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RESUMEN 

 

El cáncer de colon es una de las neoplasias más prevalentes, representando la 

cuarta causa de muerte por tumores malignos en México. La etiología del cáncer de 

colon es compleja; incluye factores genéticos y ambientales, siendo la dieta, a través 

del consumo de frutas y verduras, un factor de prevención. El garambullo es un fruto 

poco estudiado y subutilizado, que posee gran cantidad de compuestos bioactivos, 

al cual no se ha elucidado su posible papel en la prevención de cáncer. Por lo tanto, 

el objetivo de este proyecto fue caracterizar las propiedades nutracéuticas del 

garambullo y evaluar su efecto quimiopreventivo, así como el de su residuo, sobre 

el estadio temprano de cáncer de colon inducido químicamente in vivo.  

Se llevó a cabo la caracterización fenólica y capacidad antioxidante del fruto y de 

su residuo, obteniendo una concentración de compuestos fenólicos totales de 958.7 

 26 mg equivalentes de ácido gálico/100g y 397.1  13 mg equivalentes de 

catequina/100g para flavonoides totales. Se realizó el análisis de capacidad 

antioxidante por 4 técnicas diferentes, donde el ensayo ORAC obtuvo el mayor valor 

con 140.5 5.0 mol Eq/Trolox/g. Así mismo, se llevó a cabo el experimento in vivo, 

con una duración de 16 semanas donde se evaluó el efecto del garambullo y su 

residuo en ratas macho Sprague-Dawley inducidas con azoximetano + dextrán 

sulfato de sodio (AOM+DSS). El tratamiento con garambullo(G) y su residuo (R) 

disminuyeron de forma significativa el desarrollo de fosas crípticas aberrantes en el 

colon distal de las ratas inducidas con AOM+DSS (1.08  0.7 y 2.08  0.8 vs 9.7  

1.2) así como su multiplicidad (criptas por foco) reduciendo el daño del epitelio 

colónico y presentando menor actividad de la enzima β-glucoronidasa, esto, al 

comparar los grupos tratados con el grupo AOM+DSS. No se observaron diferencias 

en las concentraciones de AGCC entre los grupos. Los resultados sugieren que el 

garambullo es un fruto rico en fitoquímicos capaz de inhibir el desarrollo de lesiones 

preneoplásicas como lo son las FCA en un modelo in vivo. 

Palabras clave: Garambullo, quimioprevención, polifenoles  
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ABSTRACT 

 

Colon cancer is one of the most prevalent neoplasms, representing the fourth cause 

of death from malignant tumors in Mexico. The etiology of colon cancer is complex; 

it includes genetic and environmental factors. Diet, particulary the consumption of 

fruits and vegetables, is a prevention factor. Garambullo is a understudied and 

underutilized fruit, which has a large quantity of bioactive compounds, and its 

possible role in cancer prevention has not been elucidated. Therefore, the objective 

of this project was to characterize the nutraceutical properties of garambullo and 

evaluate its chemopreventive effect, as well as that of its residue, on the early stage 

of chemically induced colon cancer in vivo. The phenolic characterization and 

antioxidant capacity of the fruit and its residue were carried out, obtaining a 

concentration of total phenolic compounds of 958.7  26 mg equivalents of gallic 

acid/100 g and 397.1  13 mg equivalents of catechin/100 g for total flavonoids. The 

antioxidant capacity analysis was performed by 4 different techniques, where the 

ORAC assay obtained the highest value with 140.5 5.0 mol Eq/Trolox/g. Likewise, 

the in vivo experiment was carried out, with 16 weeks duration where the effect of 

garambullo and its residue was evaluated in male Sprague-Dawley rats induced with 

azoxymethane + dextran sodium sulfate (AOM+DSS). Treatment with garambullo 

(G) and its residue (R) significantly decreased the development of aberrant crypt foci 

in the distal colon of rats induced with AOM+DSS (1.08  0.7 y 2.08  0.8 vs 9.7  

1.2) as well as their multiplicity (crypts per focus) reducing the damage of the colonic 

epithelium and presenting lower activity of the β-glucuronidase enzyme, this, when 

comparing the treated groups with the AOM+DSS group. No differences were 

observed in the concentrations of SCFA between the groups. The results suggest 

that garambullo is a fruit rich in phytochemicals capable of inhibiting the development 

of preneoplastic lesions such as FCA in an in vivo model 

Key words: Garambullo, chemoprevention, polyphenols  
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INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer es una enfermedad crónico-degenerativa que se caracteriza por células 

anormales que se multiplican sin control y pueden invadir los tejidos cercanos, 

actualmente, es la segunda causa de muerte en el mundo. Específicamente el 

cáncer de colon es el tercer tipo de cáncer más frecuente en el mundo, es la 

segunda causa de muertes relacionadas con esta enfermedad a nivel mundial, 

representando el 10% de todos los casos de cáncer (Organización Mundial de la 

Salud, 2023).En el año 2012 se reportaron 1,360,802 nuevos casos en el mundo, 

siendo el tercer cáncer más frecuente en hombres y mujeres (Stewart et al. 2014). 

El proceso de carcinogénesis colorectal implica una serie de alteraciones en genes 

supresores de tumores y en oncogenes dando lugar a una proliferación 

descontrolada que resulta en un adenocarcinoma. Se caracteriza por 4 etapas: 

iniciación, promoción, progresión y metástasis. Las fosas crípticas aberrantes (FCA) 

son lesiones precursoras de adenomas y carcinomas, que como principales 

características presentan paredes con un aumento de grosor y así como un 

aumento en el área pericriptal. Son consideradas como el estándar de oro de los 

biomarcadores de carcinogénesis del colon y han sido extensamente utilizadas para 

la identificación de potenciales agentes quimioprotectores (León & Sáenz, 2007). 

La prevención del desarrollo de la carcinogénesis colónica ha sido asociada al 

consumo de fitoquímicos, que son compuestos bioactivos encontrados 

naturalmente en plantas. Éstos han recibido atención en la mejora de la salud 

general y específicamente para la prevención del cáncer de colon, ya que han 

demostrado tener la habilidad de detener el crecimiento de las células cancerosas 

a través de la modulación de genes y proteínas involucrados en el desarrollo del 

tumor (Slattery et al. 2004). En este contexto, existe un fruto endémico de México 

que se ha determinado que cuenta con una amplia variedad de fitoquímicos, de tal 

forma que podría ser un candidato prometedor en la quimioprevención del cáncer 

de colon. Este fruto es el garambullo (Myrtillocactus geometrizans): el cual se cultiva 
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predominantemente en los estados de Querétaro, Guanajuato, San Luis Potosí e 

Hidalgo, comercializado casi en su totalidad por comunidades indígenas y locales 

que no han extendido el comercio y sus beneficios del fruto (Hernández-López et 

al. 2008). 

Una de las características más importantes del garambullo es su pigmentación color 

magenta, la cual se debe principalmente a la presencia de fitoquímicos conocidos 

como betalaínas (Hernández-López et al. 2008). Otros compuestos encontrados en 

el fruto del garambullo son la clorofila, carotenoides, diversos compuestos fenólicos, 

vitaminas y fibra dietética, todos ellos con importantes actividades biológicas. Por 

ello, el fruto del garambullo es un recurso con gran potencial que no ha sido 

adecuadamente explotado ni estudiado más allá de unas cuantas moléculas de 

interés industrial y alimentario.  
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1 REVISIÓN DE LA LITERATURA 
 

Cáncer 
 

1.1.1 Definición 
 

 

El cáncer es una enfermedad crónico-degenerativa que se caracteriza por poseer 

células anormales que se multiplican sin control y pueden invadir los tejidos 

cercanos. Las células de cáncer también se pueden diseminar hasta otras partes 

del cuerpo a través del torrente sanguíneo y el sistema linfático como parte del 

proceso de metástasis (American Cáncer Society, 2019). 

 

La palabra cáncer es un término muy amplio que abarca más de 200 tipos de 

tumores malignos, cada uno de ellos posee características particulares que en 

algunos casos son completamente diferentes al resto de otros cánceres, pudiendo 

considerarse enfermedades independientes, con sus causas, evolución y 

tratamiento específico (OMS, 2018). 

 

1.1.2 Estadísticas del cáncer de colon en México y en el mundo 

 

 

El cáncer es la segunda causa de muerte en el mundo. En el 2015 ocasionó 8.8 

millones de defunciones, cerca del 70% de estas muertes por cáncer se registraron 

en países de ingresos medios y bajos. Según las estimaciones, el costo estimado 

para el año 2020 en el sistema de salud superará los 17 billones de dólares tan sólo 

en Estados Unidos (OMS, 2020). 

 

El cáncer colorrectal ocupa el tercer sitio en cuanto a mayor número de 

fallecimientos, después del pulmonar y el hepático (OMS datos y cifras 2020). En el 

año 2012 se reportaron 1,360,802 nuevos casos en el mundo, siendo el tercer 
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cáncer más frecuente en hombres y mujeres (Stewart et al. 2014). La incidencia del 

cáncer de colon es muy variable entre las diferentes regiones del mundo. La menor 

incidencia (<10 por 10,000 habitantes) se encuentra en los países en vías de 

desarrollo de Asia y África. La mayor incidencia se encuentra en América del Norte, 

Australia y Nueva Zelanda (30-50 por 10,000 habitantes).  

 

En México, es el cuarto cáncer más frecuente, responsable de 70,000 muertes al 

año (INSP, 2018). La incidencia del cáncer de colon en poblaciones que emigran de 

un país de baja incidencia a un país con elevada incidencia, alcanza la del país de 

acogida en una generación, lo que indica la intervención de factores ambientales 

(Tournigand & Carbonnel, 2004).  

 

1.1.3 Etiología del cáncer de colon; factores genéticos y ambientales 
 

 

Alrededor del 80% de los casos de cáncer de colon surge espontáneamente en la 

población, el otro 20% aparece en pacientes que tienen una historia familiar lo cual 

sugiere la presencia de una causa genética en combinación con la exposición a 

factores ambientales (Casimiro, 2002). 

 

La mayoría de los cánceres de colon son casos esporádicos resultado de 

mutaciones somáticas, cuya incidencia aumenta después de los 50 años sin 

síndromes genéticos preexistentes. Estos cánceres pueden aparecer en un 

contexto familiar en el 10% de los casos (Pointet & Taieb, 2017).  

 

La poliposis adenomatosa familiar y el cáncer colorrectal hereditario sin poliposis 

(síndrome de Lynch) representan las formas más caracterizadas de cáncer de colon 

hereditario (Tournigand & Carbonnel, 2004). La formación de pólipos en la población 

general puede explicarse por la presencia de genes dominantes comunes que 

tienen un impacto variable en diferentes situaciones ambientales (Lim, 2018). 
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Los factores ambientales implicados en la carcinogénesis colorrectal pueden 

dividirse en 2: aquellos que se asocian a un aumento del riesgo y los que promueven 

una disminución del mismo. El exceso calórico, consumo excesivo de alcohol, ser 

fumador de tabaco, la obesidad, comidas frecuentes, picoteo, el exceso de carnes 

grasas rojas, el consumo de cereales refinados, exceso de hierro y sacarosa, uso 

de laxantes y de estrógenos posmenopáusicos son  factores asociados a un 

aumento del riesgo; mientras que los que pudieran disminuirlo son el consumo de 

legumbres, sobre todo de crucíferas, fibra, calcio y productos lácteos fermentados, 

folatos, y vitaminas antioxidantes (Tournigand & Carbonnel, 2004; Hano-García et 

al. 2011). 

 

Morfología y función del colon sano 

 

El intestino grueso tiene una longitud de metro y medio con 6 cm aproximadamente 

de diámetro, el cual se extiende desde el ciego hasta el ano. El esfínter ileocecal 

separa al íleon (porción terminal del intestino delgado) del ciego, que es la primera 

porción del colon. En el extremo del ciego se encuentra el apéndice vermiforme, 

esto en el plexo derecho del abdomen. Después del ciego sigue el colon ascendente 

(que asciende hasta zonas próximas al diafragma) que al girar 90 grados se 

convierte en el colon transverso que corre paralelo al eje del diafragma y gira 90 

grados hacia abajo para constituir el colon descendente y la altura de la cresta iliaca 

comienza a denominarse colon sigmoide para terminar con el recto en el cual los 

últimos tres centímetros constituyen el ano (García-Compeán & Maldonado-Garza, 

2017).  

 

El colon está constituido por 4 túnicas superpuestas que son: serosa, muscular, 

submucosa y mucosa (Calderón-Lozano & García-Compeán, 1990). El epitelio 

intestinal está compuesto por una monocapa de células epiteliales especializadas y 

polarizadas que se renueva continuamente cada 3 a 5 días. Las células epiteliales 
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intestinales pluripotentes residen en la base de las criptas (criptas de Lieberkuhn) y 

generan células que migran hacia la punta de la vellosidad donde tiene lugar la 

diferenciación final. La mayoría de las células de la monocapa son enterocitos (80%) 

pero también están presentes otro tipo de células como las células de Goblet; 

especializadas en la secreción de moco, células de Paneth (defensinas), células 

enterocromafines de hormonas y neuropéptidos y las células M especializadas en 

la captación de antígenos de la luz intestinal (Salvo-Romero et al. 2015). 

 

La mayor parte de la absorción intestinal ocurre en el intestino delgado, y cuando el 

quimo alcanza el íleon, el proceso prácticamente se ha completado, por lo que se 

puede decir que el material que pasará al intestino grueso está formado por agua, 

sustancias no digeribles como la celulosa y bacterias (Mahadevan, 2020). Las 

funciones del colon incluyen almacenamiento, fermentación, absorción, secreción y 

motilidad. La respuesta motora gastrointestinal a la comida es dual, es decir, con 

afectación gástrica y cerebral, donde los mecanismos neuro-hormonales del 

sistema nervioso central y endócrino son los responsables de estas respuestas 

(Erdogan & Yeh-Lee, 2020).  

 

Proceso de carcinogénesis de colon  

 

Los ensayos epidemiológicos y clínicos han demostrado que el 80% de los cánceres 

de colon se desarrolla según la secuencia pólipo-adenoma-cáncer y el 20% se 

desarrolla de novo (Pointet & Taieb, 2017). Los datos que sugieren que la mayoría 

de los cánceres de colon se desarrollan a partir de pólipos benignos infieren que 

hay una progresión ordenada desde mucosa normal a mucosa hiperproliferativa, a 

pólipos pequeños con pequeño potencial maligno, a pólipos más grandes con 

displasia, a células transformadas, pero no invasivas que constituyen el carcinoma 

in situ, a tumores invasivos pero no mestastásicos, y finalmente a tumores 

metastásicos, de tal forma que los pólipos que presentan una mayor predisposición 

a la transformación maligna son los adenomas vellosos (Casimiro, 2002). Por otra 
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parte, las fosas crípticas aberrantes han surgido como las lesiones precursoras de 

adenomas colorrectales, es decir, un paso anterior a la formación del pólipo. Si la 

fosa críptica aberrante mide >9 mm2 y está elevada >2 mm sobre la mucosa las 

lesiones ya se consideran pólipos. Los pólipos tienen el potencial de convertirse en 

adenocarcinomas y tumores con diferentes características según la etapa del 

cáncer (Schoen et al. 2008; León et al. 2007). 

 

1.1.4 Etapas del cáncer de colon 

 

La etapa I se define como el tumor que invade la musculatura propia del colon. En 

estos tumores no se recomienda la quimioterapia adyuvante, ya que la 

supervivencia general (SG) a los 5 años solo con cirugía es de 85-95% (Lecomte et 

al. 2018; Cutsem et al. 2016). 

 

La etapa II se define como el tumor que invade los órganos adyacentes, pero sin 

afectación nodal. El cáncer de colon en este estadio cubre a un grupo muy 

heterogéneo de pacientes, donde la supervivencia a 5 años varía entre el 58.4% 

para la enfermedad en estadio IIc (invasión de órganos adyacentes) y el 87.5% para 

la enfermedad en estadio IIa (Gunderson et al., 2010). 

 

El cáncer de colon en estadio III, se caracteriza por la propagación hasta órganos y 

tejidos distantes. Con más frecuencia, el cáncer de colon se propaga al hígado, 

aunque también se puede propagar a otras partes del cuerpo, como pulmones, 

cerebro, peritoneo o ganglios linfáticos distantes (American Cancer Society, 2018). 

 

1.1.5 Fosas crípticas aberrantes (FCA) 

 

Los focos de criptas aberrantes fueron identificados inicialmente en colon de ratones 

tratados con azoximetano, un carcinógeno específico de colon (Bird, 1987). 
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Después de 4 años de su primera descripción en ratones, Pretlow et al. (1994) los 

describirían en colon y recto de seres humanos (Zamorano et al., 2008). 

 

Se sabe que en sujetos normales menores de 40 años la prevalencia de FCA es 

muy baja, sin embargo, los mayores que 50 años muestran una prevalencia de 

53.6%. Los pacientes menores de 40 años con adenomas muestran una prevalencia 

de 75% y los mayores de 60 un 90.2%, presentándose en un 100% en aquellos 

pacientes con cáncer de colon (Takayama et al., 1998).  

 

Estas FCA pueden ser identificadas al teñir la mucosa con azul de metileno al 0.2% 

donde pueden ser visualizadas al microscopio; sin embargo, existen otras tinciones 

para su visualización como lo es la hematoxilina y eosina, que permite la 

visualización en el lumen de la cripta y que contrasta con la tinción de los núcleos 

epiteliales de la cripta, es decir, muestra una apariencia de rosquillas azules 

apretadas con agujeros blancos centrales. Por lo general las FCA tienen diámetros 

de cripta dilatados, con luces serradas o con forma de hendidura (en vez de 

redondas) (Redson, 2001). Estudios histopatológicos confirman que hay dos tipos 

de FCA: hiperplásicas o displásicas, éstas últimas análogas a microadenomas 

característicos en pacientes con poliposis adenomatosa familiar. Las FCA 

displásicas están universalmente acompañadas por mutaciones en el gen APC 

(adenomatous polyposis coli) (Sanabria et al. 2012). Otras alteraciones genéticas 

descritas en estas lesiones son la mutación de K-RAS en un 73% de los casos, en 

el gen BRAF, la expresión citoplásmica y nuclear de -catenina (54% de los casos), 

expresión aumentada del antígeno carcino-embrionario (en 93% de los casos) el 

cual aumenta en función del tamaño de la FCA, expresión de P-cadherina la cual 

en epitelio colónico normal no se expresa pero en las FCA se encuentra en un 65% 

independientemente del grado de displasia. También se ha reportado la expresión 

aumentada de la proteína telomerasa hTERT (en el 30% de las FCA) la cual tiene 

una relación directa con los mecanismos que contribuyen a la inmortalidad de 

células tumorales mediante la actividad de la telomerasa, resaltando que en pólipos 
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y todos los carcinomas muestran sobreexpresión de hTERT (en un 65%) sugiriendo 

que la actividad aumentada de telomerasa tiene un rol en la progresión de FCA a 

cáncer. También se ha reportado que en el 54% de las FCA hay metilación de genes 

reparadores de ADN como lo son p16, mgmt, hmmh1, mint 31, mint 2 y mint 1.  No 

han sido detectadas las mutaciones de TP53 (Tumor protein p53) en lesiones de 

FCA ya que se cree que es un evento tardío en el proceso de carcinogénesis 

(Verguese et al. 2005; Rasheed et al. 2007; Zamorano et al. 2008; Schoen et al. 

2008; Gupta et al. 2016; Almet et al. 2019).  

 

La expresión de iNOS (óxido nítrico sintetasa) en FCA está disminuida en un 50%, 

al igual que en carcinomas de colon, excepto en mucosa colónica normal donde hay 

una importante expresión de ella (Bounaama et al., 2012). 

 

Existe evidencia de que las FCA especialmente las que presentan displasia, 

representan un cambio morfológico temprano en la mucosa colorrectal dentro del 

proceso de carcinogénesis y ha sido ampliamente aceptado como lesión precursora 

de cáncer de colon desde el punto de vista morfológico, histológico, biológico y 

genético. La aplicación clínica más importante de las FCA es como lesión blanco 

para quimioprevención, ya que hasta ahora la lesión susceptible de 

quimioprevención ha sido el pólipo. Sin embargo, éstos son lesiones grandes para 

ser erradicadas, además de que la evaluación de los efectos quimiopreventivos en 

ellos requiere un periodo largo de tiempo (León & Sáenz 2007). 

 

Por todo lo anterior se puede decir que las FCA constituyen las lesiones más 

apropiadas para actuar en forma profiláctica debido a que son las lesiones 

detectables más pequeñas en forma precoz con una alteración genética simple 

(mutación de K-RAS) (Agner et al. 2005). 

 

1.1.6 -glucoronidasa 
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La glucoronidación es una de las formas más útiles de conjugación observadas en 

los mecanismos de desintoxicación. En el intestino, los conjugados glucorónidos 

pueden ser hidrolizados por -glucoronidasas bacterianas, enzimas glicosil 

hidrolasas que catalizan la escisión del ácido glucorónico terminal, hidrolizando así 

conjugados y generando sustancias tóxicas, por lo que ha sido considerada como 

una enzima clave para la activación de promotores carcinógenos como lo es el AOM 

en el lumen colónico. La liberación de productos OH-N podría conducir 

potencialmente a mutagenicidad a través de la interacción con las células epiteliales 

del colon, es por esto, que la actividad de esta enzima se ha visto incrementada en 

contenido colónico de animales expuestos a carcinógenos como el DMH y AOM 

(Nalini et al., 1996; Zhang et al., 2019) 

 

Modelo genético molecular del cáncer de colon 

 

El cáncer de colon se desarrolla a través de etapas definidas que van desde 

lesiones en las criptas del colon a adenomas que producen cáncer. Esta secuencia 

adenoma-carcinoma se caracteriza por la acumulación de mutaciones múltiples en 

genes supresores de tumores y oncogenes que afectan el equilibrio entre la 

proliferación celular y apoptosis (Cruz-Bustillo, 2004; Martin de Civetta & Civetta, 

2011). La mutación más frecuente es la del gen APC asociado a inestabilidad 

cromosómica, el cual actúa como controlador de proliferación manteniendo un 

equilibrio entre la división y apoptosis celular. También se ha descrito que entre el 

10-15% de los cánceres de colon se producen debido a inestabilidad de 

microsatélites. En etapas tempranas del cáncer de colon la sobreexpresión de las 

ciclo-oxigenasas COX1 y COX2 se ha relacionado con una disminución de E-

cadherina, lo que produce un aumento de la proliferación celular (D´Ottavio et al. 

