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RESUMEN.

El cancer es una de las principales enfermedades cronica-degenerativas a nivel
mundial y, en México, las tasas de mortalidad por cancer muestran tendencias
crecientes en las ultimas décadas. Estudios epidemiolégicos sugieren que el
empleo de fuentes vegetales verdes y amarillos reducen el riesgo de cancer
inducido por diferentes carcinégenos en varios 6rganos y tejidos. Un mecanismo
importante en la regulacion del cancer por los componentes de estos vegetales, se
basa en la induccion de enzimas de fase 2, como la quinona reductasa (QR), la
cual destoxifica, eliminando los metabolitos téxicos del organismos. Por tanto, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de plantas vegetales para inducir
enzimas de destoxificacion en células transformadas de higado de raton Hepa
1c1c7. Las células fueron sembradas en micro placas de 96 pozos (20,000
células/pozo) y ftratadas por 48 horas con medio que contiene diferentes
concentraciones de los extractos acuosos y metandlicos de Amaranthus hybridus
L. (quelite de pollo), Brassica rapa L. (nabo), Rumex crispus L. (lengua de vaca),
Portulaca oleraceae L. (verdolaga) y Yuca filifera Chab. (yuca), usando como
control positivo el agente quimioprotector sulfurofano. La actividad de QR se
determiné mediante la técnica establecida por Prochaska y col. (1992) y la
concentracién de proteina, empleando seroalbimina bovina como estandar. La
actividad de QR se incrementd en un 240% a la concentracién de 2.5 yM del
inductor sulfurofano, comparado contra el control negativo. El extracto acuoso de
la Portulaca oleraceae present6 la mayor actividad con un incremento del 5.1%
Por otro lado, los extractos metandlicos de Amaranthus hybridus presentaron
74.3%, (P < 0.05). Todos los extractos metandlicos mostraron mayor capacidad
para inducir la enzima QR en las células Hepa 1¢1¢7 con respecto a los acuosos.
Los resultados obtenidos en el estudio son de suficiente importancia dado que los
extractos no son puros y constituyen la base para estudios posteriores.
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I. INTRODUCCION.

El cancer es una de las principales enfermedades a nivel mundial, que causa mas
de 7 millones de muertes por afio. En la mayoria de los paises desarrollados la
mortalidad por las principales neoplasias malignas muestra, durante los ultimos
afios, una reduccion en la magnitud de sus tendencias crecientes. Sin embargo, el
perfil de la mortalidad por cancer en las naciones menos desarrolladas presenta
todavia un claro patréon ascendente. México no es la excepcion y las tasas de
mortalidad por cancer muestran una marcada tendencia creciente en las Gltimas
décadas. El promedio nacional de mortalidad especifica por cancer representa la
segunda causa de muerte entre las mujeres y hombres, con un incremento

consistente en la mayoria de las principales neoplasias en ambos sexos.

Factores extrinsecos, incluyendo el estilo personal de vida, juegan un papel
importante en el desarrollo de enfermedades en la mayoria de los humanos.
Habitos tales como el fumar y el consumo de alcohol, asi como la exposicién a
agentes carcinogénicos naturales y sintéticos, radiacion, drogas, agentes
infecciosos, son reconocidos extensamente como contribuidores importantes en la
teologia del cancer. Pero quiza sorprenda el papel tan importante que juega la
dieta rica en grasa y baja en fibra, causando mas de un tercio de neoplasia en

humanos (y posiblemente dos tercios).

Un mecanismo importante en la regulacién de ciertas neoplasias se basa en el
balance entre las enzimas de fase 1, las cuales activan carcinégenos y las
enzimas de fase 2, las cuales destoxifican los productos de los mismos. Prestera 'y
colaboradores (1993) proponen que algunos anticarcinégenos presentes en la
dieta pueden inhibir la activacién de carcinégenos, por un balance competitivo
entre la activacion del carcin6geno por enzimas de fase 1 (tales como citocromo
P450 1A) y la destoxificacion por enzimas de fase 2 (tales como glutatiéon S-
transferasa, quinona reductasa y UDP- glucoronosil transferasa). Ademas, existe

una amplia evidencia, tanto en estudios epidemiolégicos como en experimentales



in vivo e in vitro, que indican que la dieta humana contiene una gran cantidad de
componentes que afectan la expresién de enzimas de fase 1 y fase 2, es decir,
enzimas metabolizadoras de xenobidticos en tejidos y 6rganos tales como el

higado, el intestino y los rifiones.

Los vegetales y las frutas contienen varias clases de compuestos fitoquimicos que
poseen efectos antioxidante, antimutagénico y anticancerigeno, por lo que son
empleadas para el tratamiento de la arteriosclerosis, cancer y otras enfermedades
crénico-degenerativas en humanos. El empleo de fuentes vegetales con
capacidad para inducir enzimas de destoxificacion se basa en las siguientes
razones: Primero, numerosos estudios epidemiolégicos sugieren que un alto
consumo de vegetales verdes y amarillos, especialmente los de la familia
Cruciferae y del género Brassica (coliflor, berros, coles de Bruselas, col, brécoli),
reduce el riesgo de desarrollo de cancer en varios o6rganos. Por otra parte, el
consumo de vegetales o de algunos de sus componentes quimicos en roedores
también protege quimicamente contra la carcinogénesis. Segundo, evidencias
bien fundamentadas establecen que la alimentacion con ciertos vegetales inducen
enzimas de fase 2 en tejidos de animal. Tercero, la vasta flora mexicana ofrece la
oportunidad de obtener una amplia gama de compuestos fitoquimicos, que pueden
formar parte de las diferentes estrategias en la prevencion del cancer. Por lo tanto,
la poblacibn mexicana ante la necesidad de encontrar nuevos recursos
terapéuticos para enfermedades de alta incidencia, realiza un proceso de cambio
o adecuacion en el uso de la flora medicinal. En este sentido, la diversidad vegetal
que se encuentra en la zona del estado de Querétaro, asi como la informacién en
el uso de las plantas para consumo directo en la dieta, promueve la realizacion de
estudios sistematicos sobre plantas comestibles, como una fuente potencial de
compuestos fitoquimicos con capacidad de inducir enzimas de fase 2,
principalmente glutation S-transferasa y quinona reductasa. La actividad inductora
de los extractos fue medida en células transformadas de higado de ratén Hepa
1¢c1c7 de acuerdo a técnicas ampliamente estandarizadas.



Il. ANTECEDENTES.

11.1. Cancer

La carcinogénesis es un proceso cronico de varias etapas, caracterizado por la
acumulacion de alteraciones genéticas y fenotipicas especificas que pueden
evolucionar durante un periodo de 10 a 20 afios desde el primer acontecimiento
inicial. El crecimiento celular incontrolado caracteristico del cancer es el resultado
de un defecto adquirido del ADN celular que provoca cambios o una desregulacion
de los mecanismos que controlan el proceso de crecimiento celular (Flérez, 1997).
Existen diferentes mecanismos por los cuales el ADN de una célula normal se
dafia resultando en malignidad. A éste proceso se le llama carcinogénesis, y se
puede deber a una mutaciéon puntual, a la deleccién de un gen o a la traslocacion
de un cromosoma resultando en una reordenacion genética. Los oncogenes y los
genes supresores de tumores (antioncogenes) son genes importantes en el
desarrollo de un cancer. Los oncogenes estan presentes en una célula normal
como proto-oncogenes y son necesarios para el crecimiento celular normal. Sin
embargo, -una expresion incorrecta del mismo hace que la célula se vuelva
cancerosa. Los genes supresores de tumores tienen como funcién inhibir el
crecimiento de células con lesiones y pueden inducir la muerte de la misma

mediante el proceso de apoptosis (Gonzalez y Gonzalez, 2000).

