Enfermedad linfoma

Especie Rat

Genero Macho

Receptores Prolactina

Genes expresados Inmonuglobulina, agonistas de Thy-1, vy

anticuerpos monoclonales
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6.3 Extracto de fresa potenciado en compuestos fendlicos

La base del extracto es la fresa (Fragaria x ananassa Duch) fue proporcionada por
el Dr. Edmundo Lozoya Gloria del Cinvestav Irapuato. En el presente trabajo se
utilizaron dos variantes de este extracto para las lineas celulares y 4 tipos

diferentes para la caracterizacion.
6.3.1 Muestra tratada por irradiacion

La fresa es (Fragaria x ananassa Duch) fue comprada a un proveedor de
invernadero en macrotunel ubicado en el municipio de Irapuato. Al momento de
comprar la fresa ésta debia estar en su estado de madurez comercial: la superficie
del fruto iba desde el color rojo a rojo oscuro, de un tamafo variable que
alcanzaba desde 15 a 22 mm de diametro, coronada por sépalos de color verde,
con un intenso aroma y un sabor dulce (Ramirez Padron, 2010). El fruto fue lavado
a chorro de agua, se desinfecté durante 5 min en 1 litro de agua potable con 25
gotas de cloro. Posteriormente se escurrid y se secO con franelas para retirar la
mayor cantidad de agua y finalmente se separd el sépalo de la pulpa con un

cuchillo de manera manual (Ramirez Padron, 2010).

La fresa fue rebanada en rodajas con un rebanador especial para fresas, las
rebanadas se pusieron en una charola de manera que no se sobre encimaran
unas sobre las otras, y recibieron un tratamiento de Iluz UV (Patente
MX/E/2013/069030, "Métodos para incrementar el contenido nutracéutico de frutos
perecederos”). Las hojuelas fueron secadas en un horno y se liofilizaron
posteriormente por 7dias, el producto final fue molido y homogenizado. A la par se

obtuvo una muestra no irradiada, procesada de la misma forma.
6.3.2 Extractos de fresa

Los extractos se prepararon de acuerdo al disefio mostrado en la figura 16. Los
cuales fueron protegidos de la luz durante todo el proceso; al finalizar la

preparacion de los mismos solo se podian almacenar con un maximo de 1 mes
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previo a su liofilizacion. El caso del extracto acuoso fue una modificacion del
método descrito por Paladino y Zuritz. (2011). El extracto etandlico se modificé de
acuerdo al método descrito por Fortalezas y col. (2010), el extracto metandlico
también se obtuvo mediante una adaptaciéon del método descrito en 2002 por
Lopes da Silva y col. Finalmente, el extracto acetdnico se obtuvo mediante
modificacion del método descrito por Kajdazafioska y col. en 2011.
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Figura 16. Método de preparacion de los diferentes extractos de fresa
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6.4 Calidad nutracéutica

6.4.1 Determinacion de antocianinas

La cuantificacion de antocianinas se realiz6 a un pH acido (pH 1) con la finalidad
de llevar a las antocianinas a la forma de ién flavilio que presenta coloracion y de
esta forma poder cuantificarlas espectrofotométricamente (Deighton y col., 2000).
Para todos los extractos control se utilizé una alicuota de 250 pL, a excepcion del
acuoso, la cual fue de 200 pL. Para los extractos iluminados con luz UV, las
alicuotas fueron de 200 pL. A cada una se le adicion6 12 mL de etanol acidificado
(etanol: HCI 1N en proporcién 85:15 respectivamente) y se agitd en un vortex a
8000 rpm durante 30 min. Se determind el pH del extracto directamente desde el
tubo y de ser necesario se ajusté a 1.0 con HCI 4 N. La solucion se agité a 5000
rpm durante 5 min., posteriormente se aforé en un matraz volumétrico de 25 mL y
se agitd manualmente por inversion vigorosa. Finalmente la muestra se ley6é a una
absorbancia de 535 nm en el espectrofotometro de placa (6405 UV/Vis, JENWAY).
La concentracion de antocianinas totales en la muestra (uL/Kg) se calcul6 como
cianidina 3-glucosido, pelargoidina 3-glucosido y pelargonidina-3-rutosida segun

la siguiente formula:

C= (A/E) X (V0l/1000) X PM X (1/v0l.muestra) x 10°
Doénde:

C=concentracion de antocianinas (uL/kg)

A=absorbancia maxima

e= Absortividad molar (cianidina 3-glucosido =25 965cm™M™ ; pelargonidina 3-
glucosido = 15 600 cm™M™; pelargonidina 3-rutosida =39 590 cm™M™)

Vol= volumen total del extracto de antocianinas

PM= peso molecular (cianidina 3-glucosido =449.6 g/mol; pelargonidina 3-
glucosido = 15 600 g/mol; pelargonidina 3-rutosida =39 590 g/mol).
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Todos los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados finales se reportan
en mg de la antocianina por 100 g de muestra seca.