2014). Siguiendo a la mutación de APC, se encuentra la mutación en k-ras, un 

oncogen con actividad GTPasa que al mutar se mantiene activo induciendo la 

proliferación celular (Juárez-Vázquez & Rosales-Reynoso, 2014). El receptor para 

el factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR) ha sido asociado a cáncer de 
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colon, donde ser observan mutaciones en un 30 a 85% de los casos lo cual se 

relaciona a una disminución en la sobrevida ya que favorece la proliferación, 

angiogénesis y metástasis. Otro de los genes asociados a cáncer de colon es el 

DCC (Deleted in colon cancer), el cual es un receptor transmembranal. Las 

mutaciones en el gen supresor de tumores TP53 se observa en un 70% en etapas 

tardías del carcinoma, siendo poco frecuente en adenomas (Passalacqua et al. 

2010). 

En la Figura 1 se puede observar la secuencia pólipo-adenoma-carcinoma y las 

alteraciones moleculares involucradas en el cáncer de colon que van a dar lugar a 

una proliferación descontrolada de células malignas. 

 

 

Figura 1. Proceso de carcinogénesis colorrectal.  

Adaptado de Afrin et al. (2020). 

 

1.1.7 Proliferación celular 
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La proliferación celular implica la división mitótica de una célula, luego de la 

duplicación de su material genético, para dar origen a dos células que, normalmente 

son idénticas a la progenitora, de tal forma que el aumento en el número de células 

de un determinado tejido es inherente a la proliferación (Canepa, 2007). Algunos de 

los genes y proteínas que participan en la proliferación de los colonocitos y su 

alteración para dar pie al cáncer de colon son los siguientes.  

 

Como ya se mencionó el gen APC que codifica a la proteína apc es uno de los genes 

alterados en cáncer de colon y es componente de la vía de señalización de Wnt 

(Aghabozorgi et al. 2019). Se ha demostrado que la vía Wnt es esencial para 

mantener el comportamiento de las células madre en las criptas intestinales las 

cuales cuando se exponen a determinados factores de crecimiento y citosinas 

generan progenitores que proliferan transitoriamente y después se retiran del ciclo 

celular para finalmente diferenciarse (Cruz-Bustillo, 2004). La proteína Apc juega un 

rol sustancial en la regulación de la vía de señalización Wnt. En condiciones 

normales Apc formará un complejo con -catenina, axina, GSK 3 (glucógeno 

sintasa cinasa) y otras proteínas, la axina contiene sitios de unión para los 

componentes esenciales de la degradación de -catenina y la GSK 3 lleva a cabo 

la fosforilación de -catenina en sus residuos serina y treonina, siendo un marcaje 

para su degradación proteolítica por ubiquitinación (Caliceti et al. 2014). Cuando 

Wnt se une a los receptores Frizzled y LRP conduce a la inhibición del complejo 

destructor, permitiendo la señalización de -catenina. Wnt permite la acumulación 

de -catenina y su traslocación al núcleo donde se une a varios factores de 

transcripción por ejemplo al factor celular T (TCF) y LEF-1 siendo así clave en la 

proliferación celular (Figura 2). En condiciones fisiológicas la actividad de -catenina 

está estrictamente controlada, sin embargo, si se presenta alguna alteración en esta 

vía como lo es la mutación de apc, se vuelve constitutiva la señal de proliferación 

(Yang et al. 2014) 



 

 

23  

 

 

 

Figura 2. Vía de señalización Wnt.  

Adaptado de Yang et al. (2014). 

 

1.1.8 Ciclo celular 

El ciclo celular es la base para la reproducción de los organismos, su función 

principal es originar nuevas células asegurándose que el proceso se realice en 

forma debida y con la regulación adecuada. Consta de 2 grandes fases: mitosis o 

fase M y la interfase que consta de G1, S y G2 (Novák et al. 2018) 

El ciclo celular está controlado principalmente por las cinasas dependientes de 

ciclina (CDK) cuyas actividades oscilantes se determinan al unirse a los 

coactivadores de la ciclina. Las ciclinas exhiben cambios dinámicos a medida que 

las células pasan a través del ciclo celular. La acumulación secuencial y 
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cronometrada, así como la degradación de las ciclinas y de otras proteínas imponen 

el orden en el ciclo celular y contribuyen al mantenimiento del genoma (Kernan et 

al., 2018). La precisión de estos procesos es mantenida por 3 puntos de control que 

identifican errores y detienen el progreso hasta que se resuelvan dichos errores 

(Branzei et al. 2008). 

La fase G1 sigue a la citocinesis y precede a la fase S. Cabe resaltar que en esta 

fase la carga genética es diploide (2n) (Sidorova & Breeden, 2003). En esta fase del 

ciclo, ante estímulos de mitógenos existe un aumento de la masa celular, síntesis 

de proteínas y de ARN con una duración aproximada de 5-6 horas (Massagué, 

2004). Las proteínas que se sintetizan en esta fase son la ciclina D, que promueve 

la activación de CDK 4 y 6. Los complejos ciclina D-CDK 4/6 catalizan la fosforilación 

de Rb, proteína que en su estado hipofosforilado se une e inhibe a E2F, una familia 

de factores de transcripción que se compone de 8 miembros (E2F 1-8) (Lagunas-

Cruz et al. 2014). La producción consecuente de ciclina E promueve la formación 

del complejo ciclina E-CDK2 que fosforila a Rb (en 14 sitios) y como consecuencia 

E2F se disocia de Rb, lo que lleva a la transcripción de genes necesarios para la 

progresión a la fase S incluido el gen de la ciclina E (CCNE), ciclina A y c-Myc 

(Bonelli et al. 2019). 

Una amenaza importante para la integridad del genoma es el daño al ADN, si se 

produce dicho daño en la fase G1, debe detectarse y deben iniciarse reparaciones 

y mientras tanto debe bloquearse la progresión a la fase S. El mecanismo de 

vigilancia del daño del ADN consiste en proteínas que responden ante roturas de 

cadena sencilla y doble en el ADN, las cuales inducen un aumento en la actividad 

del factor de transcripción p53 que regula la expresión de enzimas reparadoras, y 

de la proteína p21 que inhibe a las cinasas dependientes de ciclina E y D evitando 

el paso a través del punto de restricción (Yang et al. 2017). El punto de restricción 

es un interruptor que activa los factores de transcripción E2F que como ya se 

mencionó, regulan positivamente la expresión de proteínas necesarias para la 

replicación del ADN (Yao, 2014). En la fase G1 se encuentra el primer punto de 
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control: G1/S cuya función es mantener la degradación de ciclina A, manteniendo el 

complejo ciclina A/Cdk 2 bajo y que no pueda iniciar la replicación del ADN, esto 

hasta que el interruptor del punto de restricción ayude a elevar el punto de control 

/G1/S) al inducir la síntesis de ciclina A y de Emi1 (inhibidor de Cdh1:APC/C factor 

promotor de anafase/ ciclosoma que ubiquitina a Ciclina A para su degradación en 

el proteosoma) (Miller et al. 2006). El hecho de tener dos interruptores (punto de 

restricción y punto de control G1/S) crea una ventana de tiempo para evaluar el 

ambiente favorable y nutricional para posteriormente activar la replicación del ADN 

(Cappell et al. 2016). 

Las células entran de la fase G1 a S en respuesta a la expresión de ciclinas tipo D 

inducidas por las vías de señalización de factores de crecimiento, como ya se 

explicó. En la fase S se produce la replicación del ADN. Esta fase transcurre a lo 

largo de 10-12 horas y es controlada por los complejos ciclina E-CDK2 seguido por  

ciclina A/CDK2 (Cruz-Bustillo et al. 2004). Además, durante la fase S las ciclinas 

mitóticas se transcriben y traducen por lo que la actividad de CDK sigue 

aumentando y las células transitan hacia G2. Aunque no hay un punto definido para 

la finalización de la fase S, se considera que la finalización de la síntesis de ADN 

marca el comienzo de G2, aunque recientemente se ha reportado que las regiones 

de replicación tardía aún se están replicando durante G2 (Irony-Tur & Kerem, 2017). 

En la fase G2 va a continuar la síntesis de proteínas y de ARN, también se le conoce 

como la segunda fase de crecimiento y tiene una duración de 3-4 horas y se tiene 

ya una carga genética haploide (Gao et al. 2017). La decisión de cuándo ingresar a 

la mitosis depende del aumento continuo de ciclina A, la disminución de la actividad 

de las cinasas similares a WEE1 (por parte de CDK) y el aumento de la actividad de 

la fosfatasa CdDC25 (cuya función es contrarrestar la fosforilación de CDK 

dependiente de WEE1). Una vez que las CDK interactúan con otras cinasas 

mitóticas y se satisfacen las demandas del tercer punto de control, la mitosis puede 

comenzar (Hustedt & Durocher, 2016). 
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Es importante mencionar que en el tercer punto de control se evalúa si se ha 

replicado adecuadamente el ADN, el tamaño de la célula, además, si el ADN ha 

sufrido algún daño previo el estrés genotóxico activa los sistemas ATM/ATR 

conduciendo a la fosforilación y activación de las cinasas CHK1 y CHK2 seguido de 

la fosforilación de Cdc25C, la cual detiene la entrada a la mitosis cuando se retiene 

en el citoplasma por la proteína 14-3-3 que inhibe su acción sobre el complejo de 

Cilina B/CDK1 (Wakida et al. 2017). Entonces, si hay daño y se activa el sistema 

ATM/ATR éste activa a p53 que va a contribuir a mantener a las células en G2. 

También se puede observar el efecto de p21 que va a reducir la fosforilación de Rb 

y evita que E2F se libere para mediar la expresión de ciclina B/CDK1 o incluso p21 

puede unirse directamente a este complejo para bloquear la entrada a la mitosis 

(Barr et al. 2011; Imoto & Okada 2019). 

La fase M (mitosis) se subdivide en profase, metafase, anafase, telofase y 

citocinesis con una duración aproximada de 30 minutos. En la profase los 

cromosomas ya replicados se condensan y son liberados en el citoplasma, ya 

desintegrada la membrada nuclear y posterior a esto se forma el huso mitótico 

(Mochida et al. 2016). Durante la metafase los pares de cromátidas hermanas se 

separan y son conducidas a los polos opuestos del huso. En este punto se 

encuentra otro punto de control (Dick  & Gerlich, 2013). Si los cinetócoros no están 

orientados se crea un complejo mitótico de control (MCC) que es un potente 

inhibidor de APC/C en asociación con Cdc20 (los cuales tienen la función de 

poliubiquitinar securina y ciclina B promoviendo su proteólisis). El punto de control 

de la metafase se impone cuando se produce MCC y se inhibe Cdc20: APC/C, una 

vez que se repara el error y los cromosomas están bio-orientados la producción de 

CCM se interrumpe, sin embargo, la célula tarda un tiempo en deshacerse de MCC 

y activar el Cdc20:APC/C, suceso que abre la puerta a la anafase (Novák et al. 

2018). En la anafase, los cinetócoros se separan y permiten que cada cromátida 

sea arrastrada hacia un polo del huso. En la telofase los cromosomas hijos 

separados llegan a los polos y los microtúbulos del cinetocoro desaparecen, 
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posterior a esto los microtúbulos se alargan y forman la envoltura nuclear. Por 

último, en la citocinesis el citoplasma se divide por medio de la segmentación, donde 

ocurre una reorganización de los microtúbulos del citoesqueleto, ya que la partición 

en 2 células se va a dar por movimientos contráctiles provocados por la actina y 

miosina (Terasawa et al. 2014).  

1.1.9 Apoptosis 

Las células de un organismo no viven indefinidamente, se calcula que el cuerpo 

humano produce y erradica cada día millones de células, el recambio celular es 

necesario para la homeostasis entre la proliferación y la muerte (Lizarbe-Iracheta, 

2007). La apoptosis es una forma muy frecuente de muerte celular programada que 

va a eliminar las células no deseadas o dañadas para regular la homeostasis de los 

tejidos. Por consecuencia cuando este proceso sufre alteraciones, puede causar 

enfermedades como el cáncer, enfermedades autoinmunes o enfermedades 

neurodegenerativas. La apoptosis se puede iniciar o activar por dos vías de 

señalización: la vía extrínseca y la intrínseca (Singh et al. 2019) 

La vía extrínseca es iniciada por estímulos externos a las células, donde un ligando 

de muerte, por ejemplo, FasL o TNF (Factor de necrosis tumoral ) se unen a sus 

receptores en la membrana celular y atraen a la procaspasa-8, la cual se activa por 

autoproteólisis y a su vez activa a Bid (proteína pro-apoptótica de la familia de Bcl-

2, del tipo solo BH-3) la cual tiene la capacidad de generar el poro de transición de 

la permeabilidad mitocondrial y converger con la vía intrínseca (Ichm & Tait, 2016). 

La vía intrínseca es activada por estímulos internos como el estrés 

metabólico,hipóxico o del retículo endoplasmático. Estos estímulos internos 

promueven la activación de caspasas (endoproteasas dependientes de cisteína que 

catalizan los enlaces peptídicos) y miembros pro-apoptóticos de la familia Bcl-2 que 

conducen a la permeabilización de la membrana externa de la mitocondria (PTPM) 

a través de los canales (Grilo & Mantalaris, 2019). Se cree que Bax y Bak (proteínas 
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pro-apoptóticas de la familia Bcl-2) forman oligómeros que cruzan por el PTPM el 

cual permeabiliza la membrana externa de la mitocondria (Abate et al. 2019) 

La liberación del citocromo C de la mitocondria hacia el citosol, es uno de los 

eventos clave en la apoptosis. Durante la permeabilización de la membrana externa 

de la mitocondria, la membrana interna se vuelve permeable formando el PTPM, 

que permite la salida a moléculas como el citocromo C, y moléculas como 

Smac/Diablo, endonucleasa G o el factor inductor de apoptosis (AIF), además de 

generar un flujo de calcio y liberación especies reactivas de oxígeno (ERO’s) (Lin et 

al. 2020). Bax activa a Smac/DIABLO quien inhibe la actividad antiapoptótica de 

XIAP (proteína inhibidora de apoptosis ligada a X). La salida del citocromo C al 

citoplasma induce la formación del apoptosoma, un complejo proteico formado por 

el mismo citocromo C, Apaf-1 y por último siete unidades de caspasa 9 (proceso 

dependiente de ATP) (Burke, 2017). Posterior a esto la procaspasa-9 activada 

(caspasa-9) rompe el prodominio de las caspasas efectoras: -3, -6 y -7 activándolas, 

las cuales efectuarán los últimos pasos de la muerte celular. 

 

Figura 3. Esquema de la vía intrínseca y extrínseca de la apoptosis.  

Adaptado de Lin et al. 2020. 
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1.1.10 Reparación del ADN  

 

A lo largo de la vida, el material genético va a ser constantemente expuesto y 

atacado por muchos agentes tanto endógenos y exógenos que pueden dañar el 

ADN como lo son la ERO’s, radiación y químicos (Lee et al. 2019). Este daño puede 

ser simple, como la sustitución de una base nitrogenada, hasta cambios complejos 

como lo son el rompimiento de la cadena sencilla (SSBs) o doble (DSBs) del ADN 

(Mahadevan et al. 2019). Los mecanismos de reparación van a ser una serie de 

eventos en los que participarán múltiples proteínas y van a depender del tipo de 

daño (Ahmad et al. 2023).  Para reparar el daño en una sola cadena de ADN, existen 

la reparación por escisión de bases (BER), reparación por escisión de nucleótidos 

(NER) y reparación por mal apareamiento de bases (MMR) (Lagunas-Rangel, 

2018). La falla en la reparación correcta puede conducir a mutaciones y 

reordenamientos cromosómicos o incluso la pérdida total de cromosomas, 

fenómenos que están asociados con muchas enfermedades como el cáncer 

(Koliadenko & Wilanowski, 2019). 

 

Cuando se requiere reparar el rompimiento de una cadena sencilla, la poli-ADP 

ribosa polimerasa 1 (PARP1, un sensor molecular de daño al ADN) se acumula en 

los sitios de daño del ADN, activándose y sintetizando cadenas de poli-ADP ribosa 

(PAR) las cuales van a reclutar otras proteínas reparadoras como: XRCC1, PNKP, 

aprataxina y ADN polimerasa B (Caldecott, 2014).  

 

Cuando existe daño en ambas cadenas de ADN, y no queda alguna que pueda 

servir de molde para la reparación puede haber la posibilidad de daños importantes 

a la célula. Para este tipo de situaciones existe la reparación por unión de extremos 

no homólogos (NHEJ) y la reparación por recombinación homóloga (HR) (Mani et 

al. 2019). 
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La NHEJ consiste en ligar los extremos del ADN directamente (esto requiere de 

factores como Ku70/80, ADN-PKcs y ADN ligasa IV). Este mecanismo puede actuar 

en cualquier momento del ciclo celular (Lee et al. 2019). 

 

En la HR se utiliza la copia del ADN en el cromosoma hermano (ya que poseemos 

dos copias de cada cromosoma) como molde para reparar los daños. 

Primeramente, un complejo enzimático se une al ADN y recorta los extremos de una 

de las cadenas, la cadena que queda más larga sirve para que se una la enzima 

recombinasa y se una al ADN del cromosoma hermano en un punto homólogo a su 

secuencia utilizándolo como molde para reparar el daño. Este proceso ocurre por lo 

general en la fase S (en la parte tardía) y G2 del ciclo celular (cuando se tiene una 

cromátida hermana disponible) (Karanam, 2012 & Feltes, 2019). 

 

Existen diversos químicos que actúan como carcinógenos creando aductos en el 

ADN. Las consecuencias de estos aductos en la replicación del ADN es que 

bloquean a la ADN polimerasa e introducen deleciones que conducen a mutaciones 

(si no se reparan, ya que los anillos exocíclicos pueden interferir con el 

emparejamiento de bases) (Nielsen & Krokan 2003; Hang & Singer 2003). Los 

aductos exocíclicos pueden ser responsables de mutaciones específicas en genes 

como ras y Tp53 (Hu et al. 2002). Existen reportes que señalan que la reparación 

de aductos de ADN exocíclico se centraron en el mecanismo BER, el cual es el 

principal para la eliminación de bases alquiladas oxidadas y desaminadas, además 

se cree que BER es el principal sistema de defensa contra la mutagénesis 

(Khodyreva & Lavrik, 2020). 
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Figura 4. Diferentes tipos de daño al ADN y mecanismos reparadores.  

Adaptado de Mani et al., (2019) 

 

1.1.11 Estrés oxidativo 

 

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y la capacidad de la célula en dar una respuesta 

antioxidante efectiva (Morry et al. 2017). Las ERO’s son moléculas pequeñas 

derivadas del oxígeno, incluidos los radicales oxígeno: superóxido (O2
-), hidroxilo 

(OH-), peroxilo (RO2
.-) y alkoxilo (RO2

.) así como otras especies no radicales, pero 

que tienen el potencial de convertirse en ellos o de ser agentes oxidantes: peróxido 

de hidrógeno (H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), ozono (O3), y oxígeno singlete (1O2) 

(Saed et al. 2017). También existen las especies reactivas de nitrógeno (RNS) que 

se forman del óxido nítrico (Pupo et al. 2016.). La generación celular de ERO´s y 

RNS se debe a muchos factores exógenos y endógenos tales como la exposición 

de carcinógenos, inflamación, tóxicos ambientales, nutrientes y la respiración 

mitocondrial (Morry et al. 2017) Figura 5. Es por esto, que existen diversos sistemas 

enzimáticos que neutralizan ERO´s y RNS para mantener el balance redox como lo 
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son: super óxido dismutasa (SOD) que cataliza la conversión de superóxido a 

peróxido de hidrógeno, el cual, a través de la catalasa (CAT) o de la glutatión 

peroxidasa (GPX) en conjunto con la glutatión reductasa, se convierte a agua (Lei 

et al. 2016). 

 

Figura 5. Fuentes de ROS y moléculas clave en su señalización.  

Adaptado de Morry et al. (2017) 

 

Sin embargo, el proceso de eliminación puede saturarse, y la acumulación de 

ERO´s puede conducir a daño al ADN, lípidos y proteínas con efectos perjudiciales 

como muerte celular, mutagénesis y carcinogénesis (Morry et al. 2017). Las ERO´s 

juegan un papel crítico en varias cascadas de señalización relacionadas con la 

proliferación, resistencia a la apoptosis, invasión y metástasis. Son capaces de 

alterar los sitios de unión al ADN de los factores de transcripción sensibles a redox, 

por ejemplo, el factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF1), NFB, la proteína 

activadora-1 (AP-1) y p53. A nivel postraduccional, las ERO´s pueden oxidar 

directamente varios aminoácidos lo que conduce a un cambio estructural de la 

proteína que podría causar su degradación por proteasoma o su activación o 

inhibición de la misma (Grimsrud et al. 2008) 
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Para poder contrarrestar el efecto del exceso de ERO´s existen diferentes 

antioxidantes enzimáticos (descritos en párrafos anteriores) y no enzimáticos, 

endógenos y exógenos. El concepto de antioxidante se refiere a cualquier 

compuesto, en una concentración más baja a la del sustrato oxidable, es capaz de 

retrasar o prevenir la oxidación de dicho sustrato (Pisoschi & Pop, 2015). Es por 

esto que las funciones antioxidantes implican disminuir el estrés oxidativo, 

mutaciones de ADN, transformaciones malignas, etc. (Gems et al. 2009). Existen 

diferentes sistemas de defensa antioxidante, aquellos que evitan la aparición de 

ROS y los que bloquean y capturan los radicales libres que se forman. Otro sistema 

es el de reparación, donde se eliminan biomoléculas dañadas, por ejemplo, reparar 

ácidos nucleicos dañados oxidativamente, eliminar proteínas oxidadas, reparar 

lípidos oxidados por fosfolipasas, peroxidasas o acil—transferasas (Zelenka et al. 