I1.1.1. Etapas del cancer

La carcinogénesis tiene tres fases que son la iniciacién, la promocién y la
progresion. Durante la etapa de iniciacidn, agentes fisicos (radiaciones), quimicos
o biologicos (virus) implicados en la carcinogénesis, inducen una alteracién en la
informacion genética de las células mediante lesiones en el ADN. A este tipo de
agentes se les denomina iniciadores. Esta célula iniciada crece con una velocidad
ligeramente superior a las normales, y puede pasar inadvertida durante un periodo

muy largo. La promocién de una célula iniciada a un tumor aparece como



consecuencia de la exposicion a agentes no necesariamente carcinogénicos,
como son los agentes promotores. Estos agentes actdan a nivel del control de la
proliferacion celular, de modo que su papel es colaborar con la mutacién inicial, y
s6lo causan cancer cuando actlan de modo repetido tras el efecto del
carcinégeno iniciador. Asi, los agentes promotores estimulan el crecimiento de las
escasas células iniciadas, que con una sola mutacion tienen ligeras ventajas sobre
su crecimiento. El aumento de células con una mutacién favorece la posibilidad de
que alguna de ellas acumule una nueva mutacién que la haga proliferar ain mas
deprisa, bajo lo que se conoce como teoria de la expansién clonal. Mas alla de la
fase de promocidén, las células malignas van adquiriendo de forma irreversible
nuevas caracteristicas, que singularizan la fase de progresion. Uno de los hechos
mas significativos es la adquisicién de la capacidad metastasica o de invasién en
otros érganos, rasgo tal vez conferido por mutaciones en genes diferentes de los

oncogenes (Hoffmann, 2001).
I1.2. La dieta y el cancer.

Nuestra dieta comprende una compleja mezcla de sustancias organicas, las
cuales no sélo nos proporcionan sustento sino que también pueden desempefiar
un importante papel en el desarrollo, modulacién y prevencion de enfermedades
como el cancer. Tras numerosos estudios, hoy en dia se acepta que entre el 70 y
el 80 % de los canceres humanos estan relacionados con el estilo de vida (Toribio
y col., 2000). El factor de mayor contribucion es la dieta, la cual se puede
relacionar con el 35 — 45 % de los canceres, especialmente los colorrectales y los
de pancreas, prostata, mama, ovario y endometrio (Olantunde, 2004). Varios
macrocomponentes de los alimentos, como por ejemplo la grasa o el cloruro de
sodio, pueden ayudar a la aparicion de cancer en el colon o en el estomago,
respectivamente. Por otro lado, en la dieta se encuentran un gran numero de
microcomponentes capaces de dafiar el material genético celular, lo cual puede
derivar en la formacion de tumores tras un complejo proceso. Los carcinbgenos

dietéticos representan una fuente potencialmente importante de mayor riesgo de



cancer para la poblacion general. Aungue el publico a menudo atribuye el origen
de los carcinégenos presentes en los alimentos a los aditivos alimenticios, a los
pesticidas de sintesis y a varios contaminantes ambientales, se cree que estos
productos quimicos representan menos del 1% de los carcinégenos encontrados

en los alimentos (Devita y col., 1997).

La mayor parte de los carcindgenos dietéticos pertenecen a los pesticidas
naturales — toxinas producidas por las plantas para la proteccion frente a hongos,
insectos y animales predadores; micotoxinas -metabolitos secundarios producidos
por los hongos en alimentos, y sustancias producidas durante la preparacion y
conservacion de los alimentos. En este Gltimo grupo se incluyen compuestos como
los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), los N-nitroso compuestos y las
aminas heterociclicas (HAs). Las HAs se pueden formar durante el freido, asado a
la parrilla y chamuscado de alimentos ricos en protginas. Los PAHs son formados
durante el asado a la parrilla y el ahumado de ciertos alimentos; mientras que los
N-nitroso compuestos estan presentes en alimentos salados, en conserva y en
alimentos curados con nitratos o nitritos. Estos compuestos genotoxicos se
trasforman por la accion de enzimas metabolizadoras de fase 1 en metabolitos
capaces de interaccionar covalentemente con el material genético para formar
aductos con el DNA (Toribio y col., 2000; Fisher, 2003). En los alimentos también
se encuentran numerosas sustancias anticancerigenas que retrasan o dificultan la
producciéon de genotoxinas, su interaccion con el DNA o la progresion de las
células malignas (Devita y col., 1997).

)
[1.3. Bioactivacion de carcinégenos (biotransformacion)

La bioactivacion de carcindgenos presentes en los alimentos generalmente
involucra dos etapas, a las cuales se les ha denominado como reacciones de
fase1l y de fase 2. Las reacciones de fase 1 o de activacion consisten en
reacciones de oxidacion y reduccién, que exponen o introducen nuevos grupos

funcionales (-OH, -SH, -NH, -COOH). Estos cambios producen en general un



aumento en la polaridad de la molécula y conducen a algunos o varios de estos
resultados: a) la inactivacion; b) la conversion de un producto inactivo en otro
activo; ¢) la conversién de un producto activo en otro también activo, cuya
actividad aprovechable con fines terapéuticos puede ser cualitativamente similar o
distinta del original, y d) la conversion de un producto activo, pero cuya actividad
resulta toxica. Las reacciones de fase 1 son llevadas principalmente por el sistema
enzimatico de mono-oxigenasas del citocromo P450. El sistema se encuentra en
el reticulo endoplasmico o la fraccion microsomal del higado, que corresponden a
las membranas que conforman el reticulo endoplasmico liso. Estas mono-
oxigenasas representan, pues, una primera linea de defensa contra las sustancias
xenobidticas, e involucra la introduccion de grupos funcionales (-OH, -NHz —
COOH) en la molécula del xenobiotico, lo que permite después las reacciones de

conjugacion o de fase 2.

Las reacciones de fase 2 son reacciones de conjugacién en las cuales el
xenobi6tico o el metabolito procedente de la fase 1 se acopla a un sustrato
endodgeno, como los acidos glucoronico, acético o sulfarico, aumentando asi el
tamarfio y la hidrofilicidad de la molécula, con lo cual casi siempre se inactiva el
xenobiotico y se facilita su excrecion. En la formacién de conjugados participan
intermediarios de alta energia y las enzimas glutation S-transferasas (GSTs) y
UDP-glucoronosil transferasas (UGTs); reacciones de reducciéon catalizadas por
las enzimas NAD(P)H: y quinonareductasa (QR), y reacciones de hidrolisis
catalizadas por la enzima époxido hidrolasa (EH). En definitiva, los productos
resultantes de las reacciones de fase 2 tienden a ser compuestos polares,
hidrosolubles y, por lo tanto, mas facilmente excretables por la orina y por la bilis
(Fl6érez, 1997; Bertram y Katzung, 1999). Aunque un simple mecanismo no puede
explicar todas las formas de quimioprevencion, esta claro que la induccién de
enzimas de fase 2 (ej. GST, UGT y QR) es un mecanismo importante de
proteccién contra agentes toxicos y efectos neoplésicos de carcinbgenos quimicos
(Prochaska y Talalay, 1988).



Il.4. Induccion de enzimas de fase 2 (QR) como un estimador confiable de la

actividad inductora (Prueba de potencia inductora).

La medicién de induccién de enzimas en los diferentes érganos de animales es
laboriosa y costosa. La alternativa es un procedimiento simple in vitro de
investigacion, en el cual es posible mediar de manera especifica las actividades de
enzimas de fase 2. Diversas lineas celulares proporcionan evidencia apremiante
de ayuda para la induccién de enzimas que participan en el metabolismo de
xenobibticos, particularmente enzimas de fase 2, y que resultan en proteccion

contra efectos toxicos y efectos neoplasicos de agentes carcindgenos.

Diversos estudios demuestran que la linea celular Hepa 1c1c7 responde a casi
todos los compuestos que inducen enzimas de fase 2 (ej. QR y GST) en roedores.
Ademas, la induccidén de QR en estas células es invariablemente un estimador
confiable de la actividad del agente inductor en varios 6rganos de roedores. Las
células transformadas de higado de raton Hepa 1c¢1c7 han sido utilizadas
ampliamente como una herramienta sensible para examinar la relacion funcion-
estructura, de compuestos con potencial para inducir enzimas de fase 2 (Uda y
col., 1997). El sistema de prueba puede distinguir inductores monofuncionales (los
cuales incrementan selectivamente enzimas de fase 2) de agentes bifuncionales
(los cuales incrementan tanto enzimas de fase 1 como enzimas de fase 2). Tal
informacion es crucial para la identificacion de los inductores quimioprotectores de
enzimas de fase 2 para su uso potencial en seres humanos. En el area de
prevencion del cancer, idealmente tales inductores deben ser monofuncionales, ya
que el incremento de enzimas de fase 1 puede inducir a la activacién cancerigena

de ciertos compuestos o quimicos.

[1.5. Quimioprevencion (quimioproteccion)

El término quimioproteccion fue introducido por primera vez por Michael Sport

(1976) para referirse al uso de agentes farmacolégicos o naturales que inhiben el



desarrollo de cancer invasivo, ya sea por el bloqueo del dafio al ADN que inicia la
carcinogénesis o por la inhibicion o reversion de la evolucion de células

premalignas en las cuales el dafio ya ha ocurrido.