6.4.2 Determinacion de Fenoles totales

El método empleado fue el de Folin Ciocalteu, descrito por Palomino y col., (2009),
el cual esta basado en la reduccién de acido galico por compuestos fendlicos en
presencia de un alcali (carbonato de sodio). La extraccion se realizé de la
siguiente manera: Se tomaron de 1.8 a 2 mL de muestra de cada uno de los
extractos, se colocaron en tubos falcon y se afiadieron 10 mL de metanol al 30% y

se agitoé en un vortex a 8000 rpm durante 10 min.

Para todas las muestras, se tomé una alicuota de 125 uL del extracto y se coloco
en un tubo de ensayo, se le adicionaron 500 uL de agua desionizada y se agité
brevemente a 3000 rpm., después se le agregaron 125 uL de reactivo de Folin-
Ciocalteu y se agitdé brevemente a 3000 rpm. Se dejo reposar 6 min en la
oscuridad, posteriormente al tubo se le adicionaron 1.25 mL de Na,COsz al 7% vy 1
mL de agua desionizada, se agité brevemente a 3000 rpm. Y se dejo reposar 1.5 h
en la oscuridad a temperatura ambiente. Después del reposo se leyd a una
absorbancia de 750 nm en el espectrofotometro (6405 UV/Vis, JENWAY). En otro
tubo se preparé el factor de correccion con 125 uL del extracto de la muestra y
todos los reactivos bajo las mismas condiciones a excepcion del reactivo de Folin-

Ciocalteu.

Por otro lado se prepararon dos blancos de calibracion, en el primer blanco de
calibracion se usa metanol al 30% ademas de todos los demas reactivos bajo las
mismas condiciones. Para el segundo blanco de calibracion, que corresponde al
blanco del factor correccién se usa metanol al 30% Yy todos los reactivos bajo las
mismas condiciones a excepcion del Folin. La concentracion final se expreso
como mg equivalentes de acido galico/100 g de muestra (mg EAG/100g de
muestra seca). Para la determinacion de fenoles totales se elabor6 una curva

estandar de calibracién de acido galico, en la cual se tomé 10 mg de acido galico y
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se disolvieron en 50 mL de metanol 30%; la concentracion final fue de 0.2 mg/mL.
De esta solucién se tomaron 25 mL de alicuota y se llevé a 50 mL con metanol
30%, y asi sucesivamente hasta obtener una serie de concentraciones de 0.2
hasta 0.00625 mg/mL. De cada una de las soluciones se tomo una alicuota de 125
uL y se siguio la técnica de fenoles totales. Se graficé la absorbancia contra la

concentracion para obtener una ecuacion linear.

6.4.3 Determinacion de taninos condensados

Se cuantificaron los taninos condensados de acuerdo a una adaptacion del ensayo
de la vainillina (Deshpande y Cheryan, 1987). EI método de la vainillina se usa
ampliamente para la cuantificacién de proantocianidinas (taninos condensados) en
frutas y granos. Esta técnica es especifica para flavan-3-ol-dihidrochalconas y
proantocianinas, las cuales tienen un enlace simple en la posicién 2,3 y poseen
grupos hidroxilos en la posicion meta del anillo B. La catequina es un flavan-3-ol
monomeérico frecuentemente usado como un estandar en el ensayo de la vainillina.
El método se basa en la condensacion de la vainillina con proantocianinas en
soluciones &cidas. La vainillina protonada es un radical electrofilico débil que
reacciona con el anillo del flavonoide en la posicibon 6 u 8. El producto
intermediario de esta reaccidon se deshidrata rapidamente para dar un producto
coloreado de rosa o rojo cereza (Gutiérrez Gailen, Martinez, Varona Torres, y
Rodriguez, 2000).

Para la extraccion se tomaron 500 yL de cada extracto y se colocaron en un tubo
falcon. Se adicionaron 10 mL de metanol y se agitd en un vortex a 8000 rpm
durante 20 min. Después se centrifugd a 5000 rpm por 5 min y se tomé 1 mL del
sobrenadante, se colocé en un tubo de ensaye y se le adicionaron 5 mL de
reactivo de vainillina (vainillina 1% en metanol y HCI 8% en metanol en proporcion

1:1) recién preparado.

En otro tubo se preparo el factor de correccion con 1 mL del extracto de la muestra

y 5 mL de HCI 4 %. Por otro lado se prepararon dos blancos de calibracion uno
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con 1 mL de metanol y 5 mL de reactivo de vainillina y otro con 1 mL de metanol y
5 mL de HCI 4%. Después, la reaccion se llevo a cabo por 20 min a 30 °C. Se leyé
cada muestra a una absorbancia de 500 nm en un espectrofotbmetro (6405
UV/Vis, JENWAY).