2018). Estos mecanismos pueden ser generados también por antioxidantes 

exógenos que están presentes en frutas y verduras, siendo los principales las 

vitaminas C, E, carotenoides y fenoles (Cheng et al. 2016). 

 

Los antioxidantes pueden actuar en diferentes etapas del proceso oxidativo radical; 

iniciación, propagación y terminación de la cadena (Yin et al. 2011). Los 

antioxidantes pueden reaccionar agotando el oxígeno molecular o disminuyendo su 

concentración local, eliminando iones metálicos prooxidativos, atrapando especies 

reactivas de oxígeno agresivas como el anión superóxido o el peróxido de 

hidrógeno, eliminando radicales iniciadores de la cadena como el hidroxilo, 

alcohoxilo y peroxilo, rompiendo así la cadena de una secuencia radical o 

neutralizando el oxígeno singlete (Martysiak-Zurowska & Wenta, 2012). Los 

antioxidantes preventivos son aquellos que disminuyen la concentración de O2 

(inhibiendo la peroxidación lipídica), eliminando iones de metales de transición pro-

oxidativos, mientras que los antioxidantes secundarios son los que extinguen el 

oxígeno singlete, quelantes metálicos, inhibidores de enzimas oxidativas 

(lipooxigenasa) o absorbentes de radiación UV. Se ha reportado que estos 
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antioxidantes pueden exhibir efectos sinérgicos en combinación con los primarios 

(Pisoschi & Pop, 2015). 

 

Modelos animales de cáncer de colon 

 

Se ha reportado que los roedores son de los mejores modelos para la inducción 

química de tumores y que los resultados obtenidos pueden ser transferibles a la 

situación clínica (Zamorano et al. 2008). Dentro de las ventajas de utilizar roedores 

es que las neoplasias de intestino de origen natural en estos animales son 

extremadamente raras, no se han reportado cepas de ratas que tengan 

susceptibilidad para carcinoma intestinal espontáneo (Nambiar et al. 2003). Estos 

modelos reproducibles dan la oportunidad de estudiar la enfermedad y de manipular 

ciertas variables como la dieta, que es de suma importancia en la etiología del 

cáncer de colon. Los tumores intestinales han sido inducidos por distintos 

carcinógenos, uno de los más utilizados por su especificidad para generar 

adenomas y adenocarcinomas en colon, en un tiempo relativamente corto, es el 

azoximetano (Lu et al. 2014). 

 

1.1.12 Azoximetano (AOM) 

 

El AOM es carcinógeno alquilante muy potente que induce cánceres colorrectales 

con alta incidencia en ratas, de manera dependiente de la dosis (Takahashi & 

Wakabayashi 2004; Bird, 1987). Varias cepas de ratas y ratones difieren en la 

susceptibilidad a este carcinógeno, utilizándose con más frecuencia ratas macho 

F344, Wistar y Sprague-Dawley de 6 semanas de edad, a las que con 2 aplicaciones 

de 15 mg/kg de AOM administradas con una semana de diferencia se les coloca 

como biomarcadores intermedios de carcinogénesis, es decir, la aparición de FCA 

tras 8-12 semanas de la aplicación (Femia & Caderni, 2008). En la semana 8 

posterior a la segunda dosis de AOM las FCA con 1, 2 o 3 criptas por foco aparecen, 

y para este momento la incidencia total de FCA (independientemente de su 
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multiplicidad de criptas) se convierte en un biomarcador válido (Raju, 2008).  El 

tratamiento quimiopreventivo puede comenzar antes de la exposición al 

carcinógeno y durante la fase de inicio, promoción o progresión, siendo un modelo 

reproducible y ampliamente utilizado ya que comparte muchas similitudes con el 

cáncer de colon esporádico humano, incluyendo similitudes en la respuesta a 

algunos agentes quimiopreventivos y útil en la evaluación de agentes ambientales 

y dietéticos en el proceso del cáncer de colon (Perse & Cerar, 2011).  

 

El inicio del proceso por el cual el AOM induce FCA comienza en el hígado, donde 

se hidroxila su grupo metilo distal generando el metilazoximetanol (MAM), lo cual es 

posible gracias a enzimas metabólicas clave (glutatión S-transferasas y alcohol 

deshidrogenasas), incluidas las isoformas del citocromo P450: CYPIAI y CYP2E1. 

El MAM tiene una vida media de 8-12 horas aproximadamente, bajo condiciones 

fisiológicas (Sohn et al. 1991; Thaker et al. 2012). El MAM producido en el hígado 

es conjugado con ácido glucorónico para su transporte y eliminación por medio de 

la bilis hacia el intestino. Esta glucoridación provee estabilidad al compuesto, sin 

embargo, al llegar al colon, la enzima bacteriana -glucoronidasa hidroliza este 

conjugado y libera al MAM produciéndose así una alta concentración de este 

compuesto en la mucosa colónica. Al absorberse, el MAM se rompe y genera 

nitrógeno, formaldehído y metanol formando posteriormente a un intermediario 

altamente reactivo que es el ion metildiazonio, el cual es responsable de metilar 

macromoléculas celulares como lo es el ADN (Fiala et al. 1977). Metilaciones como 

la O6-metilguanina (O6meG) se han detectado en el ADN de ratas tratadas con 

AOM. Los aductos (forma que adopta el ADN tras unirse covalentemente a un 

compuesto químico) de O6meG (también N7meG) pueden emparejarse mal con la 

timina durante la replicación del ADN y resultar en un desajuste que conduce a 

mutaciones de transición G:C→ T:A (la guanina alquilada se aparea con timina en 

vez de citosina) (Nyskohus et al. 2013; Venkatachalam et al. 2020).  
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Las mutaciones generadas por el AOM en el gen k-ras son detectadas en el exón 

1, siendo la transición más frecuente CTGGT a CTGAT en la segunda base del 

codón 12. Las mutaciones en k-ras resultan en la activación constitutiva de Ras y 

su vía de señalización río abajo como lo son las vías Raf/MEK/MAPK y 

PI3K/Akt/PBK, regulando positivamente la ciclina D1 y COX-2, y así mismo 

estimulando la expresión de iNOS en presencia de estímulos inflamatorios. Todo lo 

anterior pudiera contribuir a los cambios hiperplásicos en las FCA (Takahashi et al. 

2000b, Takahashi et al. 2004).  

 

Las mutaciones en -catenina causadas por el AOM se ubican en los codones 33 y 

41 que codifican residuos de serina y treonina importantes para la fosforilación de 

GSK-3, así como en los codones 32 y 34 que codifican residuos adyacentes al 

residuo de serina, afectando también su fosforilación (mutaciones frecuentes 

CTGGA a CTGAA). Se ha reportado que estas mutaciones en el gen -catenina son 

frecuentes en el proceso de displasia de las FCA (MacLeod, 2013; Takahashi et al. 

2000a). 
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Figura 6. Metabolismo del AOM.  

Modificado de Venkatachalam et al. (2020). 

 

1.1.13 Dextrano Sulfato de Sodio (DSS) 

 

El DSS es un polímero sulfatado con capacidad citotóxica sobre las células 

epiteliales intestinales y los macrófagos, que favorece el aumento de bacterias 

anaeróbicas gram-negativas, lo que, junto con el potencial erosivo sobre la barrera 
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intestinal y la inapropiada respuesta de los macrófagos, propicia la aparición de 

lesiones intestinales. La administración de concentraciones variables de DSS en el 

agua de beber, provoca en ratas y ratones lesiones colónicas similares a la colitis 

ulcerosa (Mañé-Almero, 2007). Existen modelos inducidos que combinan el 

DSS/carcinógeno que representan una aproximación al estudio de la secuencia 

inflamación-cáncer de colon. Dependiendo el número de ciclos de DSS, así como 

el porcentaje utilizado en el agua de beber, al ser combinado con AOM, ejerce un 

estímulo proinflamatorio capaz de acelerar el crecimiento de tumores en un periodo 

corto de latencia; 2-3 meses. Sin embargo, se ha observado que, en periodos más 

cortos, roedores inducidos con AOM a 10mg/kg seguido por 0.25 a 2.0% de DSS 

en el agua de beber, presentan sólo criptas displásicas y no se han reportado 

tumores (De Robertis et al. 2011) 

 

Compuestos bioactivos y su relación con el cáncer de colon 

 

1.1.14 Fitoquímicos y su relación con el cáncer de colon 

 

Los fitoquímicos son nutracéuticos o compuestos bioactivos que se encuentran 

naturalmente en plantas y han recibido atención en la mejora de la salud general y 

específicamente para la prevención del cáncer de colon. Se ha demostrado que 

tienen la habilidad de detener el crecimiento de las células cancerosas a través de 

la modulación de genes y proteínas involucrados en el desarrollo del tumor (Slattery 

et al. 2004). Varios fitoquímicos han sido asociados a un efecto preventivo o 

anticancerígeno específicamente en cáncer de colon, como lo reportado por 

Demidenko & Blagosklonny (2004), donde se demuestra que flavonoides como la 

luteolina induce arresto del ciclo celular en células de cáncer de colon humano HT-

29, previniendo la proliferación en las fases G1/S y G2/M. Así mismo Majumdar et 

al. (2009) reporta que el resveratrol redujo los niveles de IGF-1R en un 74% donde 

se ha demostrado que el eje IGF tiene un papel en la promoción de la proliferación 

celular y en la inhibición de apoptosis en células de cáncer de colon HCT-116, donde 
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el efecto benéfico fue evidente para la promoción de la apoptosis. También Singh 

et al. (2011) confirma que el flavonol EGCG inhibe MAPK (proteína cinasa 

activadora de mitógenos) en células de cáncer de colon SW-837. El kaempferol, 

otro flavonoide, inhibe el crecimiento de células HT-29 provocando apoptosis 

celular. La inhibición de IGF-1R se basa en la actividad de las vías de señalización 

de fosfoinositida 3-quinasa (PI3K), Akt y ERK-1/2 (Lee et al. 2014). 

 

En este contexto, existe un fruto endémico de México que se ha determinado que 

cuenta con una amplia variedad de compuestos bioactivos o fitoquímicos, con 

actividad biológica tal que podría ser un candidato prometedor en la prevención y/o 

tratamiento coadyuvante en el cáncer. El fruto es el garambullo, cuyo consumo se 

reduce a pequeñas poblaciones del país, por lo que este trabajo serviría para darle 

un valor agregado. 

 

1.1.15 Betalaínas y su relación con el cáncer de colon 

 

Las betalaínas con pigmentos que contienen nitrógeno encontradas exclusivamente 

en plantas y frutos pertenecientes a la familia del orden Caryophylale reemplazando 

a las antocianinas. Generalmente son utilizadas como colorantes aditivos en 

alimentos y consisten en betaninas (color magenta) y betaxantinas (color amarillo) 

(Rahimi et al. 2018) Además, las betalaínas son reconocidas como moléculas 

nutracéuticas por poseer alta actividad antioxidante (Prakash et al. 2024) Se ha 

demostrado que son capaces de proteger el cuerpo humano contra los daños 

provocados por radicales libres y especies reactivas de oxígeno que atacan a 

macromoléculas tales como lípidos de membrana, proteínas y al ADN, asociadas a 

trastornos de salud como el cáncer, diabetes mellitus, envejecimiento y 

enfermedades neurodegenerativas (Gandía-Herrero & García-Carmona, 2013). 

Existen reportes que asocian a las betalaínas (obtenidas de Beta vulgaris) con la 

inhibición de COX-1 y COX-2 y con actividad antiproliferativa en células de cáncer 

de colon HCT-116 (Reddy et al. 2005). Así mismo, betacianinas purificadas de tuna 
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(Opuntia ficus-indica) en una dosis de 40 mM mostraron una disminución en la 

proliferación de células K562 (leucemia mieloide crónica humana) y apoptosis en 

una manera dosis y tiempo dependiente a través de la vía intrínseca, induciendo la 

liberación de citocromo C, escisión de PARP y regulación descendente de Bcl-2 

(Sreekanth et al. 2007). También Chavez-Santoscoy et al. (2009) demostró que el 

jugo de algunas variedades de tuna con alto contenido de betalaínas (Opuntia 

robusta Gavia, Opuntia streptacantha Cardon, Opuntia ficus indica) disminuyeron la 

viabilidad y crecimiento celular en células de adenocarcinoma de colon Caco2 sin 

afectar la viabilidad de fibroblastos. En cuanto a ensayos in vivo, Lechner et al. 

(2010) reportó que el consumo de jugo de betabel (concentración 78 g/ml durante 

35 semanas) por ratas inducidas a cáncer de esófago con N-

nitrosomethylbenzylamina (NMBA) indujo apoptosis y disminuyó la proliferación 

celular, angiogénesis e inflamación.  

 

Cabe resaltar que se ha reportado que las betaninas son metabolizadas en un 60% 

por el colon según lo reportado por Krantz et al. (1980). Muchos estudios han 

mostrado que las betalaínas son fitoquímicos que pueden actuar a través de varios 

mecanismos de defensa antioxidante y mejorar el equilibrio redox para reparar los 

daños por estrés oxidativo (Rahimi et al. 2018) 

 

1.1.16 Fibra dietética y fibra antioxidante o residuo  

 

Se define como fibra alimentaria o dietética a los polímeros de carbohidratos 

comestibles que no se hidrolizan por las enzimas endógenas en el tracto 

gastrointestinal de los humanos (Zielinski et al. 2013). Esto debido a que ciertos 

enlaces α-glucosídicos de las fibras (por ejemplo, enlaces α-1, 2, α-1, 3, α-1, 4, α-1, 

6) pueden ser parcialmente hidrolizados por la amilasa pancreática y/o las enzimas 

glucosídicas del borde en cepillo, mientras que los enlaces β-glicosídicos no se 

pueden digerir, ya que el genoma de mamífero no codifica las enzimas necesarias. 
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La fibra dietética está compuesta de almidón resistente y 

polisacáridos/oligosacáridos que no contienen almidón y se pueden clasificar como 

solubles o insolubles según el grado en el que se puedan extraer o puedan ser 

disueltos en agua (Gill & Dudeja et al. 2011). Las fibras dietéticas solubles (ß-

glucanos, arabinoxilanos, pectinas, galactomananos, inulina, fructo-oligosacáridos 

y galacto-oligosacáridos) se fermentan en el colon y se degradan a metabolitos 

fisiológicamente activos y gases. La fibra dietética insoluble puede ser 

metabólicamente inerte y proporcionar volumen (la celulosa altamente cristalina) o 

ser parcialmente fermentada en el intestino grueso (como lo son las paredes 

celulares de plantas, lignina y quitina) (Wang et al, 2019). 

 

El colon humano alberga más de 100 billones de microorganismos con más de 1000 

especies microbianas distintas (Ley et al. 2006). La ecología microbiana del intestino 

contribuye a importantes funciones metabólicas e inmunitarias y puede tener un 

impacto significativo en el estado de salud del huésped. Las bacterias comensales 

residentes producen enzimas catabólicas y sistemas metabólicos para degradar las 

fibras dietéticas. Estudios recientes han demostrado que la fibra dietética regula el 

perfil de microbiota intestinal. La capacidad de los microorganismos para utilizar 

tipos específicos de fibras depende de la producción de las enzimas de escisión 

necesarias (alfa glucosidasa, beta glucosidasa, beta glucuronidasa) y las proteínas 

y transportadores que se unen a los carbohidratos. Algunas especies de 

Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, 

Fusobacterium (poblaciones bacterianas dominantes en el intestino) codifican una 

gran cantidad de enzimas activas en carbohidratos y pueden controlar la expresión 

de los genes enzimáticos correspondientes según las diferentes fuentes de fibra 

dietética (Thomas et al. 2011).  

 

El estudio de la fibra dietética ha sido un tema de interés en la comunidad científica 

debido a que su asociación con la correcta salud intestinal. Un estudio reciente 

mostró que los africanos que consumen más fibra en los alimentos sufren menos 
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enfermedades no infecciosas (por ejemplo, cáncer de colon, diabetes y 

enfermedades cardiovasculares) que aquellos que consumen alimentos más 

refinados que son altos en energía y bajos en fibra (Topping & Lockett, 2016).  

 

La fermentación es una función importante del colon y se reconoce como el proceso 

donde las bacterias anaeróbicas descomponen los carbohidratos generando ácidos 

grasos de cadena corta, gases como hidrógeno, metano y dióxido de carbono y 

otros metabolitos (Wang et al. 2019).  El primer paso es convertir las fibras dietéticas 

en monosacáridos (pentosas o hexosas) mediante glucósido-hidrolasas y luego 

generar AGCC como principales productos finales a través de la glucólisis o de la 

vía de las pentosas-fosfato. 

 

1.1.17 Ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 

 

Los AGCC son un grupo de ácidos carboxílicos que incluyen en su mayoría (90-

95%) acetato, propionato y butirato; sin embargo, existen proporciones más 

pequeñas de valerato, hexanoato, caproato y ácidos grasos de cadena ramificada 

(isovalerato) (David et al. 2014; Topping & Lockett, 2016). El acetato se produce 

principalmente a partir del piruvato a través de catálisis enzimática (piruvato liasa y 

acetato-CoaA- ligasa) con el intermedio metabólico acetil-CoA, mientras que la 

síntesis del propionato es por la vía del succinato que genera oxaloacetato a partir 

de piruvato, lo convierte en succinato, succinil-CoA, propionil-CoA y finalmente 

propionato, además, es importante recalcar que las bacterias pueden utilizar otros 

sustratos para la síntesis de AGCC como aminoácidos de proteínas dietéticas o 

endógenas o ácidos orgánicos como el lactato (Wang et al. 2019 

 

El acetato, propionato y butirato se generan en una concentración aproximada de 

100 mM en el lumen colónico en una proporción de 60:20:20 (Ganapathy et al. 

2013). Después de producirse en la luz del colon, los AGCC se transportan a través 

del epitelio por difusión, mediante un mecanismo de baja afinidad como el 



 

 

43  

 

 

intercambio de bicarbonato/AGCC, de afinidad media como el que involucra el 

transportador de monocarboxilato 1 o mediado por el transportador 1 de 

monocarboxilato acoplado a sodio (SMCT1 o SLC5A8) (Thangaraju et al. 2008). Ya 

en el tejido colónico los AGCC se metabolizan en lípidos o cuerpos cetónicos como 

el beta-hidroxibutirato, acetoacetato, siendo muy pocos los AGCC que realmente 

llegan a la circulación portal, por lo que cantidades insignificantes de butirato, 

propionato y acetato están presentes en la sangre periférica (solo el 5-10% se 

excreta en las heces) (Sivaprakasam et al. 2016). Esto sugiere que los AGCC 

actúan localmente sobre el epitelio y las células inmunes presentes en el colon para 

inducir efectos promotores de la salud ya que efectos adversos en el organismo se 

han reportado cuando hay concentraciones bajas o excesivas de éstos; sin 

embargo, no se ha establecido una concentración óptima en el ser humano (Xu et 

al. 2020). Estos ácidos grasos tienen funciones importantes en diferentes órganos 

como el hígado, músculo esquelético, tejido adiposo y los islotes pancreáticos ya 

que pueden afectar el metabolismo de los carbohidratos y el uso de lípidos, siendo 

cruciales para la homeostasis energética, modulando indirectamente, síntomas de 

obesidad y diabetes (Perry et al. 2016; Zhao et al. 2018). Los AGCC también pueden 

limitar la inflamación e inhibir el crecimiento de células tumorales (Xu et al. 2017) 

 

De los AGCC, el butirato es el que ha sido mayormente investigado por su rol en la 

supresión de inflamación y carcinogénesis colónica (Hamer et al. 2008). Las 

bacterias anaerobias del género Clostridium son las que en su mayoría producen 

este ácido graso en el colon, siendo las bifidobacterias los principales participantes 

de su producción (Belenguer et al. 2006). El butirato es la principal fuente de energía 

en los colonocitos y previene la carcinogénesis del colon (Wu et al. 2018). Además 

de proveer energía, los AGCC acidifican el ambiente colónico, lo cual promueve la 

captación de amonio NH4 por parte de las bacterias y la eliminación a través de las 

heces, lo que estimula el crecimiento de bacterias benéficas al mismo tiempo que 

inhibe las patógenas. 
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Se han reportado numerosos beneficios del butirato en el intestino, dentro de los 

cuales se incluyen: aumento en la absorción de cloruro de sodio (NaCl) mediante la 

activación de bombas Na/H y Cl/HCO3 , influye en la proliferación y diferenciación 

celular, desempeña un papel antiinflamatorio mediante la modulación de la 

liberación de la prostaglandina E2, citocinas y quimiocinas de las células inmunes, 

altera la función de la barrera intestinal al inducir la síntesis de mucina y la 

producción de péptidos antimicrobianos, afecta la movilidad del colon almodular la 

acetilación en el plexo mientérico y mediante la liberación de 5 HT (Canani et al. 