La quimioprevencién del cancer puede definirse como la intervencion
farmacoloégica con nutrientes u otros productos quimicos especificos para
bloquear, suprimir o revertir la carcinogénesis e impedir el desarrollo del cancer
invasivo. La premisa de la quimioprevencion humana es que Se puede intervenir (y
suprimir) en los diferentes pasos del proceso carcinogénico y durante un periodo

de varios afos.

En la actualidad, los agentes mejor estudiados en la quimioprevencion humana
son los retinoides (los derivados naturales y los analogos sintéticos de la vitamina
A) y un miembro de la clase de los carotenoides, el B-caroteno. La ingesta
dietética de carotenoides de provitamina A, como B-caroteno, pero no de retinol,
se asociaba a una reduccién del riesgo de cancer. La interpretacion de los
resultados derivados de los estudios epidemioldgicos es dificil, ya que los
carotenoides se consumen en las frutas y verduras, las cuales contienen otras
muchas sustancias con propiedades preventivas contra el cancer tales como
compuestos fenolicos, flavonoides, isotiocianatos, ditioles, etc. (Devita y col,,
1997).

11.6. Los alimentos en la quimioproteccion contra el cancer

Los alimentos pueden contener sustancias con ciertas propiedades que directa o
indirectamente pueden reducir, proteger o eliminar la actividad mutagénica de
otros compuestos (Kelloff y col., 1994), a los cuales se les ha llamado alimentos
funcionales o nutraceuticos, proporcionando asi beneficios medicinales y a la
salud (Reséndiz, 1999).



De acuerdo a la definicion dada en 1994 por el Instituto de Medicina de la
Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos (Glinsmann, 1996), “los
alimentos funcionales son aquellos en los cuales se ha variado la concentracion
de uno o mas ingredientes para incrementar su contribucion a una dieta
saludable”. Goldberg (1994) define a los alimentos funcionales como: “Alimentos
que tienen un impacto positivo en la salud, capacidad fisica o estado mental de los
individuos, ademas de su valor nutricio”. Existen muchas otras definiciones mas o
menos precisas y cuyo calificativo depende de la fuente y del punto de vista de

quien lo analiza.

A los alimentos funcionales se les denomina también como nutracéuticos,
fitoquimicos, fitoalimentos, fitonutrientes, farmaalimentos, alimentos de disefio,
alimentos nutricionales, alimentos medicinales, alimentos hipernutricios, super
alimentos, alimentos de descripcion, alimentos terapéuticos y muchos otros
términos (Riaz, 1999). Es importante hacer notar también la diferencia entre
alimentos fortificados y alimentos funcionales. Mientras que los alimentos
fortificados se utilizan principalmente para ayudar a prevenir deficiencias nutricias,
los alimentos funcionales van mas alla del estado nutricio, ayudando a prevenir o
tratar enfermedades y a mejorar el estado de salud general del individuo. Un
alimento funcional es similar en apariencia a los alimentos convencionales, es
consumido como parte de la dieta diaria y se le ha demostrado que tiene efecto
fisioloégico benéfico o que proporciona protecciéon en contra de enfermedades

cronicas.

El paso inicial en la busqueda y desarrollo de un alimento funcional es la
identificacion de una interaccion especifica y potencialmente benéfica, entre uno o
mas componentes del alimento y una funcion gendmica, celular, bioquimica o
fisioldgica en el organismo. Se ha elaborado una lista de seis criterios que deben
cumplirse para que un producto natural sea utilizado para consumo humano: 1)
Identificacion de la planta o cultivo con actividad biologica, 2) Identificacion y

caracterizacion del principio o principios activos presentes en la planta, 3)



Variacion en el contenido del principio O principios activos, 4) Evaluacion de la
actividad biologica y la eficacia de un producto natural o de sus componentes
activos, 5) Determinacion de la toxicidad del producto natural o de sus principios

activos, y 6) Evaluacion del producto natural en humanos (Milner, 1999).

Las plantas son un grupo amplio de substancias naturales bastante complejas, en
virtud de la diversidad biolégica y de sus constituyentes, las plantas ofrecen una
fuente Gnica y renovable de compuestos bioactivos, siendo asi un alimento
funcional. Sin duda, una gran variedad de fitoquimicos activos existen
practicamente en cualquier alimento vegetal pero no todos han sido estudiados.
Hoy en dia disponemos de varias hierbas, vegetales y frutas que contienen
numerosos compuestos fitoquimicos, tales como los compuestos fenolicos,
compuestos nitrogenados, carotenoides y acido ascoérbico, entre otros (Zheng y
Wang, 2001). Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos
distribuidos extensamente a través del reino vegetal. Los compuestos fendlicos
son cominmente encontrados en ambas plantas, comestibles y no comestibles, y
se han reportado que poseen mdltiples efectos biolégicos, incluyendo la actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antihepatotoxica y accion anti-tlcera (Kahkonen y
col., 1999). En la actualidad se conocen cerca de 3 000 compuestos de
flavonoides, varios de los cuales tienen toxicidad baja en mamiferos y algunos de
elios son utilizados ampliamente en la medicina. Se ha sugerido que los
flavonoides y otros compuestos fendlicos desempefian un papel preventivo en el
desarrollo de cancer, inhibiendo in vitro el crecimiento de varias lineas celulares
transformadas y reduciendo el desarroilo de tumores en experimentos con

animales (Narayana y col., 2001).

Asi mismo el consumo de frutas y vegetales, especialmente cruciferos, reduce la
incidencia de varios tipos de cancer. Algo de la actividad quimioprotectora de
estos vegetales, puede deberse a su contenido de componentes, tales como los
glucosinolatos. La microflora del tracto digestivo del humano convierte estos

glucosinolatos a un gran namero de compuestos con actividad biologica,
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incluyendo tiocianatos, nitrilos e isotiocianatos (Fahey y col, 2001). Las
propiedades quimiopreventivas de los isotiocianatos son también asociadas con la
induccion de enzimas de fase 2, incluyendo GST, QR, EH y UGT. De hecho, los
isotiocianatos podrian también actuar a nivel de DNA o modular la sefial de
transduccion que conduce al arresto o muerte celular. Por otra parte, estos
compuestos exhiben efectos protectivos contra cancer en varios 6rganos blanco,
tales como pulmén, esofago, glandulas mamarias, higado, vejiga, intestino

delgado y colon (Gamet-Payrastre y col., 2000).

Por otro lado, la basta flora del Estado de Querétaro, asi como la bUsqueda
bibliografica exhaustiva en cuanto el uso de plantas para consumo directo en la
dieta y su efecto benéfico en la salud, sugiere el uso de ciertas plantas como una

fuente potencial de compuestos fitoquimicos directamente en la dieta.
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Il.7. Plantas comestibles en el estado de Querétaro como fuentes de agentes

inductores de enzimas de fase 2.

Entre las plantas de consumo preferente en el estado de Querétaro y con algun

antecedente farmacoldgico observado, encontramos las siguientes (Cuadro 1):

Cuadro 1. Plantas comestibles en el estado de Querétaro

-

Familia . Nombre cientifico || Nombre | Usos
5 comun g
Amaranthaceae ||  Amaranthus " “Quelite de s Alimento y
hybridus L polio” medicina
[ Brassicaceae | Brassicarapal. | “Naboo | Alimentoy
g Mostaza” medicina i
" Polygonaceae ™ Rumex crispus L. || “Lenguade | Alimentoy |
§ vaca” medicina |
. Portulacaceae | Portulaca || “Verdolaga” |/ Alimentoy
oleraceae L. medicina
] Agavaceae Yuca filifera Chab. || “Palma” | Alimento

Tomado de: Suarez y éol., 2004
I1.7.1. Amaranthaceae, Amaranthus hybridus L, “Quelite de pollo”

La planta es originaria de México y distribuida también en el viejo mundo. Habita
en clima calido, semiseco y templado desde el nivel del mar hasta los 2,600
msnm. Es una hierba de hasta de 70 cm. de altura, erecta y rojiza, cuyas hojas
tienen forma alargada y extremos puntiagudos. Las flores son verdosas, pequefias
y estdn agrupadas en éspigas paniculadas de 4 a 12 cm de largo, algo espinosas
en sus extremos. Los frutos son redondos (Figura 1). En las hojas se han

detectado los componentes heterociclicos de nitrébgeno no-alcaloides, el
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amarantin y el isoamarantin. Hasta el momento no se ha reportado efectos toxicos

relacionado con el consumo de dicha planta.