Para la curva estandar de calibracion de (+) catequina se elaboré una curva
estandar de calibracion por triplicado, para ello, se tomé 10 mg de catequina y se
disolvié en 10 mL de metanol absoluto; la concentracion final fue de 1 mg/mL de
esta solucion se tomé una alicuota de 5 mL y se llevo a un volumen de 10 mL con
metanol absoluto, y asi sucesivamente hasta obtener una serie de
concentraciones de 1 hasta 0.0039 mg/mL. De cada una de las soluciones se
tomdé una alicuota de 1 mL y se siguié la técnica de taninos. Se grafico la
absorbancia contra la concentracion y la ecuacién obtenida fue la aplicada en la
determinacion de taninos. La concentracion final se expres6 como mg

equivalentes de (+) catequina/100 g de muestra (mgEC/100g).

6.4.4 Flavonoides Totales

La extraccion de los flavonoides se realiz6 como lo reportan (Prior, Wu, & Schaich,
2005). Se utilizaron 0.5 g de muestra seca y se le agregaron 10 mL de metanol al
80% (v/v), se le dio 10 min de vortex (Vortex Genie-2), y se sonicO (Sonicador
Branson-2510) por 15 min, se centrifugd (Centrifuga Hermle Z-323-K) a 2000 G
por 10 min y al residuo se le hizo una segunda extraccion bajo las mismas
condiciones, se mezclaron ambos sobrenadantes y éste fue el extracto

metandlico.

Los flavonoides se cuantificaron del extracto metandlico, se siguio la metodologia
de Oomah & Mazza, (1996), con una adaptacién a microplaca. Brevemente, a 50
ML del extracto metandlico se le adicionaron 180 pL de agua des-ionizada y 20 L
de solucion 2-aminoetildifenilborato al 10 % en metanol. Se leyo la absorbancia a
una longitud de onda de 404 nm en MULTISKAN. Se empled rutina para la

realizacion de la curva estandar en concentraciones de 0-50 pg/mL, la cual se
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prepar6 en metanol al 80%. La concentracion de flavonoides se expres6 como mg

equivalentes de rutina/100g de muestra seca (mg ER/100 Q).

6.4.5 Medicion de Fisetina por HPLC

Para el andlisis de flavonoides en HPLC se utiliz6 un cromatografo liquido de alta
resolucion Agilent Technologies 1290 infinity. Para detectar el metabolito fisetina
se utilizd una columna Zorbax Eclipse Plus C18 con un tamafio de 2.1 X 50 mm y
un tamafo de particula de 1.8 micrones. Los solventes utilizados fueron: A) Agua
98%-Acido acético 2% y B) Agua 68%-Acetonitrilo 30%- Acido acético 2%. El
volumen de inyeccion de la muestra fue de 1 uL, a una temperatura de 35°C, se
ley6é a una longitud de onda de 360 nm. El tiempo de retencion de la fisetina bajo
estas condiciones fue de 10.721 min. En el caso del metabolito pelargonidina, la
columna utilizada fue Hypersil Gold con un tamafio de 2.1 X 50 mm y un tamafo
de particula de 1.9 micrones, los solventes utilizados fueron: A) Agua-Acido
acético pH 2.3 y B) Agua 110: Acetonitrilo 50: Acido acético 40 pH 2.3. El volumen
de inyeccion de la muestra fue de 2 uL, a una temperatura de 30°C, se ley0 a una

longitud de onda de 360 nm (Fang, Li, Pan, y Huang, 2004).

6.5 Capacidad antioxidante

6.5.1 Método de FRAP

Se basa en la capacidad de transferencia de un electrén la solucién férrica (FARP)
en compafiia de un compuesto con capacidad reductora (recibir electrones) o
antioxidante. La ventaja de este meétodo es su capacidad para determinar
cuantitativamente la cantidad total de antioxidantes o reductores en alimentos. Su
principio es medir la absorbancia a 593 nm que se desarrollan cuando el complejo
TPTZ-Fe+3 se reduce a TPTZ-Fe+2. De esta forma, la capacidad antioxidante que
se presentan en los extractos de diferentes frutas y vegetales se mide como

capacidad antioxidante reductora del extracto (Benzie y Strain, 1996).

62



Para las muestras se uso una placa de 96 pozos a la cual se afiadié 90uL de agua
desionizada, 10 pL de la muestra y 50 pL del radical TPTZ-Fe+3 (solucion TPTZ
10 mM, Solucion FeCl-6H20 20mM y tampon de acetato 0.3mM, en proporcion
1:1:10) se incubd por 4 min a temperatura de 37°C, se ley6 en una absorbancia de
593 nm.

Las mediciones se hicieron por triplicado para cada muestra, y el resultado final se
expresé en UM equivalentes de Trolox. En el caso de la curva de calibracion esta
se hizo con Trolox (4cido 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylico),
donde las concentraciones fueron 399, 359, 323, 290, 261, 209, 167, 134 y 107

UM en metanol-agua 1:1.