2004; Comalada et al. 2006; Greer et al. 2011; Cox et al. 2009; Canani et al. 2011; 

Soret et al. 2010)  

 

El efecto quimiopreventivo del butirato está mediado por la regulación positiva de 

enzimas desintoxicantes para xenobióticos y oxidantes, un efecto que se deriva de 

acciones bastante complejas del butirato sobre la proliferación y diferenciación 

celular. Estas acciones se denominan como la “paradoja del butirato”, término que 

se deriva de su capacidad para inhibir la proliferación celular e inducir apoptosis en 

líneas celulares de cáncer de colon mientras que en condiciones normales induce 

la proliferación celular en las criptas del colon (Alrawi et al. 2006). Uno de los blancos 

más estudiados del butirato y propionato son las desacetilasas de histonas (HDAC) 

una familia de proteínas que se subdividen en 2 grupos:  El grupo 1 contiene las 

HDAC -1, -2,-3 y -8, mientras que el grupo 2 contiene HDAC4, -5,-6,-7,-9 Y -10. El 

butirato y propionato inhiben específicamente la actividad de HDAC-1 y -3 lo que 

conduce a un aumento de la acetilación en residuos de lisina en las histonas, 

disminuyendo la carga positiva de las mismas, esto evita que la histona se una al 

ADN cargado negativamente resultando en una cromatina abierta de cromatina que 

se convierte en accesible a la transcripción de genes proapoptóticos (Thangaraju et 

al. 2009) 

 

La respuesta transcripcional inducida por el butirato se lleva a cabo mediante el 

factor de transcripción Sp3 acoplado a HDAC1 y HDAC2. La proteína pro-apoptótica 



 

 

45  

 

 

Bak está regulada positivamente en presencia de butirato, lo cual es esencial para 

la cascada apoptótica en las células de cáncer de colon. La proteína p21 también 

está regulada al alza, bloqueando la progresión del ciclo celular en éstas células 

malignas. La regulación positiva de Bak y p21 es causada por la unión menos 

efectiva de Sp1 a las regiones promotoras, lo que permite la unión por Sp3. Posterior 

a esto, Sp3 activa la transcripción de genes involucrados en el bloqueo del ciclo 

celular en la interfase G2/M y en la inducción de apoptosis. En las células de cáncer 

de colon la activación de Apaf-1 y de IE24 está regulada negativamente, sin 

embargo, los AGCC en especial el butirato regulan positivamente ambos factores. 

También cabe mencionar que Bcl-2 al interactuar con Bak bloquea la cascada de 

caspasas siendo factores antiapoptóticos que son inhibidos por los AGCC (Campos-

Vega et al. 2010). 

 

Algunos estudios reportan alto contenido de butirato en el ciego de ratas inducidas 

a cáncer de colon con AOM al ser alimentadas con extractos de polisacáridos y un 

incremento en la expresión de Bax y caspasa-3 y por consecuencia, incremento de 

apoptosis (Feregrino-Pérez et al. 2008). Así mismo, se han reportado otros efectos 

anticancerígenos del butirato sobre la vía canónina de señalización Wnt activada 

constitutivamente en gran porcentaje en el cáncer de colon como inducción de 

autofagia en células epiteliales del colony aumento en la expresión del gen P21 lo 

que induce a la detención del ciclo celular mediante la inhibición de HDAC. Los 

efectos adicionales del butirato sobre la apoptosis celular implican efectos sobre las 

proteínas de la familia Bcl2, por ejemplo, la regulación positiva de Bak 

(proapoptótico) y la regulación negativa de BclxL (antiapoptótico) (Gill & Dudeja, 

2011). 

 

Polifenoles y su relación con el cáncer de colon 

 

Los polifenoles son metabolitos secundarios derivados de plantas que contienen 

químicamente anillos de benceno con restos OH (Nabavi et al. 2018; Cao et al. 
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2019). Se extienden desde los flavonoides simples y los ácidos fenólicos hasta los 

estructuralmente complejos, incluidas las antocianinas (Xiao, 2017). Tales 

compuestos desempeñan un papel importante en los mecanismos la defensa y 

protección de las plantas (Alasalvar et al. 2001; Edreva et al. 2008), y de manera 

similar, poseen propiedades benéficas para la salud (Kardum & Glibetic, 2018).  

 

Los polifenoles han mostrado una actividad anticancerígena a través de numerosas 

vías de señalización, incluida la apoptosis tanto extrínseca como intrínseca (Curti et 

al. 2017). La ruta de señalización de TP53 ha mostrado ser de suma importancia, 

siendo éste un gen supresor de tumor que se le considerado el guardián del genoma 

humano (Tanikawa et al. 2017). Se ha reportado que los polifenoles producen su 

actividad protectora en una variedad de cánceres dependiente o 

independientemente de p53 (Gupta et al. 2012; Lee, S. et al. 2014; Periasamy & 

Alshatwi, 2013). Los mecanismos moleculares de protección por parte de los 

polifenoles incluyen: la disminución de la proliferación celular, la inactivación de 

carcinógenos, la inhibición de la angiogénesis, la inducción de la detención del ciclo 

celular, la apoptosis y la modulación de la inmunidad (Pan, 2018; Rady et al. 2018; 

Reboredo-Rodríguez, 2018). Estos efectos pueden ser modulados tanto por los 

compuestos provenientes del alimento como los productos de la metabolización de 

los mismos por la microbiota intestinal.  

 

Se ha demostrado que los compuestos fenólicos y otros fitoquímicos pueden 

alcanzar el colon a través de la fibra antioxidante, por medio de uniones no 

covalentes a la matriz de la fibra dietaria. En colon son liberados y metabolizados, 

generando efectos benéficos en ese órgano (Quirós-Sauceda et al. 2012). 

 

1.1.18 Polifenoles extraíbles (EPP) y polifenoles no extraíbles (NEPP) 

 

Como se mencionó anteriormente, diversos estudios han reportado la presencia de 

compuestos naturales asociados a la fibra dietaria, lo que constituye la llamada fibra 
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antioxidante o residuo (Saura-Calixto, 2012). Los compuestos fenólicos ligados a la 

fibra dietaria han sido clasificados de acuerdo a su solubilidad (y a los procesos por 

los cuales pueden ser separados de la matriz alimentaria) en dos categorías: 

polifenoles extraíbles (EPP por sus siglas en inglés) y polifenoles no extraíbles 

(NEPP por sus siglas en inglés) (Pérez-Jiménez et al. 2013).  

 

Los EPP son regularmente extraídos por solventes orgánicos acuosos, mientras 

que los NEPP no se liberan significativamente de la matriz alimentaria a la que se 

encuentran ligada por procesos de digestión, por lo que llegan al colon casi intactos, 

en donde sufren modificaciones químicas y estructurales durante el proceso de 

fermentación de carbohidratos, y se producen metabolitos potencialmente 

absorbibles. Con el fin de analizarlos, se requiere separarlos de dicha matriz a 

través de métodos de extracción más poderosos empleando ácidos y altas 

temperaturas (Saura-Calixto & Pérez Jiménez, 2018).  

 

Los NEPP han sido totalmente ignorados hasta hace poco tiempo, ya que se asumía 

que el total de los polifenoles de una muestra alimentaria estaban presentes en el 

extracto resultante al utilizar solventes orgánicos acuosos, descuidando la posible 

presencia de los mismos en los residuos de la extracción, sin embargo, diariamente 

ingerimos grandes cantidades tanto de EPP como de NEPP. Actualmente, existen 

muchos fitoquímicos contenidos en los alimentos que han sido caracterizados y 

comercializados como extractos o compuestos aislados/purificados, de hecho, en 

los últimos 20 años se han registrado alrededor de 5000 patentes relacionadas con 

EPP, ignorando completamente las aplicaciones potenciales de los NEPP (Pérez-

Jiménez & Torres, 2011; Saura-Calixto & Pérez Jiménez 2018). 

 

Los NEPP incluyen: polifenoles poliméricos de alto peso molecular como lo son las 

proantocianidinas no extraíbles (NEPA por sus siglas en inglés) que están libres en 

la matriz alimentaria o en la pared celular de los polisacáridos, y compuestos 

fenólicos simples unidos a carbohidratos (en su mayoría polisacáridos de la fibra 



 

 

48  

 

 

dietaria) y a proteínas, denominados polifenoles hidrolizables (HPP por sus siglas 

en inglés). Éstos últimos incluyen muchos compuestos bioactivos tales como los 

taninos hidrolizables, ácidos hidroxicinámicos y sus derivados (los más comunes 

son ácido ferúlico, caféico, sinápico, elágico, etc.) (John & Shahidi, 2010). La forma 

en que los NEPP interactúan con la matriz alimentaria es a través de enlaces 

hidrógeno, interacciones hidrofóbicas (incluyendo posibles encapsulaciones en 

bolsas hidrofóbicas) y enlaces covalentes (para formar ésteres y enlaces éter) (Burr 

& Fry, 2009; Bunzel, 2010). 

 

Existen pocos estudios que reportan la estimación de NEPP en diferentes alimentos. 

Algunos reportes han mostrado el análisis de los mismos en la dieta mediterránea, 

en la cual, al determinar el contenido total de polifenoles consumidos, se encontró 

que en todos los grupos de alimentos a base de plantas el contenido de NEPP fue 

mucho mayor que el de EPP. Así de la ingesta total estimada de polifenoles de 

1800-3000 mg por persona por día, siendo el 50% correspondiente a los NEPP. Las 

frutas fueron las que más contribuyeron a la ingesta de NEPP (47%) seguida por 

los cereales (31%), verduras (13%), legumbres (6%) y nueces (4%) (Arranz et al. 

2010; Saura-Calixto et al. 2007). Así mismo, Esparza et al. (2016) reportaron 38% 

más NEPP que EPP en residuos de lima (Citrus aurantiifolia). También Kristl et al. 

(2011) mostraron que en la ciruela (Prunus domestica L) existe mayor cantidad de 

NEPP que EPP, reportando tan sólo un 18% de la actividad antioxidante total a los 

antioxidantes de la fracción extraíble, y el resto a la no extraíble, sugiriendo que la 

actividad antioxidante de este fruto pudiera estar subestimada en la literatura. 

 

Dado que los NEPP llegan al colon de forma casi intacta y ahí sufren su 

transformación metabólica, es evidente que uno de sus principales objetivos de 

acción es el colon. Varios estudios han mostrado resultados prometedores después 

de la suplementación con productos ricos en NEPP en modelos animales (Goñi & 

Serrano, 2005; Lizarraga et al. 2011; López-Olivia et al. 2013). Por ejemplo, estudios 

donde suplementan a ratas Wistar con residuo de uva, pulpa de manzana, y 
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alcachofa (5-13%), durante 4 semanas, muestran que los NEPP tienen un efecto 

benéfico sobre la salud colónica a través de diferentes mecanismos: 1) aumento en 

el peso de las heces, reduciendo el tiempo de tránsito y de contacto de los 

compuestos tóxicos con el epitelio del colon, 2) incremento de la capacidad 

antioxidante del contenido cecal y por lo tanto en la expresión de sistemas 

antioxidantes endógenos contrarrestando así las ERO’s promotoras de tumores en 

el colon, 3) efecto prebiótico por la estimulación de Lactobacillus (efecto observado 

en ratas suplementadas con productos ricos en NEPP pero no en las que tenían 

dietas control) 4) disminución de FCA 5) reducción significativa en el número (276%) 

y tamaño (265%) de pólipos y 6) modificaciones en la expresión de genes 

relacionados con la proliferación celular pertenecientes a la familia RAS y la 

regulación positiva de genes supresores de tumores. Resaltando que en ninguno 

de estos estudios existieron efectos adversos o tóxicos en los animales (Bravo et 

al. 1993; Martin et al. 2000; Aprikian et al. 2003; Goñi & Serrato 2005; López-Olivia 

et al. 2006; López-Olivia et al. 2010; Pozuelo et al. 2012; López-Olivia et al. 2013; 

Sánchez et al. 2013) 

 

1.1.18.1 Hidrólisis ácida como método para extraer los NEPP 

 

Para cualquier extracción, existen diferentes factores que van a influir en la misma, 

como lo son el tipo de solvente utilizado, el tiempo de extracción, la temperatura, el 

pH, etc. Para liberar los NEPP, se requiere llevar a cabo varios tratamientos 

hidrolíticos. Éstos se deben ajustar dependiendo de las fracciones específicas de 

los NEPP (HPP y NEPA) y el tipo de muestra alimentaria a analizar (Durazzo et al. 

2013).  

 

La hidrólisis alcalina es el procedimiento que generalmente se utiliza en los 

extractos acuosos orgánicos y muestras secas para la escisión del enlace éster, sin 

embargo, una cantidad apreciable de polifenoles unidos a la pared celular o 

atrapados en núcleos dentro de la matriz alimentaria pueden permanecer insolubles 
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después de la extracción acuosa-orgánica y/o el tratamiento con el álcali (Adom & 

Liu, 2002; Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 2005). Es por esto que el empleo de 

ácidos fuertes para hidrólisis, implica una alteración de la estructura de la pared 

celular y permite la liberación de los polifenoles ya mencionados. Varios estudios, 

finalmente, han reportado que el contenido de polifenoles hidrolizables es de 2 hasta 

9 veces mayor que lo contenido en extractos metanol/acetona/agua para diferentes 

alimentos como la manzana, plátano, pera, mandarina, zanahoria, acelga, achicoria, 

lechuga, betabel y trigo (Arranz & Saura-Calixto, 2010; Pérez-Jiménez & Saura-

Calixto, 2015; Ye et al. 2011). Así mismo, Arranz et al. (2010) demuestran que la 

hidrólisis ácida (utilizando H2SO4 o HCl) es más efectiva para la liberación de 

polifenoles en residuos posteriores a la extracción de EPP en comparación con la 

hidrólisis alcalina (utilizando NaOH). 

 

El procedimiento general consiste en la extracción común para EPP, lo que incluye 

el uso de solventes como el metanol en combinación con agua, agitación a 

temperatura ambiente, centrifugación y filtrado. Una vez obtenido el residuo (que 

comúnmente se desecha) se le agrega ácidos concentrados como el H2SO4, o HCl 

y una vez que se mezclan suavemente, se coloca en agitación constante en un baño 

de 85 Cº por 20 horas (Hartzfeld et al. 2002; Arranz & Saura-Calixto, 2010.), este 

procedimiento es el reportado para el análisis de HPP, mientras que para NEPA se 

utiliza una combinación de butanol/HCl y FeCl3 a 100 ºC por 60 minutos 

(Domínguez-Rodríguez et al. 2017).  

 

Garambullo 

 

1.1.19 Características generales del garambullo 

 

El garambullo (Myrtillocactus geometrizans) es una cactácea del reino Plantae, la 

cual presenta un periodo de vida de más de 50 años, puede de ser fácilmente 

propagado y su fruto es fuente de gran cantidad de compuestos bioactivos que han 
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sido explotados casi en su totalidad por comunidades indígenas y locales que no 

han extendido sus beneficios (Hernández-López et al. 2008) 

 

El garambullo forma parte de la división Magnoliophyta, de la clase Magnolopsida. 

Posee flores blancas-verdosas, pequeñas de 2.5 a 3.5 cm de ancho en la parte 

superior de las areolas; así mismo, produce un fruto globoso, de 1 a 2 cm de 

diámetro, color púrpura, sin espinas y es comestible. El garambullo crece en 

condiciones de clima seco y se desarrolla bien sobre las laderas de los cerros y 

partes bajas donde hay suelos de mejor calidad. Las semillas de garambullo 

germinan muy fácilmente en casi cualquier tipo de suelo por más rocoso y árido que 

éste sea (Guzmán-Maldonado et al. 2010). 

 

El garambullo se encuentra distribuido en Hidalgo, San Luis Potosí, Querétaro y 

Guanajuato, siendo estos sus productores principales. La floración sucede en 

primavera, es susceptible al frío, siendo la temperatura más adecuada para esta 

especie durante el invierno de 10ºC como mínimo. En cada punto de fructificación 

se forman de 6 a 7 frutos y una planta puede llegar a producir entre 25,000 a 30,000 

frutos por temporada; y hasta 70 plantas por hectárea. Su desventaja es la corta 

vida post-cosecha de su fruto, ya que se recolecta en la madurez para su consumo. 

Sin embargo, si el fruto se refrigera a 4ºC o congela a -2ºC se mantiene en buen 

estado hasta por 50 días en el primer caso y en el segundo se puede observar, al 

descongelarse después de 50 días aparecen ciertos daños físicos y una disminución 

de aroma y sabor, sin afectar la composición de sus pigmentos (Hernández-López 

et al. 2008). 

1.1.20 Compuestos bioactivos del garambullo  

 

Una de las características más importantes del fruto garambullo es su pigmentación, 

la cual se debe principalmente a la presencia de fitoquímicos conocidos como 

betalaínas (Hernández-López et al. 2008). Otros compuestos encontrados en el 
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fruto del garambullo son la clorofila, carotenoides, diversos compuestos fenólicos, 

vitaminas, fibra dietética y ácidos grasos, todos ellos con importantes actividades 

biológicas. Por ello, el fruto del garambullo es un recurso con gran potencial que no 

ha sido adecuadamente explotado ni estudiado más allá de unas cuantas moléculas 

de interés industrial y alimentario. Hasta el momento, los compuestos fenólicos 

reportados (mg/kg materia fresca) en la fracción soluble del garambullo incluyen:  

ácido caféico (8.670.22), ácido gálico (22.60.8), vanillina (6.580.22), ácido 

elágico (4.70.5), ácido protocatecóico (52.20.5), quercetina (2244.8), EGCG 

(13.40.2) y epicatequina (9.62.0) (Guzmán-Maldonado et al. 2010; Herrera-

Hernández et al. 2011).  

Esto nos lleva a la imperiosa necesidad de enfatizar en que el garambullo puede 

ser fuente de fitomoléculas de interés, además de las betalaínas, esto para 

promover su producción y aprovechamiento no solo para obtener beneficio de sus 

propiedades, sino también desarrollo de las comunidades productoras (Herrera-

Hernández et al. 2011). Para fines de este proyecto, nos enfocaremos a estudiar los 

compuestos mayoritarios del garambullo tales como betalaínas, compuestos 

fenólicos y fibra dietética. 

1.1.20.1 Betalaínas 

 

Como ya se mencionó el fruto del garambullo es una fuente importante de 

betalaínas, sin embargo, no se han realizado suficientes estudios para profundizar 

en su completa caracterización fitomolecular. La concentración reportada de 

betalaínas es de 97.7 mg/kg de fruto fresco (Herrera-Hernández et al. 2011). 

 

1.1.20.2 Fibra dietética  

 

El contenido de fibra dietética en el garambullo se ha reportado de 36.9  0.32 g/kg 

de fruto fresco (Guzmán-Maldonado et al. 2010). 
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En el caso del garambullo, los reportes indican que presenta un alto contenido de 

fibra y compuestos fenólicos extraíbles, pero los no extraíbles aún no han sido 

analizados. 

 

2 JUSTIFICACIÓN 

 

El cáncer de colon es una enfermedad degenerativa considerada como un gran 

problema de salud pública debido al alza en su incidencia en México y en el mundo, 

y que se ha reportado que pudiera ser prevenido por alimentos con contenido de 

fitoquímicos por diferentes vías moleculares. Los fitoquímicos son compuestos 

presentes en fuentes vegetales cuyas propiedades se han aprovechado durante 

milenios y, actualmente, se estudian en diferentes áreas de la salud con la finalidad 

de darles un sustento científico en la prevención y/o tratamiento de enfermedades 

no transmisibles. Un fruto que ha sido reconocido como rico en fitoquímicos es el 

garambullo (Myrtillocactus geometrizans), pero no ha sido evaluado su efecto sobre 

la salud intestinal. Por lo que es necesario realizar una completa caracterización 

nutracéutica que nos permita aumentar el conocimiento de los fitoquímicos que se 

encuentran en este fruto, y a su vez, analizar su efecto sobre la prevención del 

desarrollo de cáncer de colon, así como elucidar los posibles mecanismos de acción 

molecular en un modelo in vivo. 

 

3 HIPÓTESIS 

 

El garambullo (Myrtillocactus geometrizans) y su residuo presentan propiedades 

nutracéuticas y un efecto quimiopreventivo sobre el estadio temprano de cáncer de 

colon en un modelo in vivo. 
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4 OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterizar las propiedades nutracéuticas del garambullo (Myrtillocactus 

geometrizans) y evaluar su efecto quimiopreventivo, así como el de su fibra residuo, 

sobre el estadio temprano de cáncer de colon inducido químicamente in vivo. 

 

5 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Caracterizar nutracéuticamente el garambullo completo y su residuo. 

• Evaluar el efecto del garambullo (Myrtillocactus geometrizans) y su residuo 

sobre el desarrollo de fosas crípticas aberrantes (FCA) inducidas con 

azoximetano en ratas Sprague-dawley. 

• Determinar la producción de ácidos grasos de cadena corta en el contenido 

colónico y fecal. 
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6 MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

Figura 7. Diseño experimental 

 

Obtención de la muestra y elaboración de los extractos 

 

La muestra se obtuvo de la comunidad Garabatillo ubicada en el estado de 

Guanajuato, México. La recolección se llevó a cabo en los meses de junio, julio y 

agosto ya que es la temporada del fruto. Una vez cosechados los garambullos, 

fueron seleccionados conforme a su madurez la cual incluía color púrpura intenso, 

turgentes al tacto, sin maceraciones; fueron lavados al chorro de agua y liofilizados. 



 

 

56  

 

 

Posteriormente se almacenaron en contenedores al vacío (debido a su gran 

hidroscopicidad) en ultra refrigeración hasta su análisis. 