Al quelite se le emplea con frecuencia en problemas del aparato digestivo, contra
el dolor de estdémago y contra la diarrea. Ademas se hace uso de esta planta para

controlar la irritacion de la boca y la garganta 'y para las hemorragias intestinales.

La planta se encuentra distribuida en casi todo el estado de Querétaro, excepto en
los municipios de Colon, Corregidora y Huimilpan. Se emplea con frecuencia en
casi todo el estado como forraje para toda clase de animales y como alimento
cuando esta “tierna’. En estado vegetativo poco avanzado “tierno” se usa como
alimento ya sea hervido, frito o asado, combinado o no, con carne y chile o

guisadas con huevo (Argueta y col., 1994; Ramos y col., 2004).

Figura 1. FAM. AMARANTHACEAE Amaranthus hybridus L.

Nombre comun: “Quelite de pollo”.
Uso: Forrajero, comestible y medicinal
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I.7.2. Brassicaceae, Brassica rapa L., “Nabo o Mostaza”

Sugasteugui y Levia (1993, citado en Argueta y col., 1994) indican que el nabo es
una especie de origen Euroasiatica, adventicia en América; muy difundida como
maleza de los cultivos en los rastrojos, escombros, borde de caminos, pastizales,
campos abiertos, etcétera. Se encuentra ampliamente distribuida en altitudes de
2,250 a 2,950 msnm. Brassica rapa es una planta herbacea, erecta de 30 a 120
cm de alto; con tallo pubescente; con hojas inferiores divididas, con un l6bulo
terminal grande de 10 a 20 cm de largo; mientras que las superiores mas
pequefias y enteras. Las flores son pequefias, con cuatro pétalos de color
amarillo. Los frutos son silicuas alargadas de 1 a 1.5 cm, dihiscentes y con varias
semillas (Figura 2). La raiz en decoccién durante 15 minutos a una concentracion
de 100 gramos por litro de agua, se utiliza para las inflamaciones intestinales
crénicas. Las raices cocidas y aplicadas en cataplasma reducen los sabafiones. El
jugo obtenido de la raiz cocida combate la tos y la bronquitis crénica. En la India el

nabo se utiliza para el tratamiento de la tuberculosis (Argueta y col., 1994).

Figura 2. FAM. BRASSICACEAE Brassica rapa L.

Nombre comun: “Nabo o Mostaza”
Uso: Forrajero y comestible
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En el estado de Querétaro, el nabo se localiza en los municipios de Amealco,
Colén, Corregidora, El Marqués, Huimilpan, Pedro Escobedo, Pinal de Amoles,
Querétaro y San Juan del Rio. En Pedro Escobedo, Amealco, San Joaquin,
Huimilpan y Querétaro se usa como alimento cuando esta tierna. Las hojas y las
flores son consumidas crudas o cocidas con sal en la cuenca de México (Ramos 'y

col., 2004).
11.7.3. Polygonaceae, Rumex crispus L., “Lengua de Vaca”

Planta originaria de Europa y adventicia en todo el globo. La lengua de vaca se
presenta en clima templado en altitudes de 1,950 a 2,500 msnm y es una planta
que crece de 50cm a un metro de altura. Las hojas son alargadas y asemejan una
lengua, estas forman densas agrupaciones en la parte inferior de la planta. Las
flores son de color rosa o verdes y se encuentran en pequefios racimos. Los frutos

son cafés y lustrosos (Figura 3).

A la lengua de vaca se le emplea en particular para el tratamiento de trastornos
digestivos, dolor de estomago, higado, empacho, diarrea e inflamacion del bazo.
Se le puede utilizar contra la calentura, para sanar rifiones y heridas (Argueta y
col., 1994; Ramos y col., 2004).

Los estudios quimicos realizados indican la presencia de componentes quinoideos
en toda la planta. Los acidos crisofanico, emodin y fiscion se han detectado en
todos los o6rganos de la planta, asi como la 1,8-dihidroxi-3-metil-3-antrona y
reocrisin en la raiz. Extractos metandlicos y acuosos, este ultimo acidulado, de las
raices de la planta mostraron actividad antitumoral al ser evaluados en ratones de
ambos sexos por la via subcutanea frente a tumores del tipo Sarcoma 37 (Argueta
y col., 1994).

En el estado de Querétaro, la lengua de vaca se encuentra en los municipios de

Amealco, El Marqués, Coldn, Huimilpan, Pedro Escobedo y Querétaro. En el
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municipio de Pedro Escobedo se consume cuando la planta esta tierna, Las hojas

se consumen guisadas con algun alimento (Ramos y col., 2004).

7%

Figura 3. FAM. POLYGONACEAE Rumex crispus L.

Nombre comun: “Legua de vaca”
Uso: Forrajero y comestible.

I|.7.4. Portulacaceae, Portulaca oleraceae L., “Verdolaga”

Planta originaria de la India, naturalizada en Europa y de ahi pas6é a America.
Posee una gran distribucién en regiones templadas y tropicales del mundo. La
planta esta presente en numerosos municipios de la parte baja del valle de México
en altitudes de 2,250 a 2,350 msnm. La hierba crece tendida en el suelo y posee
tallos rojizos y jugosos. Las hojas son carnosas y rojizas con forma ovada. Las
flores son de color amarillo y parecen estrellitas. Los frutos tienen forma de

capsula y semillas abundantes (Figura 4).
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De la planta completa se han aislado los componentes heterociclicos de nitrégeno,
no—alcaloides, oleracin | y Il; los acidos organicos, malicos y oxalicos y el
compuesto fenilico acido ferdlico. En las ramas se han identificado el alcaloide
nor-epinefrina, y los diterpenos juwenoles A y B. Las semillas contienen un aceite
fijo en el que se encuentran acidos grasos comunes en otros aceites comestibles,

ademas de los acidos behénico y férbico.

A la verdolaga se le atribuye principalmente usos medicinales relacionados con
problemas digestivos, tales como infecciones intestinales, calor en el estémago,
estrefiimiento, parasitosis. La planta también se emplea contra la diabetes, las
varices e inflamaciones. No se han detectado efectos téxicos en vacas que
consumieron hojas frescas de la planta por la via oral, a la dosis de 48 g/kg. Por
otra parte, se calculdé que la dosis téxica minima de un extracto acuoso evaluado
en ratones por la via intraperitoneal fue de 1ml/animal. Se pudo comprobar la
actividad antitumoral de un extracto acuoso de la planta, en ratones tratados por la
via intraperitoneal, a la dosis de 150 mg/kg, frente a tumores del tipo ascitos de
CA-Ehrlich (Argueta y col., 1994).

Figura 4. FAM. PORTULACACEAE Portulaca oleraceae L.

Nombre comun: “Verdolaga”
Uso: Comestible
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En el estado de Querétaro, la verdolaga se encuentra en los municipios de
Amealco, Colén, Cadereyta, El Marqués, Ezequiel Montes, Pefiamiller y
Tesquiquiapan. En el municipio de El Marqués se usa como alimento, asi como en
el de Querétaro, Pedro Escobedo y Colén, cuando estd en estado tierno. Los

brotes tiernos se consumen como verdura o guisadas (Ramos y col., 2004).
11.7.5. Agavaceae, Yuca filifera Chab., “Palma”

Planta arborescente, de 4 a 10 m de altura, muy ramificada en algunos
ejemplares; hojas alargadas, planas, rigidas, de 20 a 60 cm de largo, blancas o de
color crema, muy numerosas, agrupadas en una inflorescencia colgante de 1 a 1.5

m de largo; fruto carnoso, de 5 10 cm de longitud, conocido como datil (Figura 5).

Figura 5. FAM. AGAVACEAE Yuca filifera Chab.

Nombre comun: “Palma”
Usos: comestible y medicinal

Con las hojas del corazén o cogollo se pincha el sitio en el que haya mordido una

vibora de cascabel para sacar el veneno. Este tratamiento se aplica a personas y
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animales domésticos. Las flores de esta planta se comen preparadas en distintas
formas: capeadas, revueltas con huevo, guisadas con diferentes condimentos, en
barbacoa y en mixiotes (Villavicencio, 1995).

En base a todos estos antecedentes, resulta claro el uso medicinal que se le
atribuye a estas plantas por parte de las poblaciones rurales. Sin embargo, existen
poOCOS O €sCasos estudios que soporten cientificamente su uso, por lo que, la
evaluacién de parametros relacionados con salud aportafé informacion relevante

para promover el consumo de dichas plantas por la poblacion en general.