6.5.2 Método de DPPH

El principio de este método se basa en calcular la capacidad que tiene un posible
antioxidante para neutralizar un radical. EI compuesto DPPH (1,1-difenil-2-
pricrilhidrazil) es un radical estable que presenta una coloracion intensa del violeta
y que absorbe radiaciones a una longitud de onda de 517 nm. Este radical cuando
tiene un electron desapareado presenta coloracion azul-violeta, pero al
interaccionar con un compuesto antioxidante la tonalidad vira hacia amarillo palido,
la diferencia por absorbancias permite obtener el porcentaje de captacion de

radicales libres (Molyneux, 2003).

Para la preparacion de la muestra se tomaron 10 pL de cada extracto y se le
afiadié 200 pL del radical DPPH. En el caso del blanco se utilizé6 metanol puro, y
en el caso del blanco de muestra se usdé 300 uL DPPH. Se dej6 reposar por 30

min y se ley0 la absorbancia a 517nm.

Las mediciones se hicieron por triplicado para cada muestra, y el resultado final se
reporté en UM equivalentes de Trolox. En el caso de la curva de calibracién se
hizo con Trolox (4cido 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylico),
donde las concentraciones fueron 399, 359, 323, 290, 261, 209, 167, 134 y 107
MM en metanol.
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6.6 Evaluacion bioldgica

6.6.1 Curva dosis respuesta

Se emplearan células de la linea MCF-7 (ATCC, Manassas VA, USA) y Nb2
(ECCAC). Las células se sembraron (3x10* células por pozo) en placas de 24
pozos, con suero fetal bovino (SFB) al 15% en medio base (DMEM, Gibco BRL,
cat. N° 12100-038) suplementado con 1% de anti-anti (mezcla de antibioticos). Las
placas se mantuvieron en incubacion a 37°C y en una atmdsfera himeda con 5%
de CO,. Después de 24 h, se cambid el medio por SFB al 2% en el mismo medio
base. Después de 48 h de la siembra, se contaron las células de dos pozos para
determinar el numero de células al momento del cambio de las condiciones
experimentales (Co). Asi mismo, al resto de los pozos se les retird el medio y se
les agregaron, por duplicado, los tratamientos disueltos en DMEM suplementado
con albumina sérica de bovino (ASB) al 0.5% de la manera siguiente: para las
células tratadas con el extracto irradiado de fresa se emplearan dosis de 10, 5, 1,
0.5, 0.1 y 0.01 % de extracto de fresa/mL. Para las células tratadas con extracto
de fresa control se emplearon las mismas dosis, y se hizo otro control con fisetina

a una concentracion de 100uM/mL.

Después de 24 h de incubacion se determind el numero de células de cada pozo
por recuento al microscopio, previa cosecha de las células con tripsina al 0.15%.
El nimero de células se determiné mediante los siguientes calculos (Garcia-
Gasca y col., 2002):

Numero total de células = [N(1 x 10%) x (C)]/V

Doénde:

N= naumero de células contadas

C= numero de campos contados en el hemocitbmetro,
1x10* = factor de dilucién del hemocitémetro

V= volumen en mL de la suspension celular.
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La proliferacion celular se calculé de acuerdo a la ecuacion:

%P = [N.de células en el tratamiento X 100]/N.de celulas del control en ASB 0.5%

La sobrevivencia celular se calculé mediante la ecuacion:

%S = [N.de células en el tratamiento X 100]/N.de células del control inicial

Para obtener la concentracion inhibitoria 50 (Clsp) y la letal 50 (CLsg), se calcularon

usando el software GraphPad Prism version 6.
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VIl. Analisis estadistico

Para el manejo de datos se utilizd el software SPSS version 18 y Statistic 6.1;
Dentro de los andlisis se realiz6 una ANOVA y una prueba de Tukey (p<0.05) para
la caracterizacion de los extractos. Las curvas dosis-respuesta se analizaron
mediante regresion lineal simple. Los datos experimentales de dosis-respuesta y
HPLC se analizaron mediante una prueba de t-student para muestras
independientes (p<0.05) y la comparacion del efecto entre las lineas celulares se
evalué con una ANOVA y una prueba de Dunnett (p<0.05) entre las diferentes
concentraciones probadas con respecto al control y una post hoc de Tukey para
la diferencia entre CI50 y CL50.
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VIIIl. Resultados y Discusion

La figura 17 muestra las concentraciones de antocianinas en los extractos
irradiados. En general se obtuvieron valores mas altos de todas las antocianinas
determinadas lo que sugiere que las antocianinas son metabolitos foto

dependientes como se he postulado en otros estudios (Carrasco-Rios, 2009).