 

6.1.1 Hidrólisis química ácida 

 

Los extractos de hidrólisis química ácida se llevaron a cabo de acuerdo a lo 

reportado por Arranz & Saura-Calixto (2010). Se pesaron 100 mg de muestra 

liofilizada, posteriormente se realizó la extracción con 20 ml de metanol-agua (30-

70). Se agitó en vórtex a 8000 rpm, se centrifugó a temperatura ambiente a 10,000 

rpm por 10 minutos y se filtró con papel Whatman (0.20 m). El sobrenadante se 

desechó y el residuo se utilizó para someterlo a hidrólisis. Al pellet se le agregaron 

20 ml de metanol 30%-ácido clorhídrico en una relación 90:10, se agitó en vórtex 

por 5 minutos y se sometió a baño maría a 95ºC por 20 h. Posterior a esto se 

atemperó y se centrifugó durante 5 minutos. Se almacenó hasta su análisis a -20ºC, 

el almacenamiento no debió ser mayor a 1 mes. Se reportan 2 tipos de hidrólisis 

química. Una se realiza con ácido sulfúrico y otra con ácido clorhídrico. Ambas 

hidrólisis se realizaron ambas a dos concentraciones diferentes: 4M y 1M. 

 

Determinación de fibra dietaria 

 

Se utilizó el método gravimétrico enzimático descrito por Prosky et al. (1988) con 

ligeras modificaciones 

 

Fibra dietaria total. Se pesó 1g de muestra, previamente desgrasada en 2 vasos de 

precipitados de 250 ml (1g en cada vaso), se le adicionó 50 ml de una solución 

amortiguadora de fosfatos (1.4g de NaHPO4 y 8.4g de NaH2PO4) + 0.1 ml de la 

enzima -amilasa, los vasos fueron agitados cubiertos con papel aluminio y 

colocados en baño maría. Los vasos fueron agitados a intervalos de 5 min. Se 

incubaron por 15 min después de que la temperatura interna de los vasos alcanzó 

95ºC. Se dejó enfriar los vasos a temperatura ambiente y posteriormente se les 
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ajustó el pH a 7.5 0.05 adicionando 10 ml de NaOH 0.275 N (verter 275ml de NaOH 

1N en un matraz y aforar a 1 L con agua destilada) medir el pH (si es necesario 

ajustar con NaOH o HCl l 5%. Posteriormente se adicionó 0.1 ml de una solución de 

proteasa (50g/ml) preparada al instante con la solución de fosfatos (cada vaso 

contenía 5 mg de proteasa). Los vasos fueron cubiertos de nuevo con papel 

aluminio y colocados en baño maría a 60ºC. Nuevamente se dejaron enfriar los 

vasos y se ajustó el pH entre 4.0 y 4.6 adicionando 10 ml de HCl 0.325 M (verter 

325 ml de HCl 1N en un matraz y aforar a 1L con agua destilada) medir pH (si es 

necesario ajustar con NaOH o HCl 5%). 

 

Se adicionó 0.1 ml de amiloglucosidasa a cada vaso, se incubó con papel aluminio 

nuevo y se colocó nuevamente en el baño maría a 60ºC y agitación continua. Se 

incubó por 30 min después de que la temperatura interna alcanzó 60 ºC. Después 

de este proceso se adicionaron 4 volúmenes de etanol al 95% a cada vaso, 

aproximadamente 280 ml (en un matraz volumétrico de 1L se colocaron 10.4 ml de 

agua destilada y se afora con etanol al 96%) se cubrieron con aluminio y se dejó 

reposar a temperatura ambiente hasta el día siguiente para completar la 

precipitación. Al día siguiente, en tubos previamente tarados (tubos falcon, pesar 

antes y anotar) fue centrifugado (10 min a 5000 rpm) el contenido de los vasos (con 

cuidado de no perder residuos en los vasos). El sobrenadante fue desechado y los 

residuos fueron congelados en los tubos para posteriormente liofilizarlo. Los 

residuos secos fueron pesados y registrados (R1= residuo uno y R2= residuo dos). 

El residuo uno fue utilizado para determinar el contenido de proteína y el residuo 

dos para determinar el contenido de ceniza. 

 

El % de fibra dietaria total fue calculado de la siguiente manera:  

 

% fibra dietaria total= (promedio R1 y R2 (mg) – proteína (mg)- ceniza (mg) *100 
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Caracterización fenólica 

 

6.1.2 Determinación de compuestos fenólicos totales 

 

Los compuestos fenólicos totales (CFT) fueron cuantificados por el método de Folin-

Ciocalteu, el cual está basado en la reducción de ácido gálico por compuestos 

fenólicos en presencia de un álcali (carbonato de sodio) (Singleton et al. 1999). 

Brevemente, se pesaron 100 mg de muestra homogenizada en un tubo falcon y se 

adicionaron 10 ml de metanol al 30%, se agitará en un vórtex a 8000 rpm durante 

10 min, se centrifugó y filtró con papel Whatman (0.20 m) hasta obtener todo el 

líquido. Se tomó una alícuota de 125 µl de extracto y se colocó en un tubo de 

ensayo. Se adicionó 500 µl de agua desionizada y se agitó brevemente a 3000 rpm. 

Después se le agregaron 125 µl de reactivo de Folin-Ciocalteu y se agitó 

brevemente a 3000 rpm. Se dejó reposar 6 min en la oscuridad. Posteriormente se 

adicionó al tubo 1.25 ml de Na₂CO₃ al 7% y 1 ml de agua desionizada, se agitó 

brevemente a 3000 rpm. Se dejó reposar 1.5 horas en la oscuridad a temperatura 

ambiente. Después del reposo se leyó a una absorbancia de 750 nm en el 

espectrofotómetro (64 UV/Vis, JENWAY). En otro tubo se preparó el factor de 

corrección con 125 µl del extracto de la muestra y todos los reactivos bajo las 

mismas condiciones a excepción del reactivo de Folin-Ciocalteu. Por otro lado, se 

prepararon dos blancos de calibración. Para el blanco de calibración de las 

muestras se usó metanol al 30% y con todos los reactivos bajo las mismas 

condiciones. Para el blanco de calibración del factor de corrección se usó metanol 

al 30% y todos los reactivos bajo las mismas condiciones a excepción del folin. La 

concentración final se expresó como miligramos equivalentes de ácido gálico por 

100 g de fruto liofilizado (mg EAG/kg GL). Se realizó una curva estándar de 

calibración con el estándar correspondiente para cada una de las determinaciones. 

 

6.1.3 Determinación de flavonoides totales 
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La determinación de los flavonoides totales (FT) se realizó de acuerdo al principio 

de la formación de un complejo color rojo claro por la reacción de los iones aluminio 

con los flavonoides en un medio alcalino (Dewanto et al. 2002). Para la extracción 

de la muestra se pesaron 200 mg de muestra en un tubo falcon se adicionaron 5 ml 

de metanol acuoso (60:40), se agitó en un vórtex durante 10 min. Se sonicó a 

temperatura ambiente por 30 min; después se centrifugó a 10,000 rpm durante 15 

min a 4°C. Se filtró el sobrenadante con papel Whatman. Se procedió a realizar un 

lavado siguiendo los pasos antes mencionados. Posteriormente se tomó una 

alícuota de 250 µl del extracto y se colocó en un tubo de ensayo. Se le adicionaron 

75 µl de NaNO₂ al 5% y se agitaron brevemente. Después se le agregaron 150 µl 

de AlCl₃ al 10 % (recién preparado) y 500 µl de NaOH 1M agitando nuevamente y 

finalmente se adicionaron 1525 µl de agua desionizada para ajustar a un volumen 

final de 2.5 ml. Se agitó y se reposó en la obscuridad por 5 min. Se prepararon dos 

blancos de calibración, para el blanco de calibración se usó metanol acuoso (60:40) 

y todos los reactivos bajo las mismas condiciones. Para el blanco de calibración del 

factor de corrección se usó metanol acuoso y todos los reactivos bajo las mismas 

condiciones a excepción del AlCl₃ al 10%. La concentración final se expresó como 

mg equivalentes de catequina por 100 mg de garambullo liofilizado (mg EC/Kg GL). 

Se leyó cada muestra a una absorbancia de 510 nm en el espectrofotómetro. 

 

6.1.4 Cuantificación de taninos condensados 

 

Se cuantificaron los taninos condensados expresados como equivalentes de 

catequina, de acuerdo al ensayo de vainillina de Deshpande & Cheryan, (1985). El 

método se basa en la condensación de la vainillina con proantocianinas en 

soluciones acidas. La vainillina protonada es un radical electrofílico débil que 

reacciona con el anillo del flavonoide en la posición 6 u 8. El producto intermediario 

de esta reacción se deshidrata rápidamente para dar un producto coloreado de rosa 

o rojo cereza. La reacción se verifica entre la vainillina y los flavonoides como 

catequina. 
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Para la extracción se pesaron 200 mg de muestra seca y molida y se colocaron en 

un tubo falcón. Se adicionaron 10 ml de metanol y se agitaron en un vórtex a 8000 

rpm durante 20 min; después se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min. Posteriormente 

se tomaron 1 ml del sobrenadante y se colocaron en un tubo de ensayo, se le 

adicionaron 5 ml de reactivo de vainillina (vainillina 1% en metanol y HCl 8% en 

metanol en proporción 1:1) recién preparado. En otro tubo se preparó el factor de 

corrección con 1 ml del extracto de la muestra y 5 ml de HCl 4%. Por otro lado, se 

prepararon dos blancos de calibración uno con 1 ml de metanol y 5 ml de reactivo 

de vainillina y otro tubo con 1 ml de metanol y 5 ml de HCl al 4%. Después, la 

reacción se llevó a cabo por 20 min a 30°C, se leyó cada muestra a una absorbancia 

de 500 nm en un espectrofotómetro (6405 UV/Vis, JENWAY). 

 

6.1.5 Cuantificación de betalaínas 

 

La extracción y purificación se realizó de acuerdo al método descrito por Butera et 

al. (2002) con ligeras modificaciones. Se pesaron 0.1 g de muestra liofilizada y se 

adicionaron 10 ml de metanol al 50%, se agitaron 30 minutos a temperatura 

ambiente y se centrifugaron por 10 minutos, se filtró y el residuo fue lavado con 

metanol puro varias veces hasta obtener extractos incoloros, los extractos fueron 

combinados y se medió la absorbancia a 476, 538 y 600 nm. 

La concentración de betalaínas y betaxantinas fue obtenida mediante las 

ecuaciones desarrolladas por Nilsson, (1970). 

A= 1.905 (A538 – A600) 

Y= A476-Z-(a/3.1) 

Z= A538-a 

 

Betacianinas 

% Betanina= (a/1120)*(FD)*100 

% Vulgaxantina= (Y/ 750) * FD* 100 
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FD* Factor de dilución 

A= Absorbancia 

 

6.1.6 Análisis de fitoquímicos por HPLC-DAD 

 

El método que se empleó es el descrito por Ramamurthy et al. (1992). Se pesaron 

100 mg de muestra, los cuales fueron colocados en un tubo Falcon al que se le 

adicionaron 10 ml de metanol al 30 % la muestra se agitó por 10 min en un vórtex, 

se sonicó 10 min y se agitó nuevamente 10 min en vórtex. Posteriormente se 

centrifugó 5 min a 5000 rpm. El sobrenadante fue recuperado y se tomó una alícuota 

la cual fue filtrada a través de una membrana de o.45 µm, el filtrado fue colocado 

en un vial e inyectado inmediatamente al HPLC. 

 

El análisis de HPLC de los compuestos fenólicos se efectuó con una separación en 

fase reversa utilizando la columna Zorbax (ODS)- C18 (5 µm tamaño de partícula, 

15 cm x 4.6 mm i.d.). Se usó también una precolumna Zorbax ODS – C18. La fase 

móvil corrió a 1.5 ml/min y consistió en solvente A (ácido fórmico al 1 % en agua 

desionizada) y solvente B (ácido fórmico al 1 % en metanol), durante el análisis, el 

gradiente del solvente fue programado de 10 a 100% en B en A en 30 min el detector 

UV fue programado a 280 nm y el volumen de inyección fue de 20 µl. todos los 

solventes utilizados fueron filtrados a través de membranas de 0.45 µm. 

 

La identificación de ácidos fenólicos fue realizada mediante comparación con el 

tiempo de retención y el espectro de absorción de estándares de ácidos fenólicos 

comerciales y su cuantificación se realizó con curvas de calibración de los mismos. 

 

6.1.7 Identificación de compuestos por UPLC-QTOF-MSE 

 

La preparación de la muestra para el análisis cromatográfico fue la siguiente: 1,5 ml 

de los sobrenadantes de las EP y las NEP se recolectaron y se colocaron en tubos 
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de microcentrífuga. El disolvente se evaporó utilizando el dispositivo SpeedVac 

(Thermo Scientific Mod. SAVANT SC2010A) durante 3 días, resuspendido en 

metanol (200 µl) y filtrado con una membrana de 0,22 µm (Pérez-Jiménez & Saura-

Calixto, 2015). 

 

El perfil fitoquímico se evaluó en un cromatógrafo líquido de ultra rendimiento 

(UPLC) junto con un detector de matriz de diodos (DAD), tiempo de vuelo 

cuadrupolo (Q-ToF), espectrómetro (MS) con ionización por electrospray (ESI) (Vion 

IMS, Waters Co). Las muestras fueron filtradas (0,45 mm) e inyectado directamente 

en una columna BEH Acquity C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 mm) a 35ºC. Para la 

separación cromatográfica se utilizó agua con ácido fórmico (A) al 0,1% y 

acetonitrilo (B) como fase móvil a un caudal de 0,5 mL/min. Las condiciones de 

gradiente fueron 0% B/0 min, 15% B/2.5 mín., 21% B/10 min, 90% B/12 min, 95% 

B/13 min, 0% B/15 m y 0% B/17 min. Las absorbancias se midieron a 214, 280, 320 

y 360, 484 y 535 nm. Para la cuantificación se utilizaron estándares: eriocitrina 

(flavanona), genisteína (isoflavona), quercetina (flavonol), ácido p-hidroxibenzoico 

(ácido hidroxibenzoico), ácido ferúlico (ácido hidroxicinámico), betanina (betalaína), 

beta-sitosterol (fitoesteroles) y alfa-tocoferol (tocoferoles). Los resultados se 

expresaron en ug/g de fruta liofilizada. Se utilizaron las siguientes condiciones para 

MS: voltaje capilar 2,0 kV; voltaje del cono, 40 eV; energía baja de colisión, 6 V; 

energía alta de colisión, 15-45 V; temperatura de la fuente, 120ºC; caudal de gas 

cónico, 50 L/h; gas de desolvatación, N2 a 450ºC y 800 L/h. Datos de adquisición; 

se realizó en modo de ionización negativa (ESI-) en un rango de masa de 100-1200 

Da. Se utilizó una solución de leucina-encefalina (50 pg/mL) para la corrección de 

la masa de bloqueo a 10 mL/min. La identificación se realizó mediante el análisis de 

la masa exacta del ion pseudomolecular (error de masa <l10 ppm), distribución 

isotópica y patrón de fragmentación. 

 

Capacidad antioxidante 
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6.1.8 DPPH 

 

El análisis DPPH se realizó conforme a lo reportado anteriormente, con algunas 

modificaciones para lector de microplaca (Bondet et al. 1997). Este método evalúa 

la habilidad de un potencial antioxidante para neutralizar el radical 1,1-diphenil-2-

picryhydrazyl (DPPH) el cual es un radical estable que tiene una coloración violeta 

intenso con máxima absorbancia a 517 nm y que se puede correlacionar con la 

diminución del color. Se pesaron 100 mg de fruto liofilizado y se diluyó en 10 ml de 

metanol al 80%, se agitó en vórtex a 8000 rpm por 20 minutos, y se sonicó por otros 

20 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos y finalmente 

se filtraron. Se realizó un lavado con todos los pasos anteriores. En la placa de 96 

pozos, se colocó el factor de corrección que fue de 20 μl de DPPH 200 μM más 180 

μl de metanol en la primera fila, y en las siguientes 180 μl de cada extracto con el 

proceso ya descrito más 20 μl de DPPH 200 μM. La reacción de llevó a cabo durante 

30 minutos en la obscuridad y se leyó la absorbancia a 515 nm. Los resultados se 

expresaron en umol equivalentes de trólox por gramo de muestra. 

 

6.1.9 FRAP 

 

El método FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) se basa en medir la potencia 

plasmática de reducir iones férricos de Fe+3 a ferroso Fe+2 utilizando como agente 

cromógeno un complejo colorimétrico de 2,4,6-tripiridil-s-triazina–ferroso (TPTZ), el 

cual da una coloración azul verdosa y se lee por espectrofotometría a 595 nm. Se 

pesaron 100 mg de muestra liofilizada en un tubo falcon, se agregaron 5 ml de agua 

destilada, se colocaron en baño maría a 60ºC a temperatura ambiente. 

Posteriormente se agregaron 20 ml de agua destilada y se agitaron en vórtex por 

15 minutos, se centrifugaron a 8000 rpm por 5 minutos y finalmente se filtró. Se 

utilizó una placa de 96 pozos de fondo plano con un volumen total por pozo de 300 

μl. Se colocaron 20 μl de la muestra o estándar (en caso de la curva de calibración) 

más 200 μl de reactivo FRAP, el cual fue preparado en el momento con la proporción 
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10:1:1 de Buffer de acetato: TPTZ : FeCl3. La reacción se llevó a cabo durante 30 

min, en la obscuridad, después de lo cual se midió la absorbancia. Los resultados 

se expresaron en umol equivalentes de trólox por gramo de extracto (Benzie & 

Strain 1996.)  

 

6.1.10 TEAC 

 

El ensayo TEAC implica la producción directa del cromóforo azul/verde ABTS·+ por 

la reacción entre ABTS y persulfato de potasio. La adición de antioxidantes al catión 

preformado en el medio de reacción convierte esta técnica en una estrategia de 

decoloración. El grado de decoloración se puede medir a diferentes longitudes de 

onda, como se ha comentado, siendo la habitual la absorbancia a λ = 734 nm e 

indica el porcentaje de inhibición del radical ABTS·+ como la capacidad de 

reducción del antioxidante. Este porcentaje de inhibición determina la actividad 

antioxidante como función de la concentración y del tiempo en comparación con la 

reactividad relativa del patrón estándar, trolox, bajo las mismas condiciones (Re 

2002).  

 

Para la extracción se pesaron 10 mg de muestra y se extrajo con 10 ml de solución 

de acetona-agua (50/50 v/v).  Se agitó durante 10 min a 8000 rpm, posteriormente 

se centrifugaron por 5 min a 5000 rpm. Se filtró el sobrenadante con papel Whatman 

(0.20 m).  

 

El radical ABTS se obtuvo disolviendo 0.0038 g de ABTS (7mM) en 1 ml de 

persulfato de potasio (0.0033 g de K2S2O 5 ml de agua destilada 2.45 mM). La 

solución se almacenó en refrigeración y se protegió de la luz 12 h antes de su uso. 

La solución concentrada de ABTS se diluyó con solución de 0.7  0.2 a una longitud 

de onda de 734 nm. En un tubo eppendorf se colocó 0.99 ml de solución de ABTS 

diluida con la solución amortiguadora de fosfato salino y se adicionaron 0.01 ml de 

muestra al tubo, se agitó y transcurridos 6 min se medió nuevamente la absorbancia 
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(abs al t= 0 min). El blanco consistió en solvente de extracción de la muestra y para 

el caso de la curva de trolox se utilizó etanol. 

 

Para cuantificar la capacidad antioxidante se realizó una curva de trolox (anexos). 

Se utilizó la absorbancia neta (AN) y se expresó como μmol equivalentes de trolox 

por gramo de muestra. 

 

La absorbancia neta se calculó de la siguiente manera: 

AN= (At0-At6)-(At0 blanco-At6 blanco) 

 

La solución ABTS sólo se utilizó entre las 12-16 h de su preparación. La solución 

amortiguadora de fosfato salino se mantuvo a temperatura ambiente ya que si se 

refrigeraba afecta considerablemente la estabilidad del radical. 

 

6.1.11 ORAC 

 

El método es capaz de medir la capacidad global que tienen todos los antioxidantes 

presentes en una muestra para neutralizar los radicales peroxilo (ROO). Éstos son 

generados a partir del azo-compuesto AAPH (2,2`-azobis(2-amidinopropane) 

dihidro-clorido) y reaccionan con la flurosceína, oxidándola. La pérdida de la 

fluorescencia de la fluoresceína es el indicador de la extensión de la oxidación con 

el radical peroxil (Ou et al., 2001). 

 

Se preparó una solución amortiguadora de fosfatos (71 ml de fosfato de sodio 

monobásico 0.2 M y 304 ml de fosfato de sodio dibásico 0.2 M, se llevó a 900 ml 

con agua destilada y se ajustó pH a 7.4 cuidando no rebasar el volumen de 1 litro.), 

la cual se utilizó para preparar todos los reactivos y las diluciones necesarias. Ésta 

se almacenó en botella ámbar a 4ºC. Se preparó una solución madre de 

fluoresceína 0.5315 mM (5 mg en 25 ml). De esta solución se preparó la solución 

de trabajo a 8.185 x 10-5 mM (7.7 µl de solución madre, aforado a 50 ml). 
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Se tomó 1.5 ml de solución de trabajo de fluoresceína y se colocó en una celda 

espectrofotométrica. En la misma celda se agregó 0.75 ml de muestra (diluida 

previamente en solución amortiguadora con el objetivo de que el poder antioxidante 

decaiga en un lapso de tiempo menor que el estándar de trolox de 40 µM y mayor 

que la de 10 µM) y se colocó a baño maría a 37ºC por 5 minutos. Después de este 

tiempo se agregó 0.75 ml de solución de APPH ( 2,2´azobis (2-amidinopropano)-

HCl; 0.415 g aforado a 10 ml), agitando con la misma pipeta. Inmediatamente se 

tomó la primera lectura en el fluorómetro (λexitación=  493 λemisión = 515) y se regresó 

al baño maría. Se continuó leyendo la celda cada minuto hasta que el valor de la 

intensidad correspondió un 10% del valor inicial. Para este método se realizó un 

blanco antes de analizar la muestra, donde ésta fue reemplazada por solución de 

fosfatos. Los valores se reportaron como µmol ET/g de muestra, mediante una curva 

estándar, usando el área neta bajo la curva (ANBC) de cuatro concentraciones de 

trolox.  