Dentro de dichos parametros se encuentra la actividad inductora de enzimas de
fase 2, esta es comunmente medida en células transformadas de higado de ratdn
Hepa 1cic7, sembradas en micro placas de 96 pozos (20,000 células/pozo) y
tratadas por 48 horas con medio que contiene una serie de diluciones de extractos
(o compuestos) para ser probados (Prochaska y col, 1992; Hashimoto y col,,
2002). Un compuesto generalmente usado como control positivo es el sulfurofano,
el cual es un isotiocianato aislado del brocoli. El sulfurofano es el inductor mas
importante de enzimas de fase 2 presente en los extractos organicos de estos
vegetales. Se trata de un inductor monofuncional muy potente de enzimas de fase
2 (Fahey y col., 1997) y se ha reportado que el sulfurofano induce ambas enzimas,
QR y GST, in vitro y en diversos érganos in vivo (Matussheski y Jeffery, 2001).
Ademas, se ha observado que el sulfurofano reduce la incidencia, retarda la
aparicion y reduce el tamafio de tumores en un modelo de cancer de mama, asi
como induce el arresto del ciclo celular y apoptosis en células de céancer de colon

de humano in vitro (Singh y col., 2004).

En base a lo anteriormente expuesto, en este estudio se determin6é la potencia
inductora de los extractos de las plantas comestibles del estado de Querétaro (
Cuadro 1) sobre la enzima QR en células transformadas de higado de ratén Hepa

1¢1¢7, como un estimador confiable de su capacidad inductora in vivo.
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lll. HIPOTESIS.
Las plantas comestibles seleccionadas en el estado de Querétaro son una fuente

potencial de una amplia variedad de metabolitos o agentes quimioprotectores,

algunos de los cuales son inductores de enzimas de fase 2.
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IV. OBJETIVOS.

IV.1. General
Evaluar in vitro de la actividad quimioprotectora de extractos de plantas

comestibles en el estado de Querétaro.

IV.2. Especificos
> Evaluar in vitro la capacidad de los extractos metanolicos y acuosos de las
plantas comestibles para inducir la actividad enzimatica de QR.
> Determinar el efecto citotoxico de los extractos metanélicos y acuosos de
plantas comestibles mediante el ensayo de viabilidad.
$> Comparar y seleccionar las especies vegetales que presenten mayor

potencia inductora de enzimas de fase 2.
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V. METODOLOGIA.

V.1. Materiales

V.1.1. Quimicos

El agente inductor sulfurofano y el dimetilsulfoxido (DMSO) fueron de la marca
Sigma (St. Louis, MI, EUA).

Los reactivos para el mantenimiento y crecimiento celular, tales como el medio
minimo modificado de Eagle (DMEM), antibiéticos, antimicéticos, tripsina, L-
glutamina, solucion salina de buffer de fosfatos (PBS), suero fetal bovino fueron de
la marca Gibco (Canada).

Los reactivos para las determinaciones enzimaticas tales como la albumina bovina
(BSA), dicumarol, flavin adenin dinucledtido (FAD), glucosa—6—fosfato, glucosa—6—
fosfato deshidrogenasa, tetrazolium (MTT), difosfato de nicotin adenina
dinucledtido (NADP), 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), y Tween fueron de la
marca Sigma (St. Louis, MI, EUA).

Los solventes acetonitrilo, agua, etanol, y los reactivos para la preparacion de
soluciones amortiguadoras (fosfato de sodio, Tris-HCI) fueron de la marca JT
Baker (Edo. de México).

El kit para la cuantificacion de proteina por el método de acido bicinconico (BCA)
fue de la marca Pierce, Inc (Rockford, IL, EUA).

V.1.2. Biol6gicos

Plantas

Las muestras de las especies vegetales fueron colectadas en el Municipio de
Pedro Escobedo, Querétaro. Las muestras de referencia de cada una de las
especies vegetales fueron depositadas en el herbario de Querétaro (QMEX), a

cargo de la M. en C. Valentina Serrano.
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Elaboracién de extractos metandlicos y acuosos de plantas

Una vez que la planta fue colectada en el campo y se separaron las partes que
son habitualmente consumidas por la poblacion, el material fue desecado en una
estufa a 39 °C. Posteriormente el material se moli6 y 25 gramos de la muestra se
colocaron en una camara de extraccion. Para extraer la grasa de la muestra, se
agreg6é primeramente hexano. El segundo solvente fue acetona para remover
compuestos de mediana polaridad. El tercer solvente de extraccion fue metanol, lo
que permitié obtener los compuestos hidrosolubles de interés para el trabajo de
investigacion. Los 300 mi extraidos de metanol de cada extracto se evaporaron en
un rotavapor Biichi por separado. El extracto metandlico fue colocado en un vial y
se conservd a 4° C y protegidos de la luz hasta su uso. Otros 10 gramos del
material de cada especie fueron extraidos por infusion usando agua como
disolvente. El extracto obtenido fue concentrado al vacié6 hasta un volumen
aproximado de 10 ml, para posteriormente ser liofilizados y guardados a 4°C y

protegidos de la luz.

Células Hepa 1c1c7

Las células Hepa 1c1c7 fueron proporcionadas amablemente por el Dr. Guillermo
Elizondo del Departamento de Toxicologia del CINVESTAV-México.

V.2. Métodos

V.2.1. Reactivacion de la linea celular Hepa 1c1c/

Varias soluciones madre de las células Hepa 1c1c7 almacenadas a -70°C fueron
descongeladas en bafio Maria a 37°C, se adicionaron a un frasco de cultivo con

15 ml de medio DMEM enriquecido con suero fetal bovino y antibiéticos y se

incubaron a 37°C con una atmésfera de 5% de COo..
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V.2.2. Crecimiento de las células Hepa 1c1c7

De manera general, el tiempo de crecimiento de las células Hepa fue
aproximadamente 24 h, por lo que el medio de cultivo se cambio cada 24 6 48 h.
Cuando el frasco de cultivo alcanzé el 80% de confluencia o de crecimiento
(adherencia), las células fueron resembradas en frascos nuevos de cultivo de 75

cm?.

Brevemente, se aspiré el medio de cultivo y células muertas, y se lavo el frasco
con 10 ml de PBS estéril. Las células fueron removidas del frasco con 5 ml de
tripsina por 5 minutos, agitando el frasco para facilitar su desprendimiento.
Posteriormente, se inhibié la reaccion adicionando 10 ml de medio DMEM. El
contenido celular se centrifugé a 2000 rpm por 10 minutos y se desechd el
sobrenadante (PBS, medio de cultivo y células muertas). Al paquete celular se le

adicionaron 5 ml de medio de cultivo y se mezclaron cuidadosamente.

Finalmente, se tomaron diferentes volimenes de la suspension celular anterior (1,
2 y 3 ml) y se depositaron en frascos nuevos de cultivo estériles, con 15 mi de
medio DMEM, se mezclaron cuidadosamente y se incubaron a 37°C en 5% de
CO,. Se revisé el crecimiento celular en el microscopio y se cambié el medio de
cultivo DMEM cada 24 h o 48 h. Se mantuvo en reserva el frasco de cultivo con
menor confluencia y se trabajé solamente con aquellos frascos con mayor
confluencia (80% de crecimiento celular de acuerdo a la superficie del frasco) para

los ensayos de QR.

V.2.3. Preparacion de la suspension celular de trabajo

Se trabajo con aquellos frascos con un 90% de confluencia. Se aspir6 el contenido
(medio y células muertas) y se desprendieron las células de la superficie del frasco

afiadiendo 5 ml de tripsina por 5 minutos. Posteriormente, se adicionaron 5 ml de

medio DMEM para inhibir la reaccién y las células se resuspendieron uniformente.
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La concentracion de la suspension de trabajo (200, 000 células/ml = 20*
células/ml) se calcul6 en base ala densidad celular por ml de medio de cultivo, de
tal forma que 100 pl de la suspension de trabajo (20, 000 células/pozo) se
cultivaron en microplacas de 96 pozos. Las placas fueron posteriormente

incubadas a 37°C en 5% CO; por 24 horas.

V.2.4. Tratamiento de las células con diferentes concentraciones de sulfurofano

(potente inductor de enzimas de fase 2).