Al comparar el contenido de cianidina-3-glucésido de la variedad trabajada en este
protocolo (Fragaria x ananassa Duch) con cuatro variedades espafiolas cultivadas
en el 2002 (Camarosa, Carisma, Eris, Oso Grande y Tudnew) se observa mucha
semejanza ya que los contenidos van 11 hasta 28 mg cianidina-3-glucosido/100 g
de muestra sec. La Unica variedad que superd a la variedad estudiada fue la
Camarosa con un contenido de 41 mg cianidina-3-glucosido/100 g (Lopes da Silva
y col., 2002).

Respecto a la pelargonidina-3-glucésido, al hacer una comparacion con las
variedades europeas se observdé una semejanza en la proporcion de este
compuesto, ya que la pelargonidina-3-glucésido es la antocianina predominante en
las fresas (aproximadamente el 83% del contenido total de antocianinas). Sin
embargo, las concentraciones encontradas en el presente estudio fueron menores
gue las de las variedades Tudnew, Carisma y Camarosa en las que se han
reportado valores de 401, 242 y 261, respectivamente (Lopes da Silva y col.,
2002).

Otra antocianina presente en las diversas variedades de fresa es la pelargonidina-
3-rutésido, y se sabe que aporta aproximadamente del 8-13 % del contenido de
antocianinas, lo que fue consistente con todas las muestras estudiadas. Al
comparar con muestras europeas de fresa (Camarosa, Carisma, Eris, Oso grande
y Tudnew), se observé que la mayoria de las variedades extranjeras presentaron
un contenido semejante al de la variedad estudiada. Sin embargo, la variedad
Camarosa reporta valores tres veces superiores al contenido para la mayoria de

las variedades (43 mg/100 g) (Lopes da Silva y col., 2002).
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Figura 17. Contenido de Cianinida-3-Glucoésido (A), Pelargonidina-3-Glucosido (B) y
Pelargonidina-3-rutosido (C) en los diferentes extractos de fresa. Se muestran los
extractos irradiados (FIE) y no irradiados (FCE). Prueba de t de student entre los dos
tratamientos (*p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.0001).

Al hacer la comparacion entre los diferentes solventes (cuadro ocho), se observa
que el extracto acuoso irradiado es el gue mayor contenido de cianidi-3-glucésido
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presenta (33.87+0.65), seguido del etandlico irradiado (31.71+£0.28) y el de menor
contenido fue el metandlico control (11.31+0.57). Lo anterior sugiere que la
irradiacion potencia la produccion de este metabolito y, ademas, el efecto de
extraccion por el disolvente promueve su recuperacion ya que las antocianinas
son metabolitos polares (Zafra-Stone y col., 2007). La cantidad de pelargonidina-3-
glucésido para las muestras irradiadas y con extracto acuoso fue de 170+3.26,
seguida por el etandlico con 159+1.40. El disolvente que potencié en menor
cantidad esta antocianina fue el metandlico, tanto el control como el irradiado. En
el caso de la pelargonidina-3-glucésido, las muestras que mayor contenido
presentaron fueron las muestras irradiadas con el extracto acuoso y etandlico v,

nuevamente, el disolvente metandlico fue el que potencié menos su recuperacion.

Cuadro 8. Antocianinas en los diferentes extractos de fresa

mg cianidina-3- mg pelargonidina3- mg pelargonidina 3-

Muestra
glucésido/100g ps glucésido/100g ps rutésido/100g ps

Acuoso 29.63+1.12° 59.50+2.24 11.72+0.44°
Fresa Etandlico 28.35+1.52°¢ 71.18+3.82° 11.22+0.60°
control Metandlico 11.31+0.57° 56.78+2.86 4.47+0.23

Acetona 23.88+0.95¢ 89.92+3.59¢ 9.45+0.38°

Acuoso 33.87+0.65° 170+3.26° 13.40+0.26°
Fresa . . )

Etandlico  31.71+0.28 159+1.40 12.55+0.11
irradiada .

Metandlico 13.69+0.45 68.73+2.24° 5.42+0.18°
con UV g ‘

Acetona 24.67+0.77 123+3.87° 9.76+0.30

Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar de 4 repeticiones.
ps= peso seco de la fresa. Las letras minUsculas indican diferencia estadistica significativa
(Tukey, p<0.05).

En resumen, el mejor disolvente para la extraccién de antocianinas es el agua, lo
gue concuerda con las caracteristicas fisicoquimicas de las antocianinas ya que
estas al ser hidrosolubles tendran mayor afinidad a este solvente (Zafra-Stone y
col., 2007) a diferencia de lo que se esperaba con el extracto etanol:agua.
Posiblemente esto se deba a la temperatura de precoccion ya que se ha visto que
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a temperaturas elevadas se obtienen mas antocianinas pero menos estables. La
temperatura genera mayores fluctuaciones en el pH, lo cual elimina parcialmente
las glicaciones de estos cromoforos por lo que se alcanza a potenciar

parcialmente el contenido de estos (Paladino y Zuritz, 2011).