 

Para el cálculo del valor ORAC se utilizaron las siguientes fórmulas 

ANBC= (ABC muestra – ABC blanco ) 

ABC= área bajo la curva = 0.5 + f1 / f0 + f2 / f0 + … + f1 /  f0 

f0=  Fluorescencia inicial leída al min 0 

f¡= Fluorescencia leía al tiempo 1 

 

Es importante señalar que la solución amortiguadora de fosfatos y la solución madre 

de fluoresceína sólo pueden almacenarse por dos meses. La solución patrón de 

fluoresceína debe prepararse al instante protegiéndola de la luz y sólo puede 

utilizarse el día que se prepara. Con la solución de APPH se deben tener los mismos 

cuidados que para la fluoresceína. Todas las soluciones deben mantenerse en 

cama de hielo al momento de hacer la determinación. 

 

Fase experimental in vivo 
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El residuo de garambullo se obtuvo de acuerdo con lo reportado por Rodríguez et 

al. (2018). Primeramente, el polvo de garambullo liofilizado se mezcló con agua en 

una proporción 1:5 (agua/solvente) luego se agitó durante 20 min a 21°C. La 

muestra se filtró y posteriormente se secó en horno de convección a 60°C durante 

24 h, finalmente se pulverizó.  

 

Tanto el garambullo como su residuo se utilizaron para llevar a cabo la fase 

experimental in vivo como se describe a continuación: 

 

Se utilizaron ratas macho Sprague-dawley con peso inicial de 69.6  5 g de 4 

semanas de edad. Las ratas se mantuvieron en un cuarto con temperatura ambiente 

de 21  2ºC, ciclos de luz oscuridad 12/12 horas, con agua y alimento ad libitum. 

Una semana después de la aclimatación, las ratas se asignaron al azar a 6 grupos 

de tratamiento (n=12): (1) control negativo (C -), dieta basal, inyección subcutánea 

de solución salina; (2) grupo Azoximetano (AOM+DSS), dieta basal más una 

inyección subcutánea de AOM (10 mg/kg de peso corporal, disuelto en 1 ml de 

solución fisiológica) una vez a la semana por 2 semanas (semana 3 y 4) seguido de 

un ciclo de 7 días de dextrán sulfato de sodio (DSS) al 2% disuelto en su agua ad 

libitum; (3) grupo de garambullo (G) (5 g/ kg de peso corporal) diariamente y dieta 

basal; (4) residuo de garambullo (R) (5 g por Kg de peso corporal) diariamente y 

dieta basal, (5) G+AOM+DSS, G más AOM más DSS y dieta basal; (6) 

R+AOM+DSS y dieta basal. El G y el R se administraron por medio de una “galleta” 

que se elaboró con la dosis anteriormente indicada de garambullo liofilizado y con 

el pellet que consume la rata normalmente, esta galleta se les proporcionó, una vez 

por día durante el periodo experimental (16 semanas) y las dosis se seleccionó de 

acuerdo con la dosis previamente reportada por Reynoso et al., (1999) como dosis 

inocua. 

 

Desde la primera semana de tratamiento, se registró el consumo de agua y alimento 

semanalmente, así como la variación en el peso de las ratas. Al final del periodo 
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experimental se sacrificaron a los animales con CO2 y se recolectaron las heces de 

cada uno de los grupos, se congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -

70ºC para posteriormente determinar la concentración de ácidos grasos de cadena 

corta (AGCC). Asimismo, se realizaron análisis histológicos para determinar el 

desarrollo de fosas crípticas aberrantes (FCA) y se guardó el tejido colónico para 

los siguientes análisis moleculares planteados. 

 

6.1.12 Concentración de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 

 

La producción de AGCC en heces se determinó utilizando el método propuesto por 

García-Villalba et al. (2012). Se mezcló 1 g de heces en 10 mL de una solución de 

ácido fórmico al 9% y se centrifugó a 10.000 rpm durante 15 min. Se recogió el 

sobrenadante y se añadieron 10 mL de acetato de etilo, se agitó durante 2 min y se 

centrifugó de nuevo. La fase orgánica se recogió y se transfirió a un vial de 

inyección. Se inyectó 1 microlitro de la muestra en el cromatógrafo a una 

temperatura del inyector de 250 °C.  La temperatura inicial de la columna fue de 

90C°, que aumentó a 1500C° a 15C°/min, 170C° a 5C°/min y finalmente a 250C° a 

20C°/min y se mantuvo a esta temperatura durante 2 min (tiempo total 14 min). El 

detector funcionó en modo de ionización por impacto de electrones (energía de 

electrones de 70 eV) y escaneó el rango de 30 a 250 m/z. La temperatura de la 

fuente de iones, el cuadrupolo y la interfaz fue de 30°C, 150°C y 280°C, 

respectivamente. Se utilizaron estándares para identificar los AGCC, teniendo en 

cuenta la retención de estos y el área bajo la curva. 

 

6.1.13 Determinación de fosas crípticas aberrantes (FCA) en el colon. 

 

El colon de los animales sacrificados se removió y las FCA fueron identificadas y 

cuantificadas por medio de las siguientes tinciones: 

 

6.1.13.1 Azul de metileno 
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El colon de los animales se extirpó cortando longitudinalmente desde el ciego hasta 

el ano, lavando con agua salina. El otro 50% del tejido recolectado se colocó en un 

corcho elaborado con foami y se fijó en formaldehído al 10% hasta su tinción, 

manteniéndolos en refrigeración (4°C). Las muestras se tiñeron con azul de metileno 

al 0.5% durante 10 min, se enjuagaron con solución fisiológica para retirar el exceso 

de colorante y se observaron las FCA con un microscopio de luz invertida, las cuales 

se reportaron por cm2 de colon distal (Bird, 1987). Así mismo, se realizó el análisis 

de la multiplicidad, identificado el número de criptas por foco y se clasificó en 1, 2, 

3 y ≥ 4. 

 

6.1.13.2 Hematoxilina y eosina 

 

El colon de los animales se extirpó cortando longitudinalmente desde el ciego hasta 

el ano, lavando con agua salina. El 50% del tejido recolectado se conservó en 

solución amortiguadora de fosfatos, se fijó con formaldehído al 4% y se parafinó. 

Luego del proceso de desparafinado, se tiñeron con hematoxilina y eosina. Los 

tejidos se analizaron microscópicamente y la incidencia de FCA fue reportada 

(Wijnands et al., 2001). 

 

6.1.14 Análisis bioquímicos en sangre 
 

Una vez sacrificados los animales, se extrajo sangre por medio de punción cardiaca, 

la cual se recuperó en tubos con gel separador para análisis de química sanguínea. 

Posteriormente, las muestras se centrifugaron (Hettich Zentrifugen eba 20; Andreas 

Hettich GmbH &Co. KG Germany) por 10 min a 112 RCF, se recuperó el suero y se 

analizó en el Spin 120 (Spinreact SAUCTRA Inc. Sta Coloma, 7 17176 St. Esteve 

Bas Girona Spain). Los análisis se realizaron en el Laboratorio de Nutrición Humana 

de la FCN-UAQ.  
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6.1.15 Longitud y peso de órganos  
 

Al momento de la matanza se disectaron y pesaron distintos órganos; colon distal, 

hígado y bazo, los cuales se midieron colocándolos en una hoja milimétrica y se 

pesaron en una balanza granataria. 

 

6.1.16 Determinación de β-glucoronidasa 

 

Se determinó la actividad de la enzima β-glucoronidasa con el kit de ensayo de 

fluorometría de actividad de β-Glucoronidasa (ab234625) el cual es sensible para 

detectar desde 1µU (1 pmol/min) de actividad enzimática. Brevemente, 10 mg de 

contenido colónico se homogenizaron en una cama de hielo, utilizando un politrón, 

en 100 µl de solución buffer XLIII/ β-glucoronidasa. Posteriormente el lisado se 

centrifugó a 10,000 g por 5 min a 4°C, se colectó el sobrenadante y se añadió 2 µl 

en una placa de 96 pozos, se ajustó el volumen de cada reacción a 90 µl con el 

buffer XLIII/ β-glucoronidasa.  

 

Para el control positivo se tomaron 5 µl del control positivo reconstituido y se ajustó 

el volumen a 90 µl con el buffer XLIII/ β-glucoronidasa. Para la mezcla de substrato, 

se diluyó 10 veces la solución de sustrato madre con el buffer XLIII/ β-glucoronidasa, 

obteniendo así la solución de trabajo. Para iniciar las reacciones se añadió 10 µl de 

la solución de trabajo a el control positivo y a las muestras. Posteriormente, se midió 

la fluorescencia (Ex/Em=330/450 nm, fluorescence microplate reader; Varioskan 

Flash Multimode Reader, Thermo Fisher) inmediatamente después de la adición del 

substrato, por 0-60 minutos a 37°C. La actividad de β-glucoronidasa se cuantificó 

mediante una curva estándar de 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2.0 nmol de 4-

Metilumbeliferona (4-MU). 

 

Para el análisis de datos se promediaron las lecturas de los duplicados de cada 

estándar, control y muestras, posteriormente, se sustrajo el promedio del blanco de 
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todas las lecturas de estándares, controles y muestras obteniendo la fluorescencia 

corregida. Se graficaron los valores de fluorescencia corregida de los estándares en 

función de la concentración final de 4-MU.  

Se calculó la actividad de β-glucoronidasa: ∆RFU = RFU2 – RFU1 

Se aplicó la ∆RFU a la curva estándar de 4-MU (y = 425.86x + 3.9953 

R² = 0.9957) para obtener la cantidad pmol de 4-MU generada durante el tiempo de 

reacción (∆t= t2-t1) 

Actividad β-glucoronidasa de cada muestra= B/ (∆t x V) * D = pmol/min/ml = µU/mL 

Donde: 

B= cantidad de 4-MU en la muestra, calculada a partir de la curva estándar, en pmol 

∆t= tiempo de reacción (min) 

V= volumen de muestra añadido en los pozos (ml) en mi caso fue 2 ul 

D= factor de dilución 

7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los resultados se reportarán como la media ± DE. Se realizará un análisis de 

varianza ANOVA (= 0.05), haciendo una comparación entre tratamientos por la 

prueba de Tukey para los resultados de la caracterización nutracéutica del 

garambullo y su residuo, y prueba Dunnett para el ensayo in vivo, empleando el 

programa estadístico SPSS V21 para Mac 

8 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Caracterización fenólica 

 

Se cuantificaron los compuestos fenólicos totales (CFT), así como los flavonoides 

totales (FT), taninos condensados (TC) y betalaínas (betaninas y betaxantinas) 

(Tabla 1).  
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Tabla 1. Compuestos fenólicos totales, flavonoides totales, taninos condensados y betalaínas 

a  mg Equivalentes de Ácido Gálico/100 g garambullo liofilizado 
b  mg Equivalentes de Catequina/100 g garambullo liofilizado 
c  mg/Kg (MF, Materia Fresca) 

Diferentes letras muestran una diferencia significativa entre filas, por la prueba de Tukey (p <0.05). 

ND: No determinado 

 

8.1.1 Compuestos fenólicos totales 

 

Los CFT fueron analizados en el garambullo liofilizado y en los extractos de hidrólisis 

ácida (los cuales fueron 4: H2SO4 1 y 4M y HCl 1 y 4M) con el fin de determinar 

cuántos fenoles totales están contenidos no sólo en la fracción soluble sino en 

aquella fracción que por lo general se desecha (Tabla 1). Se obtuvo mayor cantidad 

de CFT en el extracto elaborado con hidrólisis ácida de HCl 1M con una diferencia 

estadísticamente significativa en comparación con los otros extractos y el 

garambullo liofilizado. La cantidad obtenida en este extracto fue de 20701.8  141 

mg Eq AG/100 g de garambullo liofilizado (materia seca), lo cual es equivalente a 

31,052.7  176 mg Eq AG/kg de materia fresca tomando en cuenta que el porcentaje 

de humedad del fruto es del 85%. Este resultado refleja mayor cantidad a lo 

reportado previamente por Guzmán-Maldonado et al., (2010) y Herrera-Hernández 

et al., (2011) de 9120  128 y 7403  45 mg Eq AG/kg de materia fresca, 

respectivamente. Lo anterior puede deberse a que esos autores no analizaron los 

polifenoles no extraíbles, sólo evaluaron los solubles. La literatura actual reporta 

 
Garambullo 

liofilizado 

Hidrólisis ácida 

H2SO4 1M H2SO4 4M HCl 1M HCl 4M 

CFTa 958.7  26a 18048.2   37b 14477.1  37c 20701.8  141d 20081.9  254e 

FTb 397.1  13a 8028.2  226b 4339.6  85c 14310.2  260d 13516.3  241e 

TCb 120.9  4a 1632.6  37b 1030.1  37c 1143.0  11d 987.4  30c 

Betaninasc 25.2  .9 ND ND ND ND 

Betaxantinasc 2.9   0.1 ND ND ND ND 
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que existen más polifenoles adheridos a la fibra que aquellos que se solubilizan al 

medio extractante (Saura-Calixto & Pérez-Jiménez, 2018).  

 

8.1.2 Flavonoides totales 

 

En cuanto a los flavonoides totales (FT) se encontró mayor cantidad en el extracto 

obtenido con hidrólisis ácida de HCl 1M, con una diferencia estadísticamente 

significativa en comparación con los otros extractos y el garambullo liofilizado. La 

cantidad encontrada fue de 14310.2  260 mg Eq Cat/100 g en garambullo 

liofilizado. No hay reportes previos de análisis de flavonoides totales por medio de 

esta técnica en garambullo. El resultado del presente estudio es menor a los 

flavonoides totales extraídos por hidrólisis ácida reportados por Esparza-Martínez 

et al. (2016b) en cáscara de mandarina (2694 mg Eq Rutina/ 100 g materia seca), 

esto se debe probablemente a las diferencias naturales entre tipos de fruta y a los 

estándares utilizados en la técnica (catequina vs rutina). 

 

En el extracto de hidrólisis ácida con H2SO4 1M se obtuvo la mayor cantidad de 

taninos condensados (1632.6  37 mg Eq Cat/100 g garambullo liofilizado). En 

cuanto al análisis de los taninos solubles se obtuvieron 120.9  4 mg Eq Cat/100g 

de materia seca, equivalente a 1.8 g Eq Cat/ kg de materia fresca. Este resultado 

es ligeramente menor al reportado por Guzmán et al., (2010), que reporta 2.52 g Eq 

Cat/kg lo cual puede deberse a las diferencias en las condiciones climáticas, de 

cosecha y de manejo de la muestra. 

 

8.1.3 Betalaínas 
 

Las betalaínas son otro fitoquímico de relevancia en la composición del garambullo, 

en donde las betacianinas son las responsables de la coloración púrpura y las 

betaxantinas de la coloración amarilla del mismo (Carle & Schweiggert 2016). Los 

resultados encontrados en el presente estudio muestran un contenido de 25.2  0.9 
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mg/kg de betaninas y 2.9  0.1 mg/kg de betaxantinas en materia fresca de 

garambullo, que concuerda con lo reportado por Guzmán et al., (2010) (29.5  1.9 

y 2.89  0.1 mg/Kg respectivamente). Cabe señalar que el contenido de betalaínas 

en los extractos obtenidos por los dos tipos de hidrólisis no ha sido analizado aún. 

 

8.1.4 Fibra 
 

La cantidad de fibra dietética en el presente estudio fue de 29.8  1.2 g/100 g de 

fruto fresco lo cual es menor a lo reportado por Guzmán et al., (2010) de 34.9  1.61 

g/100 g de fruto. La cantidad de fibra en el garambullo es mayor a la reportada en 

la pitahaya (Hylocereus polyrhizus) con 15.9 g/ 100 g de fruto y similar a la cantidad 

reportada en la tuna (Opuntia ficus-indica) con 32 – 36 g/100 g de fruto dependiendo 

la variedad (Moreira et al., 2020; Salehi et al., 2019). 

 

Los resultados encontrados nos muestran que los extractos realizados con hidrólisis 

ácida tienen mayor cantidad de fitoquímicos que en el garambullo completo. Existen 

escasos reportes del análisis de polifenoles no extraíbles en frutos, y ninguno en 

garambullo. El presente estudio demuestra que estos polifenoles no extraíbles son 

más abundantes que los de la fracción soluble. Lo que nos sugiere que estos 

fitoquímicos, los cuales en su mayor proporción están adheridos a la fibra dentro de 

la matriz del fruto, pudieran llega al colon, en donde producirían una protección y 

promoverán una favorable salud intestinal.  

 

Capacidad antioxidante 
 

8.1.5 DPPH 
 

Con respecto a la capacidad antioxidante por el método DPPH, se analizó el 

garambullo liofilizado, y tres extractos con hidrólisis ácida (H2SO4 1M, H2SO4 4M y 

HCl 4M). El método se basa en la medición espectrofotométrica del cambio de 
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concentración de DPPH resultante de la reacción con un antioxidante (Brand & 

Berset 1995). El ensayo DPPH es uno de los métodos más populares y empleados 

con frecuencia para evaluar la capacidad de los compuestos para actuar como 

captadores de radicales libres o donantes de hidrógeno, y con ello la capacidad 

antioxidante de los alimentos. En el presente estudio, el extracto realizado por 

hidrólisis ácida con H2SO4 4M fue el que obtuvo mayor cantidad de mol Eq/trolox 

por gramo, sin mostrar una diferencia significativa con las otras hidrólisis, pero si 

con el garambulllo liofilizado (Tabla 2). El resultado del valor DPPH en nuestro 

estudio en el garambullo liofilizado fue de 40 mol Eq de trolox/g lo cual demuestra 

una mayor capacidad antioxidante por el mecanismo de donador de hidrógeno que 

otros frutos similares como las moras, la granada y las fresas (30, 31 y 23  mol Eq 

de trolox/g respectivamente) (Rodrigues et al. 2019). 

 

8.1.6 FRAP  
 

En cuanto al método FRAP, se sabe que mide la capacidad de una muestra, en este 

caso del garambullo, para reducir los iones férricos y con ello demostrar su 

capacidad de quelación de metales. Los resultados del presente estudio muestran 

que el garambullo tiene capacidad de quelación de hierro, donde el extracto de 

hidrólisis ácida con HCl 1M obtuvo la mayor cantidad; 1199  38 mol Eq de trolox/g 

con una diferencia significativa a los extractos con H2SO4 4M, H2SO4 1M, garambullo 

liofilizado, pero no significativa con el de HCl 4M (Tabla 2). El valor FRAP para el 

garambullo liofilizado fue de 105.7  3.3 mol Eq de trolox/g (Tabla 2) lo cual 

muestra mayor capacidad antioxidante que otros frutos como lo es la fresa y la 

cereza (329 y 458 mol Eq de trolox/g respectivamente) según lo reportado por Guo 

et al. (2003). 

 

8.1.7 TEAC 
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El ensayo TEAC, es uno de los ensayos ampliamente utilizados en el estudio de los 

antioxidantes solubles en agua y lípidos. A pesar del inconveniente existente en el 

tiempo de medición (6 minutos) el cual no permite llegar al punto finalización de la 

reacción, es posible conocer la capacidad de transferencia de electrones de la 

muestra y con esto su capacidad antioxidante (Litescu et al. 2016). En el presente 

estudio, el extracto de la hidrólisis con HCl 1 M obtuvo la mayor cantidad con 1560 

 66 mol Eq de trolox/g (Tabla 2) con una diferencia significativa con el resto de 

los extractos y el garambullo liofilizado. El valor TEAC para el garambullo liofilizado 

fue de 100.8  3.6  mol Eq de trolox/g (Tabla 2), valor que está por encima de los 

valores reportados para frutos como las moras, granada y fresa (47, 43.5 y 34.9 

mol Eq de trolox/g respectivamente) (Rodrigues et al. 2019). 

 

8.1.8 ORAC 
 

El ensayo ORAC mide la capacidad de reacción en cadena del radical por parte de 

los antioxidantes a través del monitoreo de la inhibición de la oxidación del radical 

peroxilo, el cual se caracteriza por ser un radical libre que predomina en la oxidación 

de lípidos, en sistemas biológicos bajo condiciones fisiológicas, por esto, los valores 

ORAC son apreciados como biológicamente relevantes (Munteanu et al. 2021). El 

nivel de ORAC del extracto de garambullo liofilizado fue de 1405.5 mol Eq de 

trolox/g el cual es similar a lo reportado previamente para el garambullo por Herrera 

et al. (2011) de 113.2 mol Eq de trolox/g. Valores similares se muestran para el 

arándano con 101.7 mol Eq de trolox/g y valores más bajos se reportan para frutos 

como las uvas rojas, mandarina y melón 26.05, 37.1  1.2 and 16.4  0.9 mol Eq 

de Trolox/g respectivamente (Pérez-Jiménez & Saura-Calixto 2015; Lin et al. 2020). 