Con la finalidad de determinar la concentracion del control positivo que incremente
en un 100% la actividad de QR, se probaron las siguientes concentraciones de
sulfurofano: 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 25y 10 uM en DMSO. Las células fueron
incubadas por un periodo de 48 h a 37°C en 5% CO,. Al término del periodo de
incubacion, las células se enjuagaron con solucion amortiguadora de fosfatos y se

lisaron mediante métodos fisicos para las determinaciones enzimaticas.
V.2.5. Determinacion enzimatica (QR) y cuantificacion de proteina.

Las actividades de QR fueron medidas en el extracto celular, una vez que las
células fueron lavadas y lisadas mediante tratamientos fisicos. El ensayo de
potencia inductora se basa en la reduccién enzimatica del colorante tetrazolium
(MTT) por la enzima citosélica QR dando como resultado un precipitado azul-café,
el cual puede medirse a través de un lector de Elisa a una longitud de onda de 610
nm, después de 5 minutos de reaccion. Una unidad de actividad inductora se
define como la cantidad de compuesto o extracto que cuando es afiadida a un solo

pozo duplica la actividad especifica de la enzima QR (Prochaska y col., 1992).
Los datos se analizaron con el software Pro Ver.4.7.1 (Molecular Devices Co.

Sunnyvale, EUA) y se realizaron los calculos correspondientes empleando la

siguiente formula y expresando el resultado en nmol / mge min.

25



As10

nmol / mge nim =
(mg proteina) (0.1833)

Donde A: es la absorbancia de la muestra a 61 0nm
mg proteina: son los mg de proteina en la muestra por pozo
0.1833: es la relacion entre el coeficiente de extincion (0.0009 mM™* cm™) y el

tiempo de reaccion.

La cuantificacién de proteina se hizo por el método BCA, después de una
incubacién de 30 minutos a 37°Co 1 ha temperatura ambiente, empleando BSA
como estandar. Las muestras se midieron en el lector de microplacas modelo
Versa Max Turnable Microplate Reader (Molecular Devices Co., Sunnyvale, EUA)
a una longitud de onda de 562 nm, y los resultados fueron analizados con el
software Pro Ver.4.7.1 (Molecular Devices Co., Sunnyvale, EUA). La actividad

especifica para QR fue expresada en nmoles de producto/min/mg de proteina.

V. 2.6. Evaluacién de los extractos de las plantas comestibles sobre la actividad de
QR.

Las células crecidas (20, 000 células / pozo) en micro placas de 96 pozos fueron
tratadas con diferentes concentraciones de los extractos de las plantas
comestibles, de acuerdo a lo propuesto por Prochaska y col. (1992). Las
concentraciones utilizadas, para los extractos acuoso fueron: 0, .05, 0.1, 0.5, 1.0,
2.0, 4.0 y 8.0 mg extracto/ml DMEM y para los extractos metandlicos fueron: 0,
.05, 0.1, 0.5y 1.0 mg extracto/m! DMEM. Se prepararon diluciones de la solucién
stock de cada uno de los extractos en DMSO, en una concentracién maxima de
0.2%. Se incluyeron pozos solamente con DMEM y DMSO (blanco), un control
negativo con vehiculo (DMSO) y un control positivo (sulfurofano) en cada una de

las placas experimentales. Finalmente, las placas fueron incubadas por 48 h a
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37°C con 5% CO,. La actividad de la enzima QR después del tratamiento con los

extractos se determiné de acuerdo a la técnica previamente mencionada.

V.2.7. Efecto citotdxico de los extractos metandlicos y acuosos de las plantas

comestibles

E| efecto citotéxico del compuesto sulfurofano o de los extractos de las plantas
comestibles se evalud directamente en las placas, en el mismo intervalo de las
concentraciones empleadas en la prueba de Potencia Inductora. Una disminucion
en la densidad celular, medida como el contenido de proteina, se tomara como un

indicativo de un efecto citotdxico.

V.3. Analisis Estadistico.

Los resultados fueron expresados como la media + el error estandar de la media
(EEM). La evaluacion estadistica de los datos se realiz6 mediante un analisis de
varianza (ANOVA), seguido de la prueba de Dunnet para la comparacion entre los
grupos tratados con cada extracto y el grupo control (negativo). La prueba de
Tukey se emple6 para la comparacion de medias entre los grupos tratados con los
diferentes extractos y el sulfurofano. En todos los casos, se emple6 un nivel de

significancia de P < 0.05.
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VI. RESULTADOS
V1.1. Potencia inductora sobre la enzima QR en células Hepa 1c1c7.
VI1.1.1. Efecto del agente quimioprotector sulfurofano en células Hepa 1c1c7.

E| analisis in vitro para la induccién de QR identifica caracteristicas protectivas que
también se exhiben in vivo. El analisis es simple y rapido, ademas, determina la
toxicidad de extractos acuosos y metandlicos en las células transformadas de

higado de raton Hepa 1c1c7, asi como de compuestos puros como el sulfurofano.

El potente agente inductor sulfurofano fue utilizado como control positivo en la
induccién de QR en las células Hepa 1¢1¢7 a las concentraciones de 0, 0.1, 0.25,
0.5, 1.0, 2.5,y 10 pM.

En la Figura 6A se puede observar la actividad de QR (tratamiento sobre control)
en células transformadas de higado de raton Hepa 1¢1c7 por efecto del agente
quimioprotector sulfurofano a las diferentes concentraciones. La actividad
especifica de QR presenta una diferencia significativa a la concentracion de 2.5
UM del inductor sulfurofano (P < 0.05) comparado con el grupo control,
incrementandose la actividad de QR hasta en un 240% (165.18 = 7.43
nmol/mg/min), comparado contra el control negativo (68.99+ 9.04 nmol/mg min)
(Cuadro 2). A esta misma concentracion también se observa una disminucion de
la densidad celular, expresada en mg de proteina (efecto citotoxico), la cual se
reduce hasta un 48.5% (0.00377 + 0.00056 mg proteina) comparado con el control
negativo (0.00732 + 0.00023 mg proteina) (Figura 6B). Por el contrario, a la
concentracion de 0.5 pM del inductor sulfurofano se observa un incremento de la
densidad celular en un 18% (0.0087 + 0.00038 mg proteina), siendo el valor mas
alto en este experimento independiente, y para la actividad se observa un
incremento del 30% (94.96 + 2.93 nmol/mg/min).
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Figura 6. Potencia inductora sobre QR vy toxicidad del sulfurofano en las células
transformadas de higado de ratén Hepa 1cic7.

(A) Actividad especifica de QR nmol/mg min (induccién de QR)

(B) Relacion de la densidad celular expresada en mg de proteina (toxicidad)

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control, de acuerdo a la prueba estadistica
de Dunnett (a=0.05)
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Los resultados obtenidos a la concentracion de 10 yM no se ilustran en la Figura
6. A esta concentracion la actividad se incrementé en un 45% (100.04 + 24.42
nmol/mg min) y la densidad celular expresada en mg de proteina se redujo hasta
en un 46% (0.0034 + 0.00047 mg), comparados contra su control negativo (68.98
+ 9.038 nmol/mg/min) y (0.0073 % 0.00023 mg), respectivamente. Sin embargo,
ambos valores decrecen con respecto a los obtenidos a la dosis de 2.5 uM. Para
fines practicos, en el Cuadro 2 se presentan los resultados obtenidos con el
potente agente inductor sulfurofano expresados como la media % error estandar de
la media (EEM)

La induccién obtenida con el agente quimioprotector sulfurofano en este estudio
fue casi proporcional a la dosis que se agregd sobre una gama razonable amplia.
Por otro lado, la toxicidad del sulfurofano fue modesta y sin relacién con su poder
inductor. En base a estos resultados, la concentracién de 2.5 uM de sulfurofano

fue incluido en los siguientes experimentos como control positivo.

Cuadro 2. Potencia inductora de sulfurofano en células transformadas de higado
de ratén Hepa 1c1c7

% Grupos " Actividad QR+ EE || TIC || Dunnett

% | (nmolimg/min) | P <0.05

! Control negativo li 68.98 + 9.04 l 1 “ ) m‘
EX pm sulfurofano | 88.68 + 4.47 U 129 | No diferencia (
| 0.25 um sulfurofano } 92.17 + 3.32 ]?w‘l.34~lt No diferencia i
. 0.5 pm sulfurofano [‘ 94.96 + 2.93 ”"ﬁ_j’”g"’"”]; No diferencia l
[ 1.0 pum sulfurofano I 111.35% 16.25 W[r161” No diferencia J
i 2.5 pum sulfurofano !f 165.17 + 7.43 F*f:‘?:ﬂi Diferencia * !
§ 10 um sulfurofano l 100.04 + 24.42 w]‘ 1.45 h No diferencia !