En la figura 18 se muestran los resultados para la extraccién de fenoles totales. El
extracto etandlico fue el que mayormente recuperd estos compuestos fenolicos,
mientras que el metandlico mostré las menores concentraciones. Al comparar con
fresas cultivadas en China (300 mg equivalentes de acido galico) se observa que
las muestras estudiadas presentaron mayores contenidos (Huang y col., 2012).
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Figura 18. Contenido de Fenoles totales en los diferentes extractos de fresa
irradiada y no irradiada. Se muestran los extractos irradiados (FIE) y no irradiados
(FCE).Prueba de t de student entre los dos tratamientos (*p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.0001).

La cuantificacién de taninos condensados se muestra en la figura 19. Se observa
que el extracto etandlico potencio de mejor manera la recuperacion de estos
compuestos, seguido por el acuoso irradiado y, en dltimo lugar el extracto
aceténico control. La misma variedad cultivada en Oregon, EU y tratadas con
oxigeno mostré un menor contenido de taninos condensados (40 mg EC/100 g)
que las muestras control estudiadas. Lo anterior puede estar relacionado con la

cantidad de luz que pueden recibir en el estado de Oregon y que puede estar
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relacionado también con la activacién de PAL, ya que ésta no es dependiente de
procesos oxidativos, sino mas bien de procesos fotoquimicos (Cheng y Breen,
1991).
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Figura 19. Contenido de Taninos condensados en los diferentes extractos de fresa
irradiada y no irradiada. Se muestran los extractos irradiados (FIE) y no irradiados
(FCE). Prueba de t de student entre los dos tratamientos (*p<0.05, **p<0.01, ***p<
0.0001).

Al evaluar el contenido de fenoles totales mediante ANOVA (cuadro nueve) se
observd el mismo patron de resultados que para antocianinas. Los extractos de
fresas irradiadas presentaron contenido superiores de fenoles totales y taninos
condensados que los de las fresas control. Lo anterior refuerza la teoria de que la
irradiacion UV estimula a la enzima PAL, la cual es limitante para la conversion de
metabolitos secundarios, es decir la activacion de la via del acido Shikimico y
también se responsabiliza a la luz ultravioleta de la activaciéon transcripcional de la
enzima Chalcona deshidrogenasa la cual es la primera enzima para el
metabolismo de los fenilpropanoides los cuales comienzan con la sintesis de

flavonoides en las plantas (Carrasco-Rios, 2009).
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Cuadro 9. Contenido de fenoles totales y taninos condensaos en los
diferentes extractos

Fenoles totales* Taninos condensados**

Muestra

mg EAG/100 g ps mg EC/100 g ps
Acuoso 2537439.16f% 25.3+1.67°
Fresa Etandlico 2924+60.03¢" 49.3+2.17“
control  Metandlico 1884+81.11°8 28.0+0.56°
Acetona 3371425.43° 43.9+2.54°
Acuoso 7501+151.9° 81.1+7.20°
Fresa Etandlico 14008+712.3° 163+14.19°
irradiada g g
conUV Metandlico  4813+178.9 49.9+3.08°
Acetona 5557+362.8° 60.314.24°

Los resultados son expresados como la media + la desviacion estandar de 4 repeticiones.
ps= peso seco de la fresa. *EAG=equivalentes de acido gélico, **EC=equivalentes de
catequina. Las letras mindsculas indican diferencia estadistica significativa (Tukey,
p<0.05).

Otra evaluacion importante en es la capacidad antioxidante, la cual es un indicador
de su actividad bioldgica y posible proteccion a los dafios en la membrana lipidica,
proteinas y ADN. Lo anterior se ha establecido como un importante factor para
desarrollar cancer y como un mecanismo para sensibilizar a estas células en los

tratamientos de radioterapia y quimioterapia

En el caso del contenido de flavonoides, (cuadro 10) se observa un mayor
contenido en las muestras irradiadas, se ve que el disolvente que mejor potencia
estos compuestos es el etanolico. Al comparar estos resultados con otros
estudios en los cuales se ha tratado a la fresa elicitores atmosféricos (nitrégeno,
CO, y Oxigeno) las concentraciones varian entre los 9 y 11mg/g de flavonoides,
los cuales son menores a los obtenidos por nosotros. Por lo cual podriamos

confirmar de manera indirecta que efectivamente la luz ultravioleta incrementa las
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enzimas PAL y CHS, encargadas de la via de acido shikimico y de la via de los

fenil propanoides respectivamente(Mahmood y col., 2012; Creasy 1968).

Cuadro 10. Contenido de flavonoides totales de los diferentes extractos.

Muestra Mg Eq Rutina/g

Fresa control Acuoso 9.03+0.84d
Etanolico 15.85+0.05ab
Metanolico 11.68+1.03c

Acetona 11.73£1.77c
Fresa iluminadacon UV  Acuoso 13.70£1.04bc
Etanolico 17.97+0.63a
Metanolico 13.29+1.10bc
Acetona 15.31+1.30b

Los resultados son expresados como la media * desviacion estandar de 3 réplicas.