Similar al resultado de DPPH, FRAP y TEAC, los niveles de ORAC en los fenoles 

ligados (NEPP) fueron mucho más altos al compararse con los solubles. El valor 

más alto de los NEPP fue la hidrólisis ácida de 1 M HCl con 1620,8  63 mol Eq 
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de trolox/g, este resultado es más alto que el reportado para el arándano con un 

valor de ORAC de NEPP de 1258.53 mol Eq de trolox/g (Han et al. 2019) 

 

Tabla 2. Capacidad antioxidante 

 
Garambullo 

liofilizado 

Hidrólisis ácida 

H2SO4 1M H2SO4 4M HCl 1M HCl 4M 

DPPH 40.0  1.5a 376.6  9b 394.2  12.2b    452  13c 357.2  10.6b 

FRAP 105.7  3.3a 614.7  20b 841.4  30c 1199  38d 1159   22d 

TEAC 100.8  3.6a 1445.8  34b 1037.9  44c 1560  66d 525.9  66e 

ORAC 140.5  5.5a 509.3  22b 302.7  11c 1620.8  63d 1464  56e 

Los resultados son expresados en mol equivalentes de trólox por g de garambullo liofilizado. 

Diferentes letras muestran una diferencia significativa (ANOVA, prueba de Tukey post hoc, p <0.05) 

entre extractos y GL en la misma técnica de análisis. ND= No determinado. ND= No determinado 

 

Análisis de fenoles por HPLC-DAD y UPLC Q-ToF 

 
El análisis por HPLC-DAD en el garambullo liofilizado arrojó como resultado la 

identificación y cuantificación de los siguientes compuestos fenólicos: ácido caféico, 

ácido clorogénico, ácido elágico, ácido ferúlico, ácido gálico, ácido 

hidroxifenilacético, ácido hidroxibenzóico, catequina, epigalocatequingalato, 

epicatequina y quercetina (Tabla 3). El ácido gálico, ácido clorogénico y el 

epigalocatequingalato fueron los compuestos mayoritarios con 2208, 1138 y 937 

µg/g respectivamente (Tabla 3). Estos resultados coinciden con los reportados por 

Guzmán-Maldonado et al. (2010) y Herrera-Hernández et al. (2011) donde 

identifican al ácido caféico, ácido elágico, ácido gálico, ácido protocatecóico, 

epigalocatequingalato, epicatequina, vanillina y quercetina en garambullo liofilizado. 

Es por esto que, hasta donde se sabe, el presente trabajo identifica por primera vez 

en este fruto al ácido clorogénico, ácido ferúlico, ácido hidroxifenilacético y al ácido 

hidroxibenzóico, esto en cuanto al análisis por HPLC-DAD. 
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Tabla 3. Análisis de fenoles por HPLC-DAD 

Los resultados son expresados en µg/g de garambullo liofilizado 
Los resultados se expresan como el promedio de n= 3 determinaciones ± DE.  

Compuesto identificado Concentración (µg/g) 

Ácido caféico 790.4  78 

Catequina 121.3  11 

Ácido clorogénico                           1132.0  23 

Ácido elágico 515.4  56 

EGCG 1018.0  82 

EC 203.9  34 

Ácido ferúlico   12.9   1 

Ácido gálico                           2278.0  61 

Ácido hidroxifenilacético 159.7  5 

Ácido hidroxibenzóico 188.8  41 

Quercetina 122.2  34 
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 Tabla 4. Análisis de compuestos en extracto metanólico de garambullo e hidrólisis ácidas por UPLC Q-ToF 

Los resultados muestran el promedio de 2 repeticiones (n=2) por duplicado ± DE 
*Identificación por medio de estándares comerciales 
ND: No detectado 

 

La tabla 4 muestra los compuestos identificados en el garambullo, ya sea en el 

extracto metanólico o en las hidrólisis ácidas elaboradas a partir de el mismo. Hasta 

donde es de nuestro conocimiento, se identifican por primera vez los siguientes 

compuestos: betanidina, eriodictiol, quercetina ramnosil-ramnosil-hexosido, 

kaempferol ramnosil-hexosido-ramnosido, kaempferol, ácido hidroxibenzócio, ácido 

Familia* Compuesto  EtOH 30% HCl 1M HCl 4M 

Betaninas Betanina* 9.58 ± 0.26 ND ND 

Indicaxantina 7.82 ± 0.43 ND ND 

Betanidina 0.33 ± 0.03 ND ND 

Isobetanina 0.35 ± 0.02 ND ND 

Flavanonas Eriodictiol ND 0.07 ± 0.01 0.02 ± 
0.00 

Quercetina ramnosil-ramnosil-
hexosido 

22.73 ± 
0.67 

0.06 ± 0.04 ND 

Kaempferol ramnosil-hexosido-
ramnosido 

1.07 ± 0.07 ND ND 

Rutina* 3.87 ± 0.17 0.18 ± 0.00 ND 

Kaempferol hexosido-
ramnosido-hexosido 

0.62 ± 0.02 ND ND 

Quercetina* 0.24 ± 0.01 1.48 ± 0.00 0.70 ± 
0.06 

Kaempferol* 0.01 ± 0.00 ND ND 

Iso-ramnetina ND 1.29 ± 0.00 0.40 ± 
0.03 

Ácidos 
hidroxibenzóicos 

Ácido Gálico* ND 0.06 ± 0.05 0.05 ± 
0.00 

Ácido hidroxibenzóico hexósido 1.56 ± 0.08 ND ND 

Ácido hidroxibenzóico*  0.33 ± 0.01 ND ND 

Ácido vanílico* 0.20 ± 0.29 0.27 ± 0.20 0.59 ± 
0.06 

Ácidos 
hidroxicinámicos 

Ácido caféico hexósido 00.22 ± 
0.01 

0.01 ± 0.00 ND 

Ácido caféico* 0.16 ± 0.00 ND ND 

Ácido ferúlico hexóxido 0.66 ± 0.03 ND ND 

Ácido cumárico* 0.03 ± 0.00 ND ND 

Ácido ferúlico* 0.05 ± 0.00 ND ND 

Ácido cinámico* 0.01 ± 0.00 ND ND 
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caféico hexósido, ácido ferúlico hoxósido, ácido cumárico y ácido cinámico. Como 

se puede observar, los compuestos mayoritarios son las betanidinas y la quercetina. 

Estos compuestos, han sido reportados en otros frutos, con efectos 

quimiopreventivos, tal es el caso de Serra et al. (2013) que sugiere a la tuna 

(Opuntia ficus-indica), con  betaninas y betacianinas como compuestos 

mayoritarios, con un efecto antiproliferativo, en células HT-29, así como inducción 

del ciclo celular en las fases: G1, G2/M y S. Asimismo, Warren et al. (2009) reporta 

a la quercetina con un efecto antiproliferativo, al disminuir en un 41% las FCA con 

alta multiplicidad en ratas inducidas con AOM y alimentadas con este compuesto, 

aumentando también la apoptosis (8 veces más) al comparar el grupo quercetina+ 

AOM vs quercetina + solución salina.  

RESULTADOS DE ESTUDIO IN VIVO 

 

8.1.9 Evaluación in vivo del efecto del garambullo y su residuo, sobre el 

desarrollo de FCA inducidas con AOM 

 

8.1.9.1 Efecto del garambullo y su residuo administrados oralmente a 

través de una galleta, sobre el consumo de alimento, agua, así 

como en la ganancia de peso. 

 



 

 

81  

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

0

20

40

60

80

Semanas

A
lim

en
to

 (
g

)

Alimento

C-

AOM+DSS

G

G+AOM+DSS

R

R+AOM+DSS

 
Figura 8.Consumo de alimento en grupos alimentados con garambullo, residuo de garambullo y 
administrados con azoximetano.  
C-: Control negativo, AOM: azoximetano, DSS: dextrano sulfato de sodio, G: garambullo, R: 
residuoLos resultados se muestran como el promedio (n=12) ± DE 
*Diferencia significativa, prueba Dunnet (α= 0.05) 
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Figura 9. Consumo de agua en grupos alimentados con garambullo, residuo de garambullo y 
administrados con azoximetano. 

C-: Control negativo, AOM: azoximetano, DSS: dextrano sulfato de sodio, G: garambullo, R: 
residuo. Los resultados se muestran como el promedio (n=12) ± DE *Diferencia significativa, 
prueba Dunnet (α= 0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Ganancia de peso en grupos experimentales.  

C-: Control negativo, AOM: azoximetano, DSS: dextrano sulfato de sodio, G: garambullo, R: 
residuo. Los resultados se muestran como el promedio (n=12) ± DE *Diferencia significativa, 
prueba Dunnet (α= 0.05) 

 
Semanalmente se registró el consumo de agua y alimento presentados en las 

Figuras 8 y 9. La ingesta tanto de agua como el consumo de alimento fueron 

similares en los 6 grupos, sin presentar diferencia estadísticamente significativa al 

comparar los datos entre grupos semanalmente. Sin embargo, podemos observar 

que de la semana 4 a la 5 y de la 6 a la 7 hay una tendencia a incrementar el 

consumo de agua y a disminuir el consumo de alimento en los grupos AOM, G+AOM 

y R+AOM. Lo anterior sugiere que es debido al estrés producido por la inyección de 

AOM y el consumo de la sal DSS al 2% por 7 días, regularizándose en las semanas 

posteriores. Todos estos datos sugieren que los tratamientos en general fueron bien 

tolerados por las ratas. 
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El incremento de peso a lo largo del experimento se muestra en la Figura 10. El 

aumento de peso fue conforme a lo esperado y reportado para roedores de la misma 

cepa y sexo (Cossio-Bolaños et al. 2013). Sin embargo, se puede decir que existe 

una tendencia a menor ganancia de peso en el grupo del residuo y residuo + AOM, 

esto probablemente por una mayor saciedad, propiciada por la ingesta de fibra a 

través de la galleta de residuo de garambullo. En las últimas dos semanas se puede 

apreciar una meseta en cuanto a la ganancia de peso, normal según las guías de 

seguimiento de la cepa Sprague-Dawley (Sprague-Dawley growth chart, 2015). 

También se observó que posterior a la primera y segunda dosis de AOM en la 

semana 3 y 4 las ratas disminuyeron su ingesta de alimento, sin embargo, se 

normalizó a la semana siguiente. 

 

Las ratas mostraron un comportamiento esperado, teniendo mayor interés por 

consumir la galleta de garambullo que su alimento de costumbre. No se han 

observado signos que sugieran necrosis, diarrea, vómito, pérdida significativa de 

peso. 

 

8.1.10 Análisis bioquímicos de sangre  

 

Hasta ahora, es de nuestro conocimiento que el único estudio que reporta 

experimentos in vivo del consumo de garambullo es el publicado por Reynoso et al. 

(1999), donde sugiere la dosis inocua máxima de 5g/kg en ratas Wistar; sin 

embargo, no incluye análisis bioquímicos sanguíneos, es por esto, que en el 

presente estudio se realizaron con el propósito de determinar si el consumo de 

garambullo o su residuo causaban alguna alteración en la química sanguínea. 

Además, debido a que el AOM es metabolizado por el hígado, algunos marcadores 

bioquímicos como lo son las enzimas hepáticas podrían alterarse, como señal de 

daño hepático, sumado a que se han reportado alteraciones en el metabolismo de 

la glucosa, dentro de la transición de la etapa de iniciación a progresión del cáncer 

de colon (Venkatachalam et al. 2020).  
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Otro aspecto para considerar en el análisis bioquímico de la sangre de ratas 

inducidas con AOM, es que, en el cáncer de colon humano, un marcador importante 

para el pronóstico basado en la inflamación es la relación entre la proteína C 

reactiva y la albúmina (Ishizuka et al. 2015). 

 

Tabla 5. Efecto del garambullo y su residuo en la química sanguínea de ratas Sprague Dawley 
inducidas con AOM+DSS 

 C- AOM+DSS G G + AOM+DSS R R+ AOM+DSS 

ACURIC 
(mg/dl) 

5.9 ± 1.3 8.8 ± 0.84 5.7 ± 0.9 7.2 ± 0.9* 6.4 ± 1 7.5 ± 0.9* 

ALB (g/dl) 3.6 ± 0.2 3.5 ± 0.2 3.5 ± 0.2 3.4 ± 0.2 3.6 ± 0.2 3.4 ± 0.2 

COL 
(mg/dl) 

72.6 ± 7.9 98.5 ± 9.7 81.6 ± 8.2 94.7 ± 7.9 76.5 ± 8 92 ± 5.5 

HDLc 
(mg/dl) 

46.6 ± 4 36.5 ± 3.4 57.7 ± 7.1 52.5 ± 5.2 44.1 ± 4.6 52.4 ± 5.5 

CREAT 
(mg/dl) 

0.7 ± .07 0.6 ± 0.09 0.6 ± 0.05 0.6 ± 0.07 0.6 ± 0.0 0.6 ± 0.09 

GLU 
(mg/dl) 

353.6 ± 4.5 330.9 ± 30 340.2 ± 17 350 ± 15 349 ± 3.6 342 ± 26 

TGO 
(mg/dl) 

214 ± 20.4 186.3 ± 8.7 164.9 ± 21+ 169.5 ± 17 186 ± 13 181 ± 18 

TGP 
(mg/dl) 

213 ± 19.4 188.3 ± 17 167.1 ± 14+ 144.9 ± 15* 168 ± 22 178.3 ± 20 

PT (g/dl) 7.0 ± 0.24 6.8 ± 0.4 6.9 ± 0.3 6.8 ± 0.4 7.0 ± 0.2 6.6 ± 0.5 

TRIG 
(mg/dl) 

120.8 ± 12 116 ± 16 162.7 ± 28+ 162 ± 25* 153 ± 14+ 184.5 ± 19* 

UREA 
(mg/dl) 

42.9 ± 4.1 44.3 ± 4.5 45.8 ± 3.1 41.3 ± 2.3 43.1 ± 3.5 43.3 ± 5.1 

BUN 19.5 ± 1.7 20.4 ± 1.7 21.6 ± 1.4 19.6 ± 1.8 20.1 ± 1.4 19.7 ± 1.6 

GLOB 
(mg/dl) 

3.4 ± 0.51 3.3 ± 0.5 3.4 ± 0.5 3.3 ± 0.4 3.3 ± 0.5 3.3 ± 0.5 

AG 1.0 ± 0 1.2 ± 0.6 1.0 ± 0 1.0 ± 0 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 

LDL 
(mg/dl) 

15.6 ± 2.8 13.5 ± 1.4 13.8 ± 2 13.8 ± 2.4 13 ± 3.3 16.6 ± 3.4 

VLDL 
(mg/dl) 

23.1 ± 5.2 27.9 ± 3.9 33.3 ± 3.7 29.3 ± 4.4 28.3 ± 3.2 32.6 ± 4.2 

FACL (U/L) 294.2 ± 19 312 ± 34 239.4 ± 24+ 226.1 ± 22* 219 ± 31+ 222 ± 25* 

BILIST 
(mg/dl) 

0.3 ± 0.08 0.2 ± 0.03 0.3 ± 0.2 0.2 ± 0.06 0.2 ± 0.06 0.2 ± 0.03 

BILISD 
(mg/dl) 

0.0 ± 0.0 0.1 ± 0.05 0.03 ± 0.01 0.02 ± 0.0 0.0 ± 0.02 0.0 ± 0.01 

Resultados muestran el promedio de 12 repeticiones n=12. * muestra una diferencia significativa en 
comparación con grupo AOM+DSS (ANOVA, prueba de Tukey pos hoc, p <0.05) + muestra una 
diferencia significativa en comparación con grupo C- (ANOVA, prueba de Tukey pos hoc, p <0.05) 
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En la mayoría de los análisis bioquímicos no hay diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos bajo algunas excepciones. El ácido úrico es un 

potente antioxidante en plasma, una de sus funciones es proteger el ADN de daño 

oxidativo y de mediar la reparación de cualquier área nuclear que es expuesta a 

oxidación, una vez que entra al ambiente intracelular, se comporta como un 

poderoso pro-oxidante (Roumeliotis et al. 2019). En el presente estudio se muestra 

un incremento en el grupo AOM+DSS al compararse con el control, lo cual pudiera 

explicarse por lo mencionado anteriormente, ya que el AOM funciona como un pro-

oxidante del ADN. Asimismo, se puede observar una diferencia estadísticamente 

significativa entre los grupos con tratamiento de garambullo y su residuo vs grupo 

AOM, disminuyendo los niveles de ácido úrico. Esto es similar a los resultados 

reportados por Ayman et al. (2014) donde en ratones, el ácido úrico incrementó 

significativamente tras la administración de 10 mg/kg de AOM, así mismo, el 

tratamiento con extractos de P. pavonina (alga que contiene polifenoles) disminuyó 

los niveles de ácido úrico al compararse con el control (AOM), esto, debido 

probablemente a la disminución del estrés oxidativo y aumento del sistema de 

defensa antioxidante. Resultados similares son reportados en estudios donde el 

tratamiento con extractos de frutos como la manzana, se reduce significativamente 

el ácido úrico circulante, esto en estudios in vivo (Cicero et al. 2017). 

En cuanto a marcadores de hepatotoxicidad, tanto la albúmina como las enzimas 

hepáticas TGO y TGP no aumentaron en el grupo AOM/DSS al compararse con el 

control. Asimismo, aunque no hay una diferencia significativa, se muestra una 

tendencia por parte de los grupos tratados; G+AOM+DSS y R+AOM+DSS a 

disminuir niveles de TGO y TGP vs el grupo AOM+DSS. Los resultados aquí 

mostrados difieren a lo reportado por Mostafa et al. (2016) donde la albúmina 

disminuye marcadamente en el grupo AOM (control 3.2 ± 0.9 a 0.92 ± 0.04), y 

aumenta significativamente (aproximadamente al doble) los niveles de TGO Y TGP, 

esta diferencia de resultados, probablemente por la diferencia de dosis en el AOM, 

ya que en el estudio mencionado fue de 15 mg/kg.  
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La fosfatasa alcalina fue mayor en el grupo control al comparar con los grupos G y 

R. Lo anterior sugiere que el garambullo tiene efecto antiinflamatorio (Cortés et al. 

2014). En cuanto a los triglicéridos, los grupos G y R resultaron con mayor 

concentración estadísticamente significativa al comparar con el grupo C-, así como 

los grupos G+AOM+DSS y R+AOM+DSS al comparar con el grupo AOM+DSS. Se 

sabe que, naturalmente, las frutas contienen azúcares, estructuras básicas de los 

carbohidratos como lo son glucosa y fructuosa. Estudios han demostrado que el 

incremento en el consumo de fructuosa se asocia al incremento sérico de 

triglicéridos (Keskin & Yoldas-Ilktac, 2022). Hasta donde es de nuestro 

conocimiento, no existen estudios científicos que reporten del contenido de 

fructuosa del garambullo, sin embargo, se infiere que la contiene y probablemente 

debido a esto, los grupos que consumieron garambullo, aumentaron su consumo de 

fructosa al compararse con los grupos que sólo consumieron su dieta peletelizada 

normal, presentando un aumento en los triglicéridos, lo cual, es similar a lo reportado 

por Di Majo et al. (2024) donde se muestra un aumento significativo de triglicéridos 

en ratas Wistar suplementadas por 8 semanas con tuna (Opuntia Ficus Indica) al 

compararse con el grupo control.  El resto de los parámetros no presentan 

diferencias. Estos resultados sugieren que no hay daño hepático, por lo que se 

puede decir que el garambullo y su residuo no modifican la química sanguínea de 

manera negativa y, por lo tanto, fue inocua su ingesta por parte de las ratas. 

 

8.1.11 Evaluación in vivo del efecto del garambullo y su residuo, sobre la 

longitud y peso de colon e hígado 
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Figura 11. Longitud de colon de 72 ratas expuestas a los diferentes tratamientos.  

Los resultados se muestran como el promedio ± DE (n=12). 

 

La longitud de colon de los diferentes grupos no presentó diferencia 

estadísticamente significativa. Se ha reportado que el acortamiento del colon es 

herramienta visual macroscópica que refleja inflamación colorrectal severa y ha sido 

reportado para matrices alimenticias (Oficjalska et al. 2015; Chen et al. 2016). Es 

por esto, que podemos sugerir que los tratamientos no generan daños visibles en el 

colon en el periodo de 16 semanas de duración del experimento. Estos resultados 

son los esperados ya que el diseño del experimento contempla un estadio temprano 

de cáncer, es decir llegar a la parte de iniciación del cáncer, las FCA. 
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Figura 12. Peso de hígado de 72 ratas expuestas a los diferentes tratamientos. 

Los resultados se muestran como el promedio ± DE (n=12). 