Los valores de P para Dunnett en un resultado de “no prueba” ocurre para una
comparacién cuando no se encuentra diferencia significativa entre dos medias que
incluyan esa comparacion (grupo control vs el resto).

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control, de acuerdo a la prueba
estadistica de Dunnett (a=0.05)

T/C = Tratamiento sobre control.
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VI.2. Efectos de los extractos acuosos en células Hepa 1c1c7

Los extractos acuosos fueron evaluados para determinar su capacidad para
inducir enzimas de fase 2 (QR) a diferentes concentraciones. En este experimento
solo fue posible trabajar con Amaranthus hybridus L, Brassica rapa L, y Portulaca
oleraceae. Para estos tres extractos, las concentraciones probadas fueron 0, 0.05,
0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, y 8.0 mg/mi de DMEM.

Durante el periodo de tratamiento (48h) con los diferentes extractos acuosos, se
observé en el microscopio que el concentrado de células Hepa 1c1c7 crecidas en
la superficie del pozo de la microplaca, disminuyé un poco. Dado lo anterior y no
habiendo una disminucién significativamente notable en el concentrado de células,
con respecto a las células de los pozos sin extracto, se tomé la decision de

trabajar con las concentraciones antes mencionadas.

VI1.2.1. Efecto del extracto acuoso de Amaranthus hybridus L. en células Hepa
1cic?.

En la Figura 7 se muestra la capacidad inductora del extracto Amaranthus
hybridus L. a las diferentes concentraciones sobre la actividad especifica de QR
en células Hepa 1c1c7. El nivel mas alto de actividad de QR en este experimento
fue a la concentracién de 0.5 mg/ml DMEM, representando tan solo un 5.1%
(103.74 + 2.49 nmol/mg min) por arriba del control (98.72 % 4.26 nmol/mg min). En
este mismo punto, la densidad celular expresada en mg de proteina presentd un
incremento del 3.2% (0.0163 + 0.0081 mg de proteina) con respecto al control
(0.0158 + 0.0091 mg de proteina). Por el contrario, el nivel de actividad de QR
mas bajo en este experimento fue a la concentraciéon de 0.05 mg/ml, reduciendo
su potencia inductora en 8.8% (90.00 £ 4.60 nmol/mg min) con respecto al control
(98.72 = 4.26 nmol/mg min), y la densidad celular en 9.8% (0.014 + 0.0082 mg de
proteina) con respecto al control (0.0158 + 0.0091 mg de proteina).
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A) Inducciéon de QR |

Actividad enzimatica QR (nmol/mg*min)
Tratamiento/Control

B) Toxicidad

Amaranthus
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Portulaca

Densidad celular
(mg proteina)(Tratamiento/Control)
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Figura 7. Potencia inductora sobre QR y toxicidad de tres extractos acuosos (Amaranthus
hybridus L, Brassica rapa L, y Portulaca oleraceae) sobre las células transformadas de

higado de ratén Hepa 1c1c7.
A) Actividad especifica de QR (tratamiento sobre control)
B) Densidad celular expresada como mg de proteina.
+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control, de acuerdo a fa prueba de

estadistica de Dunnett (a=0.05), significando una reduccién de actividad.
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La induccién obtenida con las diferentes concentraciones del extracto acuoso de
Amaranthus hybridus mostraron una tendencia sin cambio, es decir, que la
actividad de QR se mantuvo casi en un mismo nivel y la toxicidad fue modesta y
sin relacion con su poder inductor. Por lo tanto, no se logré elevar
significativamente la actividad de QR en las células Hepa 1¢1c7 a ninguna de las
concentraciones evaluadas (P = 0.145, Cuadro 3).

V1.2.2. Efecto del extracto acuoso de Brassica rapa L. en células Hepa 1c1c7

En la Figura 7 se observa el efecto de la capacidad inductora del extracto Brassica
rapa L. a diferentes concentraciones. El punto mas alto de actividad obtenido por
este extracto fue a la concentracién de 0.05 mg/ml de DMEM, representando un
ligero incremento del 3.5% (102.22 + 3.33 nmol/mg min) con respecto al grupo
control (98.72 £ 4.26 nmol/mg min) (Cuadro 3). Para este mismo punto, la
densidad celular expresada por los mg de proteina muestra una reduccion de solo
3.6% (0.015 £ 0.0076 mg proteina) con respecto al grupo control (0.016 = 0.0091
mg proteina). Por el contrario, el punto de actividad mas bajo obtenido en este
experimento fue a la concentracién mayor, representando una reduccion de
actividad del 19.8% (79.22 £ 1.88 nmol/mg min) con respecto al grupo control
(98.72 £ 4.26 nmol/mg min) (Cuadro 3), y la densidad celular para este punto
también se redujo en un 46% (0.0085 + 0.0043 mg proteina) con respecto al grupo
control (0.015 + 0.0076 mg proteina). La inducciéon obtenida con las diferentes
concentraciones del extracto de Brassica rapa L. fue modesta y no proporcional a
la cantidad de extracto. Sin embargo, en ninguna de las concentraciones probadas
para este extracto de Brassica rapa L. se logré doblar la actividad basal de QR en
las células Hepa 1c1c7. Por otro lado, la toxicidad fue mayor al 40% y casi
proporcional a la cantidad de extracto que se agregd. Ademas, algunos datos se
encuentran por debajo del grupo control, es decir, son valores que no representan
un incremento en la actividad de QR, por el contrario representan una reduccion
de la actividad, asi como también un incremento en la toxicidad de las células

Hepa 1c1c7.
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VI.2.3. Efecto del extracto acuoso Portulaca oleraceae en células Hepa 1c1c7.

La capacidad inductora del extracto Portulaca oleraceae probado en sus diferentes
concentraciones se muestra en la Figura 7. En este experimento independiente, el
punto mas alto obtenido para la actividad se observé a la concentraciéon de 0.5
mg/ml DMEM, el cual equivale a un incremento del 16.9% (115.41 + 2.64 nmol/mg
min) con respecto al grupo control (98.72 + 4.26 nmol/mg min) (Cuadro 3). Sin
embargo, su densidad celular, expresada en mg de proteina, para este punto se
ve reducida en un 21.8% (0.013 + 0.0045 mg de proteina) con respecto al grupo
control (0.0158 + 0.0091 mg proteina). Por otro lado, el punto mas bajo de
actividad obtenido por el extracto Portulaca oleraceae fue a la concentracién de
8.0 mg/ml DMEM, significando una reduccién del 31.7% (67.42 + 2.46 nmol/mg
min) con respecto al grupo control (98.72 + 4.260 nmol/mg min) (Cuadro 3). La
densidad celular expresada en mg de proteina obtenida en este punto, también se
redujo en un 46% (0.0085 + 0.0038 mg de proteina). La induccion obtenida con las
diferentes concentraciones del extracto de Portulaca oleraceae presenta una
tendencia de incremento hasta la concentracion de 0.5 mg/ML DMEM, después de
este punto se observa un decremento en la actividad y un incremento en la
toxicidad de mas del 40%. Ninguna de las concentraciones probadas para este

extracto dobl¢ la actividad de QR en las células Hepa 1c1c7.