Diferentes letras por columna significan una diferencia estadistica.

En cuanto al resultado de la fisetina, podemos observar (Cuadro 11) que el
contenido es semejante al reportado por otros estudios el cual se encuentra en un
promedio de 160 uM/g. También se puede ver que el contenido de este metabolito
esta incrementado en todos los extractos irradiados con luz ultravioleta y que la

mas alta concentracion se obtiene con el extracto etandlico (Maher, 2009).

Cuadro 11. Contenido de fisetina en los diferentes extractos de fresa,
medidas por HPLC

Muestra Fisetina ( uM de EF/g) ‘
Fresa control Agua 81.92+0.05
Etanol 163.09:0.09°
Metanol 85.66+0.08
Acetona 58.51:+0.01°
Fresa Irradiada Agua 183.73+4.57"
Etanol 253.31+0.54°
Metanol 191.66+1.65"
Acetona 106.06+0.08°

Los resultados son expresados como la media + desviacién estandar de 3 réplicas. Diferentes

letras por columna significan una diferencia estadistica. EF= equivalentes de fisetina.
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Cuadro 12. Contenido de Flavonoides totales del extracto libre de solvente

etandélico.
Muestra Flavonoides Totales(EC mg/g) p
Fresa control 455+ 251 < 0.0001
Fresa Irradiada 33.2 £2.63

Los resultados son expresados como la media + desviacion estdndar de 3 réplicas.
Diferentes letras por columna significan una diferencia estadistica. EC= equivalentes de

catequina.

Al comparar el contenido de flavonoides en nuestro extracto libre de solventes se
puede ver que aumenta la concentracion de la flavonoides (un aumento de hasta 3
veces el contenido previo) y sigue siendo mayor el contenido en el extracto
irradiado en comparacion con el control, ademas sucede lo mismo con la

concentracion de fisetina (Cuadro 12 y 13) (Wright y col., 2007).

Cuadro 13. Contenido de fisetina de en los extractos etanélicos libres de

solvente.
Muestra Fisetina (UM de EF/Q) p
Fresa control 233.2+ 0.205 < 0.0001
Fresa Irradiada 286 +1.29

Los resultados son expresados como la media + desviacién estandar de 3 réplicas en
peso seco de extracto de fresa. Diferentes letras por columna significan una diferencia

estadistica. EF= equivalentes de fisetina.

Como se observa en la figura 20 los extractos irradiados presentaron mayor
capacidad antioxidante mediante el método de DPPH,s resultados son mostrados
como su porcentaje de inhibicién (Absorbancia control- absorbancia de la muestra
/absorbancia control x100), como sugiere Orak y col. (2011), se observa que los
resultados son semejantes a los encontrados por Bursack para variedades

Fragria x. ananassa Ducha cultivada en Croacia. El porcentaje de inhibicion puede
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alcanzar hasta un 90%, pues en la mayoria de las muestras (Figura 17) el
porcentaje de inhibicién fue superior al 80% (BursacKovacevi¢ y col., 2009). La
fresa control, presenta resultados similares a los observados para fresa cultivada

en Estados Unidos (capacidad antioxidante de 15 uM/g) (Ozgen y col., 2006).
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Figura 20. Porcentaje de inhibiciéon de los diferentes extractos de fresa por el
método de DPPH. Se muestran los extractos irradiados (FIE) y no irradiados (FCE).

Prueba de t de student entre los dos tratamientos (*p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.0001).

La segunda técnica utilizada para evaluar la capacidad antioxidante fue FRAP
(Figura 21). Los extractos de fresas irradiadas mostraron una capacidad
antioxidante mayor en comparaciéon con las fresas control. Al comparar los
equivalentes de trolox/g reportados para esta variedad de fresa cultivada en los
Estados Unidos se tienen valores de 150-200uM ET/g, por lo cual podemos
concluir que la irradiacion incrementa de manera notable la capacidad antioxidante
de la fresa, ya que el rango de nuestros extractos irradiados oscila entre 220 uM
ET/g por el aumento de los metabolitos secundarios principalmente de los

compuestos fendlicos de este fruto.(BursacKovacevi¢ y col., 2009).
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De igual forma, se calcularon los resultados en porcentajes de reduccion [1-
(abscontrol-abs muestra)/abs muestra x100)], lo cual permite una mejor
apreciacion de la capacidad antioxidante de las muestras (Figura 21). Unicamente
el extracto con acetona no generd quelacion del hierro. Las muestras obtenidas

con fresa irradiada mostraron una mayor capacidad de reduccion férrica.
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Figura 21. Porcentaje de quelacion por el método de FRAP (% de Reduccién del
TPTZ-Fe*®) para los diferentes extractos de fresa. Se muestran los extractos irradiados
(FIE) y no irradiados (FCE). Prueba de t de student entre los dos tratamientos (*p<0.05,
**p<0.01, ***p< 0.0001).