 
El peso del hígado no muestra diferencias estadísticamente significativas entre 

grupos, lo que sugiere que tanto el garambullo como su residuo en la dosis 

administrada (5g/kg) no son hepatotóxicos. Por un lado, los grupos con AOM 

(AOM+DSS, G+AOM+DSS, R+AOM+DSS) presentan una tendencia al aumento del 

peso del hígado, lo que indica ligero daño hepático (De Robertis et al. 2011). El 

AOM es metabolizado en el hígado una vez inyectado, en donde las enzimas de 

fase I lo convierten en metilazoximetanol, mismo que es conjugado por enzimas de 

fase II con ácido glucurónico, con el que es enviado a través de la bilis al colon para 

ser eliminado por las heces (Venkatachalam et al. 2020). Por lo tanto, no es 

sorprendente que los 3 grupos administrados con AOM presenten cierto grado de 

inflamación. Sin embargo, ambos grupos tratados, tanto con G como con el R, aún 

con presencia de AOM y DSS, presentan menor peso del hígado que el grupo 

AOM+DSS. Por otro lado, los grupos G y R presentan un peso similar al control 

negativo, por lo que se sugiere que su consumo diario-crónico no representa un 

riesgo de daño hepático.  
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8.1.12 Identificación de FCA  
 

8.1.12.1 Tinción azul de metileno 

El experimento in vivo tuvo una duración de 16 semanas (1 semana de adaptación), 

al finalizar, los animales fueron sacrificados y el colon fue removido y teñido con 

azul de metileno para la identificación de FCA. En la Figura 6 se pueden observar 

fotografías de cada grupo, donde las FCA son evidentes en el grupo AOM, las 

cuales presentan las características descritas en la literatura como lo es el aumento 

del tamaño pericriptal, criptas ovaladas, epitelio engrosado, teñido más obscuro que 

las criptas normales, presentan más de un foco por cripta y sobresalen del plano 

focal (Wargovich et al. 2010; Almet et al. 2019). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Fosas crípticas normales y aberrantes del colon distal con tinción azul de metileno. 
A: control, B: AOM+DSS, C: G, D:  G+AOM+DSS E: R F: R+AOM+DSS  
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Tabla 6. Efecto del garambullo y su residuo en la formación de FCA en 72 ratas macho Sprague 
Dawley inducidas con AOM 

GRUPO FCA Multiplicidad 

1 2 3 4+ 

C 2.1 ±  1.2a 1.83 ± 0.8a 0.58 ± 0.52a 0 ± 0a 0 ± 0a 

AOM+DSS   9.7 ±  1.5b   1.27 ± 1a   1.54 ± 1a 1.92 ± 1.2b 2.81 ± 1b 

G 1.08 ± 0.7a 0.83 ± 0.6a 0.25 ± 0.46a 0 ± 0a 0 ± 0a 

G+AOM+DSS  5.9 ± 1.2c 1.63 ± 0.67a 2.72 ± 0.69b 0.92 ± 0.94b 0.37 ± 0.42c 

R 2.08 ± 0.8a 1.66 ± 0.50a 0.33 ± 0.46a 0.08 ± 0.30c 0 ± 0a 

R+AOM+DSS  5.2 ± 1.6c 2.25 ± 1.45a 2.25 ± 0.40ab 1.25 ± 0.46d 0.08 ± 0.30c 
Los resultados se expresan como el promedio de n=12 ratas ± DE 
Letras diferentes por columna expresan diferencia significativa p=0.05, prueba Tukey 

 

Las FCA detectadas en los grupos con tratamiento de garambullo (G) y su residuo 

(R) no difieren estadísticamente a las encontradas en el control negativo (C-), estos 

resultados sugieren que el garambullo no propicia la formación de FCA ni aumento 

en la multiplicidad de las mismas (Tabla 5). Los grupos con tratamiento de G+AOM 

y R+AOM muestran una diferencia estadísticamente significativa (p< 0.05) al grupo 

control positivo que es el AOM, lo cual sugiere que el garambullo y su residuo son 

capaces de inhibir la formación de FCA (Tabla 5). En cuanto a la multiplicidad, se 

sabe que es el número de criptas por foco y que entre mayor multiplicidad ( de 4 

criptas por foco) hay mayor probabilidad de formación de adenomas y 

adenocarcinomas (Cardeni et al. 2003). Los tratamientos G+AOM y R+AOM 

disminuyeron la multiplicidad ( de 4 criptas por foco) de manera estadísticamente 

significativa (p< 0.05), en cuanto a la multiplicidad de 3 focos por cripta, a pesar de 

que no hay una diferencia significativa se puede observar una tendencia a la baja 

por parte de los grupos con tratamiento; G+ AOM y R+AOM (Tabla 5).  

 

Estos resultados son similares a los reportados por Boateng et al. (2007) quienes 

evaluaron el efecto de jugo de blueberry y granada en la formación de FCA en ratas 

macho Fisher inducidas con AOM (duración de estudio 16 semanas), donde ambos 

jugos disminuyeron las FCA en comparación con el control (11.33 ± 2.85 y 15.67 ± 

1.86 vs 171.67 ± 5.6, respectivamente) (total de FCA por colon). Así mismo, 
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Klewicka et al. (2010) reportan una reducción significativa del número de FCA y la 

multiplicidad (> 4 criptas por foco), en ratas tratadas con MNU (carcinógeno 

utilizado) al ser tratadas con jugo de betabel durante 8 semanas (FCA 55 ± 18 a 21 

± 6 y multiplicidad 45 ± 21 a 7 ± 4) (Total de FCA por colon). También Banerjee et 

al (2016) prueban la eficacia de una bebida de ciruela en la formación de FCA en 

ratas Sprague Dawley tratadas con AOM reportando una disminución de FCA en un 

48% vs el control (duración del experimento 9 semanas donde el conteo de FCA se 

realizó por 1cm2). Fragoso et al. (2018) reportan una reducción de FCA totales en 

ratas Wistar inducidas con DMH al ser tratadas con Açai liofilizado, así como una 

disminución en la multiplicidad en las fosas con  4 criptas, pero no así en las fosas 

con 1-3 criptas (similar a los resultados del presente estudio) disminuyendo 222.4 ± 

48.5 (grupo control) a 138 ± 49.7(duración del estudio 25 semanas, conteo total de 

FCA por colon). A su vez, Arango et al. (2022) reporta la disminución de FCA en un 

30% en ratones inducidos con AOM vs el control al ser tratados con berry Andean 

(duración del estudio 8 semanas, conteo de FCA por 4 cm2 de colon distal), fruto 

subutilizado endémico de Colombia, que contiene ácido dihidroxibenzóico y ácido 

gálico como compuestos mayoritarios, compuestos también identificados en el 

garambullo (Montiel-Sánchez et al. 2021).  

 

En el presente proyecto, la caracterización del garambullo demuestra que el fruto 

contiene compuestos bioactivos que pudieran inducir efectos moleculares de 

protección contra daño producido por carcinógeno en el colon. Por ejemplo, el ácido 

gálico ha mostrado actividad anticancerígena en células Caco-2 por medio del 

ensayo MTT, exhibiendo una actividad citotóxica significativa (45%) en comparación 

con el control (Gulcin et al. 2020). Asimismo, Secme et al. (2023) el efecto 

antiproliferativo, apoptótico y anti-invasivo del ácido caféico en células de cáncer de 

colon HTC116 por medio de la regulación de  expresión de genes realcionados a 

apoptosis, ciclo celular e invasión celular, así como microRNAs, además reduciendi 

el estrés oxidativo y la actividad de la enzima glutatión S-transferasa. Otro 

compuesto encontrado en el garambullo, que ha sido reportado ampliamente en la 
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literatura como anticancerígeno, es la quercetina, flavonoide que ha demostrado 

inducir apoptosis y arresto del ciclo celular a través de efectos antioxidantes y anti-

inflamatorios Vollmannová et al. (2024). Por ejemplo, Tezerji et al. (2022) reportó la 

disminución de la expresión de -catenina y de proteínas Bcl-2 así como el 

incremento de la expresión de caspasa 3 en células de cáncer de colon tratadas 

con quercetina, en comparación con el control. Asimismo, betalaínas purificadas de 

betabel (Beta vulgaris) redujeron significativamente COX-2 e IL-8 a nivel de 

expresiópn de mARN en células CaCo-2, produciendo un efecto citotóxico (IC50 a 

25 g/ml), proponiéndose como nutracéutico que limita la iniciación y desarrollo del 

cáncer colorrectal (Farabegoli, 2017).  

 

El garambullo, como matriz alimentaria, con los compuestos aquí identificados y los 

que aún no han sido identificados, han mostrado de manera sinérgica, alta 

capacidad antioxidante, siendo capaz de neutralizar radicales libres derivados del 

nitrógeno (resultado de la prueba DPPH). Esto sugiere, que estos compuestos 

fenólicos contenidos en el garambullo, podrían reducir la toxicidad del carcinógeno 

AOM, ya que este genera un radical de nitrógeno durante su metabolismo en el 

hígado. Como se había mencionado, el AOM se metaboliza a MAM el cual se 

glucoronida para su excreción y se libera de este glucorónico en el colon mediante 

la enzima β-glucoronidasa, ejerciendo así sus efectos cancerígenos (Sears et al. 

2014). En esta parte, los compuestos fenólicos del garambullo podrían reducir la 

activación del MAM una vez liberado en el colon. 

 

Los resultados del presente proyecto, indican que el consumo de garambullo y su 

residuo dos semanas antes de la exposición al AOM+DSS previene el desarrollo y 

la proliferación de FCA, sugiriendo un efecto quimiopreventivo en las primeras 

etapas del cáncer de colon. Los resultados descritos, muestran que la matriz del 

garambullo contiene fibra dietética y fitoquímicos que pudieran estar actuando a 

nivel molecular para prevenir la aparición de las FCA. Debido a esto, se hipotetiza 

que los compuestos no digeridos en la parte superior del tracto gastrointestinal 
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llegan al colon y previenen el daño que causa el AOM+DSS, sustancia 

desencadenante y promotoda de cáncer de colon, además estos compuestos 

pudieran también potenciar mecanismos moleculares de defensa celular que 

impidan el desarrollo de las primeras lesiones. 

 

8.1.12.2 Análisis histológicos de FCA con tinción hematoxilina & eosina 

Figura 14. Críptas normales y aberrantes del colon distal con tinción hematosilina y eosina 
A: control, B: AOM+DSS, C: G, D:  G+AOM+DSS E: R F: R+AOM+DSS  
 

A B  C  

D  E  F  
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Figura 15. Incidencia de inflamación y daño premaligno en el colon 

 

El análisis histológico del colon distal también se llevó a cabo por medio de la tinción 

hematoxilina y eosina. La figura 14 muestra la incidencia de inflamación y de daño 

premaligno en el colon entre los grupos y la figura 15 muestra imágenes 

representativas del tejido de colon distal de cada grupo. En la imagen 

correspondiente al grupo control negativo (Fig 14 ) se puede observar la arquitectura 

conservada de las criptas así como la preservación del epitelio. La imagen del grupo 

AOM+DSS (Fig 14) presenta distorsión de la arquitectura de las criptas, dada por el 

acortamiento e inicio de ramificación de las mismas, así como un aumento de 

proliferación en la base (flechas rojas). Asimismo, se observa displasia de las 

células de goblet, estratificación nuclear, expansión de la lámina propia e infiltración 

linfocitaria. Estos hallazgos se deben a que el AOM induce un daño al ADN de las 

células normales al ser metabolizado inicialmente en el hígado por el citocromo 

p450, transformándolo en especies alquilantes altamente reactivas que inducen 

aductos en el ADN resultando en transiciones Guanina-Adenina. La inducción de 

mutagénesis en el oncogen KRAS y en el gen supresor de tumor CTNNB1 inducen 
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a que las células iniciadas afecten las células normales formando las lesiones 

preneoplásicas, siendo el DSS un polisacárido sulfatado que actúa como promotor 

al ser tóxico para el epitelio colónico provocando daño epitelial e inflamación (Kuri-

García et al. 2019). En las imágenes D y F correspondientes a los tratamientos, se 

puede observar que el garambullo y su residuo presentaron un efecto 

quimiopreventivo al reducir la frecuencia de lesiones aberrantes, hiperproliferación, 

presencia de glóbulos rojos en lámina propia, displasia, pérdida de la arquitectura 

de la cripta, así como la infiltración linfocitaria, esto al compararse con el grupo AOM. 

El AOM+ DSS es un detonante de FCA e inflamación, lo cual se refleja en los 

resultados del presente estudio, donde este carcinógeno y promotor inducen un 

35.6% de inflamación y un 33.0% de FCA así como la alteración de la arquitectura 

de los tejidos del colon de las ratas. La administración del garambullo y su residuo 

redujo el daño en un 72.5 y 39.7% respectivamente (Figura 15), en comparación 

con el grupo AOM+DSS, reflejándose una preservación parcial de la arquitectura 

tisular sin atrofia observable. Diversos estudios tanto in vivo como in vitro, sugieren 

que los polifenoles de diferentes fuentes alimentarias tienen la capacidad de retrasar 

el desarrollo y progresión del cáncer a través de disminuir la proliferación celular, 

inactivación de carcinógenos, inducción del arresto del ciclo celular, así como 

apoptosis y modulación inmunitaria. Estos compuestos han demostrado tener 

actividades anticancerígenas y quimiopreventivas actuando en diferentes vías de 

señalización como lo son NF-κB, proteína cinasa C, proteína activadora AP-1, Nrf2 

y modulando el estrés oxidativo (Khan et al. 2020). 

 

8.1.13 Actividad de β-glucoronidasa 

 

Los resultados mostraron que la administración diaria de garambullo y su residuo 

en una dosis de 5 g/kg fueron suficientes para reducir la actividad bacteriana β-

glucuronidasa en heces obteniéndose 49.3 ± 4.0 y 45.5 ± 3.7 pmol/min/ml de 

muestra, respectivamente, en comparación con el grupo AOM que presentó 85.0 ± 

2.2 pmol/min/ml de muestra (Figura 16). 
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Figura 16. Actividad de β-glucoronidasa en los grupos experimentales.  
Los resultados son expresados como la media de dos experimentos independientes por duplicado 
DE. Letras diferentes por columna indican una diferencia significativa p= 0.05, prueba Tukey. C-: 
negativo, AOM: azoximetano; DSS: dextrano sulfato de sodio; G: garambullo, R: residuo de 
garambullo. 
 

Ya se ha demostrado que la alta actividad de la enzima β-glucuronidasa en ratas 

contribuye al aumento del número de FCA (Arimochi et al. 1999). Por lo tanto, la 

reducción de la actividad de la β-glucuronidasa en los grupos administrados con 

garambullo y su residuo e inducidos con AOM podría contribuir al mecanismo de 

quimioprotección reflejado en la prevención del desarrollo de FCA en ambos grupos 

del modelo animal utilizado. La reducción de la actividad de la β-glucoronidasa se 

debe probablemente a la disminución de la población bacteriana patógena que 

produce una mayor cantidad de β-glucoronidasa en el colon, como las especies de 

Escherichia coli, Clostridium perfringens y Bacteroides (Skar et al. 1998). 

Resultados similares a los del presente estudio se reportaron por Karthik et al. 

(2009) donde la actividad de β-glucoronidasa aumentó significativamente en ratas 

wistar inducidas con DMH al compararse con ratas inducidas con DMH y tratadas 
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con morin, un flavonoide que actúa como agente quimiopreventivo (28.3  2.8 vs 

15.8  1.6 mg de p-nitrofenol liberado/min/g proteína). Asimismo, Hijová E et al. 

(2013) reporta una disminución significativa de la actividad de β-glucoronidasa en 

contenido cecal de ratas Sprague-Dawley inducidas con DMH y tratadas con 

prebióticos (inulina) al compararse con las ratas inducidas con DMH (0.18  0.009 

vs 0.38  0.16 nitrofenol umol/min/g). 

 

8.1.14 Producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 

 

La producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) se monitorizó al principio, 

a la mitad y al final de la fase experimental (Figura 17). La cantidad de AGCC es 

similar en todos los grupos al comienzo e incrementa con el tiempo, presentando la 

mayor concentración el ácido acético, seguido del propionato y la concentración 

más baja fue el butirato, en todos los grupos, a las 16 semanas. A las 8 semanas, 

el acetato y el butirato aumentan en los grupos G y R (12.08 ± 1.92 y 11.79 ± 0.67 

μM de acetato, 7.49 ± 0.84 y 7.41 ± 0.27 μM de butirato, respectivamente), mientras 

que el grupo AOM tiene mayor concentración de acetato a las 16 semanas (17.30 

± 0.51 μM), y los grupos C- y R tienen un mayor contenido de butirato (7.09 ± 0.90 

y 7.88 ± 0.74 μM, respectivamente). Los grupos AOM+DSS, G, G+AOM/DSS y 

R+AOM/DSS presentaron una menor concentración de este compuesto al final del 

experimento (5.74 ± 0.58, 5.33 ± 0.52, 5.81 ± 0.07 y 5.81 ± 0.81 μM, 

respectivamente). Entre todos los AGCC producidos, el butirato se oxida 

rápidamente para generar combustible después de la absorción en los enterocitos 

en las células epiteliales intestinales diferenciadas y contribuye a la proliferación de 

mucosa sana. Sin embargo, existe una discrepancia en la función del butirato en 

células neoplásicas e indiferenciadas, ya que no se utiliza como fuente de energía, 

utilizándose preferentemente la glucosa, y su acumulación en el citoplasma 

conduce a la modificación de las histonas (inhibición de HDAC) y a la detención del 

ciclo celular (Gasaly et al. 2021; Fagundes et al. 2024). Lo anterior podría ser la 



 

 

98  

 

 

explicación de que los grupos G+AOM+DSS y R+AOM+DSS tengan 

concentraciones de butirato similares al final del período experimental.  

 

Por una parte, el grupo AOM+DSS tiene una acumulación de butirato producida por 

el metabolismo bacteriano sin ser excretado en las heces, y, por otra parte, los 

grupos G+AOM/DSS y R+AOM/DSS utilizan el butirato producido en procesos 

moleculares que dan como resultado la detención de la proliferación y la protección 

de los colonocitos, lo que se refleja en una disminución significativa en el desarrollo 

de FCA en este estudio. Sze et al. (2019) informaron que las concentraciones de 

AGCC fecales no difieren entre el colon de humanos sanos y de aquellos con 

adenomas o carcinomas de colon. Además, la fermentación de la fibra dietética se 

acompaña de cambios químicos en los compuestos fenólicos, produciendo AGCC 

hidroxilados como el ácido 3,4-diOH-fenilacético, el ácido 3-fenilpropiónico, el ácido 

hidroxibenzoico y otros (Serra et al. 2012). Otros autores plantean la hipótesis de 

que desempeñan un papel en el desencadenamiento de la muerte celular, la 

diferenciación y/o la inhibición del crecimiento de los colonocitos transformados al 

regular el nivel de ARN mensajero de los genes implicados en estos procesos 

(Sivaprakasam et al. 2016; Wang et al. 2019). A pesar de que en el presente 

proyecto no se identificaron los AGCC mencionados, se tiene la hipótesis de que, si 

se producen y que pudieran inducir esos mecanismos protectores en los grupos 

inducidos que consumieron el garambullo y su residuo, sin embargo, análisis 

adiciones para identificar los AGCC hidroxilados serán necesarios como parte de la 

continuidad de este proyecto. 
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Figura 17. Ácidos grasos de cadena corta en heces de los grupos experimentales.  
Los resultados son expresados como la media de dos experimentos independientes por duplicado 
DE. Letras mayúsculas diferentes indican diferencia significativa entre los grupos y letras minúsculas 
diferentes indican diferencia significativa entre semanas (p=0.05), prueba Tukey. C-: negativo, AOM: 
azoximetano; DSS: dextrano sulfato de sodio; G: garambullo, R: residuo de garambullo. 
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9 CONCLUSIONES 
 

El garambullo es un fruto que ha demostrado contener compuestos bioactivos como 

lo son fenoles, flavonoides, taninos y betalaínas. Por lo general las técnicas de 

análisis de estos fitoquímicos emplean medios extractantes solubles; sin embargo, 

en el presente estudio al realizar un análisis tanto en la parte soluble como en la 

fibra, se puede concluir que la mayor proporción de éstos se encuentran 

precisamente en esta fracción comúnmente subestimada. Específicamente, la 

hidrólisis ácida con 1M fue capaz de extraer la mayor cantidad de fenoles totales, 

flavonoides totales y taninos totales del garambullo. Hasta donde es de nuestro 

conocimiento, en este proyecto se reportan por primera vez, tanto en la fracción 

extraíble como en la no extraíble lo siguientes compuestos: kaempferol hexósido, 

ácido dihidroxibenzoico isómero I, ácido metil-gálico, ácido dihidroxibenzoico 

hexósido, ácido dihidroxibenzoico isómero II, ácido gálico, ácido hidroxibenzoico 

isómero III, cumamaroil hexóxido y ácido cafeico. Las betalaínas no fueron 

identificadas en la fracción no extraíble. 

 

Además, la capacidad antioxidante demostrada por los 4 ensayos (DPPH, TEAC, 

FRAP, ORAC) nos muestra su potencial como neutralizador de radicales libres, 

donador de hidrógenos y quelante de hierro, por encima de otros frutos similares 

que son más comerciales. La fracción no extraíble mostró mayor capacidad 

antioxidante por los 4 métodos. 

 

En cuanto al experimento in vivo, se puede concluir que el garambullo y su residuo 

administrados durante 16 semanas a una dosis de 5 g/kg en ratas Sprague Dawley 

no promueven la formación de lesiones preneoplásicas como lo son las FCA, ni 

provocan alteraciones bioquímicas en sangre que pudieran indicar daño, así mismo, 

no afecta la morfología macroscópica del colon e hígado, órganos involucrados en 

el metabolismo del carcinógeno AOM. En cambio, el garambullo y su residuo si 

previenen el desarrollo del estadio temprano de cáncer de colon, al disminuir la 

formación de FCA, la multiplicidad de las mismas, así como preservar la arquitectura 
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de la mucosa y submucosa del colon, reduciendo la displasia y la infiltración 

linfocitaria, todo esto al comparar los grupos tratados con el grupo AOM+DSS. 

Resultados que pudieran explicarse por la disminución en la actividad de la enzima  

β-glucoronidasa. Es por todo esto, que el garambullo es un fruto que puede prevenir 

el cáncer de colon, el valor agregado que le confieren los resultados aquí reportados 

debe ser tomado en cuenta por la población, así como la industria para promover 

su consumo y su industrialización. 
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11 ANEXOS 

 

Anexo 1 Curva de equivalentes de ácido gálico, para determinación de 

compuestos fenólicos totales  
 

 

 

Anexo 2. Curva de equivalentes de catequina, para determinación de 

flavonoides totales 
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Anexo 3. Curva de equivalentes de catequina, para determinación de taninos 

condensados 
 

 

 

Anexo 4. Curva de equivalentes de trólox, para método DPPH 
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Anexo 5. Curva de equivalentes de trólox, para método FRAP 
 

 

 

Anexo 6. Curva de equivalentes de trolox, para método TEAC 
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Anexo 7. Curva de equivalentes de trólox, para método ORAC 
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