En la figura 22-A, se observa que la respuesta proliferativa es inversamente
proporcional a la concentracion, es decir a mayor concentracion del extracto se
puede ver una tendencia hacia la menor proliferacion celular. Respecto al efecto
sobre la proliferaciébn de células de cancer (Figura 22-B), el extracto de fresa
irradiada en ambas lineas celulares mostr6 mayor efecto antiproliferativo en
comparacién por una post hoc de Tukey, con el extracto de fresa no irradiada. Asi
mismo, se puede ver que la bioactividad para promover efectos antiproliferativos
en ambas lineas de cancer es semejante. Con respecto a la figura 22-C, se
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observdé una mayor letalidad en las células MCF-7, al igual que una mayor
sensibilidad al extracto de fresa por parte de la linea celular de Nb2

independientemente si estaba irradiada o no.

Al comparar nuestros resultados con otro estudio, donde se utiliza fresa elicitada
por un sistema de cultivo probada en células de cancer de mama (MCF-7) reporta
una Clso: 3.37 % 0,21%, lo cual nos sugiere que la luz ultravioleta promueve
mayores efectos no solo al aumentar la biodisponibilidad sino que mejora la

bioactividad de los componentes del extracto de fresa (D’Evoli y Col., 2010).
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Figura 22. Efecto de los extractos de fresa sobre la proliferacion celular en dos lineas de cancer. A) Curva de dosis-respuesta
para 72 hrs de tratamiento con los extractos de fresa en células de cancer. Las células fueron sembradas (3 x 104 células/pocillo) en
placas de 24 pocillos con medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) para las MCF-7 suplementado con 15% de suero fetal
bovino con 1% de antibi6ticos y medio DMEM para Nb2 suplementado con suero de caballo 10%., suero fetal bovino al 10% , 1% de
antibiéticos y 1% de mercaptoetanol por 250 ml .Después de 48 h, el medio fue retirado y se afiadieron las concentraciones de los
extractos de fresa a diferentes concentraciones y un control de albimina (BSA) al 0.5% con medio libre de suero. Después de 72 h,
las células se contaron usando un hemocitémetro. Las letras mindsculas indican diferencias estadisticamente significativas (Dunnett,
P < 0,05) con respecto a los controles en cada caso. B): IC50 para las lineas de células de cancer tratadas con EFC y EFUV. IC50
se calculé por regresion lineal ambos extractos (% extracto/ml de medio). C) LC50 para las lineas de células de cancer tratadas con
EFC y EFUV. IC50 se calcul6 por regresion lineal ambos extractos (% extracto/ml de medio). Las letras mindsculas indican
diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P < 0,05).
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IX. CONCLUSIONES

Por los resultados anteriores, con el presente trabajo se concluye que:

El mejor solvente para extraer los fenoles totales, taninos condensados,
flavonoides totales y fisetina fue el etanol, en una proporcion etanol: agua de 1:1,
es decir a volumenes de 50:50%.

En el caso de antocianinas y capacidad antioxidante el mejor solvente para hacer
la extraccion fue el agua, en una proporcion del 100%.

La irradiaciéon mejor6 el contenido de todos los compuestos fendlicos evaluados
(antocianinas, taninos, fenoles y flavonoides, asi como capacidad antioxidante) en
la fresa.

Al aumentar el contenido de metabolitos secundarios por la irradiacion se observo
un aumento de la capacidad antioxidante asi como su potencial anti proliferativo
de la fresa en células de cancer de mama (MCF-7) y linfoma de rata (Nb2-11). La
irradiacion genera una mayor bioactividad de los compuestos fendlicos
provenientes de la fresa. Es importante notar que en ambos modelos de cancer
en el estudio, el extracto etandlico irradiado mostré necesitar una menor cantidad
de extracto para inhibir la proliferacion celular y por lo tanto una mayor letalidad en
comparacion con el extracto etandlico de fresa sin ser tratada.

79



X. PERSPECTIVAS

Es necesaria la realizacion de futuros estudios para profundizar los mecanismos
de accion de los compuestos fendlicos provenientes de la fresa en sistemas
biolégicos.

Sera necesario hacer énfasis en la determinacion del efecto apoptético asi como
el efecto de la actividad antioxidante que podria generar el incremento de
metabolitos secundarios.
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11.1.1 Curva de equivalentes de acido galico, para determinacidn de fenoles totales
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11.1.2 Curva de equivalentes de acido catequina, para determinacién de taninos condensados
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11.1.3 Curva de equivalentes de Rutina, para método de flavonoides totales
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11.1.4 Curva de equivalente de Trolox, para método de FRAP
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11.1.5 Curva de equivalente de Trolox, para método de DPPH.
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11.2. Curva de HPLC para fisetina

Curva de fisetina en HPLC
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