Nuevamente existen datos por debajo de la actividad basal del grupo control, es
decir, que son valores que no representan un incremento en la actividad de QR,
por el contrario representan una reduccién de la actividad en las células Hepa
1c1c7 (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Capacidad inductora de extractos acuosos de Amaranthus hybridus,
Brassica rapa L. y Portulaca oleraceae sobre las células transformadas de higado

de ratén Hepa 1¢c1c7

SR 3 SVGROVUR 3 NV § SRR |f INTUNIE § WL & SNSURNL f OUOUR 5 WSHIURU. 3 S,

Grupos Actividad de QR ( nmol/mg min) TIC | Dunnett
Media + EE | P<0.05
| Amaranthus hybridus | ' ] |
Control | 98.72 +4.26 .
[ 0.05 mg/mI DMEM | 90.00 + 4.60 |l 0.91 || No diferencia
0.1 mg/mi DMEM | 98.66 +3.34 Il 099 || No diferencia
[ 0.5 mg/ml DMEM | 103.74 £2.48 |l 1.05 ]| No diferencia
[ 1.0 mg/mi DMEM [ 10087 +273 || 102 || No diferencia
[2.0 mg/mi DMEM | 104194277 |1 1.05 || Nodiferencia
[4.0 mg/ml DMEM I 10316 £3.84 | 1.04 || No diferencia
8.0 mg/ml DMEM | 93.32 + 5.43 I 0.94 || No diferencia
§ Brassica rapa L léw ]f !;
[ Control | 98.72 + 4.26 IR
| 0.05 mg/ml DMEM l 102.21 + 3.32 |l 1.03 || No diferencia |
0.1 mg/mi DMEM I 101.94+160 |l 103 | Nodiferencia |
[ 0.5 mg/mi DMEM | 100.63£6.10 |l 1.02 || Nodiferencia |
[ 1.0 mg/mi DMEM X 86.28 + 0.51 |_0.87 || Nodiferencia |
| 20 mg/ml DMEM l 83.46+0.75 |l 084 || Diferencia* |
(4.0 mg/mI DMEM I 81.60 + 6.07 Il 082 || Diferencia* |
8.0 mgimi DMEM | 7922419 1 080 || Diferencias |
Portulaca oleraceae L [g ] ” l
i Control [ 98.72 + 4.26 | |
[0.05 mg/ml DMEM | 104.71£2.75 | 1.06 | No diferencia_|
(0.1 mg/mi DMEM | 110.29 + 5.37 |l 112 ][ No diferencia |
05 mg/ml DMEM [ 115.40 + 2.64 | 147 | Diferenciax |
(1.0 mg/ml DMEM | 9950+394 | 1.00 || No diferencia |
| 20 mg/mi DMEM | 9069062 | 092 || Nodiferencia |
(4.0 mg/mi DMEM | 83.42 + 4.50 | 0.84 || Nodiferencia |
8.0 mg/mi DMEM | | 068 || Diferencia* |

67.41+24

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control, de acuerdo a la prueba de
estadistica de Dunnett (a=0.05).
T/C = Tratamiento sobre control.
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VI1.3. Efecto de los extractos metandlicos en células Hepa 1c1c7.

Los extractos metandlicos fueron evaluados en su capacidad para inducir enzimas
de fase 2. En este caso fue posible trabajar con Amaranthus hybridus, Brassica
rapa L., Rumex crispus L., Portulaca oleraceae y Yuca fillifera Chab. Las
concentraciones probadas inicialmente fueron 0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, y 8.0
mg/ml DMEM; sin embargo, a concentraciones mayores a 1.0 mg/ml DMEM, el
concentrado celular crecido en cada uno de los pozos de la microplaca no formaba
adecuadamente una monocapa en la superficie del pozo y representaba un
concentrado celular significativamente reducido comparado con el control. Por lo
tanto, se decidié trabajar con las concentraciones de 0, .05, 0.1, 0.5 y 1.0 mg/ml
DMEM.

VI.3.1. Efecto del extracto metandlico de Amaranthus hybridus en células Hepa
1cicy.

En la Figura 8 se muestra la capacidad inductora del extracto Amaranthus
hybridus, probado a diferentes concentraciones. La mayor potencia significativa se
observé a la concentracion de 0.1 mg/ml DMEM (130.66 + 16.92 nmol/mg*min),
representando un incremento en la actividad de QR del 74.3% con respecto al
control (74.97 # 9.18 nmol/mg min); la densidad celular correspondiente a esta
concentracion disminuyo menos del 20%. Por otro lado, el poder inductor mas bajo
se obtuvo a la mayor concentracion (98.73 + 6.14 nmol/mg min), incrementandose
la enzima QR en un 31.7% por arriba del control (74.97 + 9.18 nmol/mg*min),
mientras que la densidad celular disminuy6é aproximadamente 10%. Ninguna de
las concentraciones probadas para el extracto logré doblar la actividad de QR en
las células Hepa 1c1c7. Sin embargo cabe mencionar que el extracto de
Amaranthus hybridus fue el extracto con mayor potencia inductora, comparado
con el resto de los extractos metandlicos y acuosos bajo estudio. Dichos

resultados se expresan en el Cuadro 4 como la media + el SEM.
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Densidad celular
(mg proteina )(Tratamiento/Control)

Actividad enzimatica QR (nmol/mg*min)
(Tratamiento/Control)

A) Induccién de QR

—&@— Amaranthus
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—— Rumex
—w— Portulaca
—m— Yuca
0
B) Toxicidad
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Figura 8. Potencia inductora y toxicidad de cinco extractos metandlicos
(Amaranthus hybridus L, Brassica rapa L, Rumex crispus L, Portulaca
oleraceae e Yuca filifera chab.) sobre las células Hepa 1c1c7.

A) Actividad especifica de QR (tratamiento sobre control).

B) Densidad celular expresada como mg de proteina (toxicidad).
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* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control, de acuerdo a la
prueba de estadistica de Dunnett (a=0.05).

VI.3.2. Efecto del extracto metandlico de Brassica rapa L. en células Hepa
1c1c7.

En la Figura 8 se muestra la potencia inductora del extracto de Brassica rapa L. a
las diferentes concentraciones. Para este experimento, la mayor potencia
inductora significativa (P < 0.05) del extracto de Brassica rapa se obtuvo a la
concentracion de 0.1 mg/ml DMEM (141.45 + 12.13 nmol/mg min), representando
un incremento del 49.2% con respecto al control (94.79 + 5.93 nmol/mg min). Sin
-embargo, la densidad celular o toxicidad del extracto obtenida a esta
concentracion se incrementd en un 59.1%, representando el valor mas alto de
toxicidad en las cuatro concentraciones probadas. Por otro lado, el poder inductor
mas bajo obtenido por el extracto fue a la concentracion de 1.0 mg/ml DMEM
(61.17 + 1.81 nmol/mg min), incrementandose el 35.5% con respecto al control
(94.79 + 5.93 nmol/mg min). A esta concentracién la toxicidad del extracto se
observa ligeramente menor en un 10%. Sin embargo, el extracto presenta un
comportamiento modesto e inversamente proporcional, es decir, entre mas
actividad menos proteina, a consecuencia de la toxicidad. EI poder inductor
obtenido a las diferentes concentraciones del extracto de Brassica rapa L. no logro
doblar la actividad de QR en las células Hepa 1c1c7. Sin embargo, el extracto
metandlico de Brassica rapa es el segundo con mayor potencia inductora

comparado con el resto de los extractos metanolicos y acuosos.
V1.3.3. Efecto del extracto metandlico de Rumex crispus L. en células Hepa 1c1c7.

La capacidad inductora del extracto Rumex crispus L. probado a las diferentes
concentraciones se muestra en la Figura 8. La mayor potencia inductora
significativa (P < 0.05) se obtuvo a la concentracion 0.05 mg/mi DMEM (90.57 +
4.45 nmol/mg min), representando un 20.8% por arriba del grupo control. La
densidad celular en este punto fue alrededor del 6%, de hecho es el valor mas alto

de toxicidad obtenido para el extracto (Cuadro 4). Por otro lado, el punto mas bajo
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de potencia inductora obtenida por el extracto fue a la concentracion mayor (64.34
+ 2.72 nmol/mg min), representando una reduccion de la actividad en 14.2% por
debajo del grupo control (74.98 £ 9.18 nmol/mg min) y un incremento modesto en
la densidad celular del 0.4% con respecto al grupo control. El extracto de Rumex
crispus L. se coloca como cuarto inductor mas potente, comparado con el resto del
los extractos metandlicos y acuosos. Tampoco se consiguié doblar la actividad de
QR en las células Hepa 1c1c7 a las concentraciones probadas por el extracto de
Rumex crispus L, no; sin embargo, su toxicidad es la mas modesta comparada

' con el resto de los extractos tanto metanélicos como acuosos.

VI1.3.4. Efecto del extracto metanolico de Portulaca oleraceae L. en células Hepa
1c1cl7.

En la Figura 8 se muestra la capacidad inductora del extracto de Portulaca
oleraceae L. probado a las diferentes concentraciones en las células Hepa 1c1c7.
En este experimento, el punto mas alto de potencia inductora se observd a la
concentracion de 0.1mg/ml, representando un incremento del 28.9% (96.62 + 3.69
nmol/mg min) con respecto al grupo control (74.98 + 9.18 nmol/mg min). La
densidad celular correspondiente a esta concentracion se vio reducida en menos
del 20% (0.0117 % 0.00013 mg de proteina) con respecto al grupo control (0.0145%
0.00032 mg de proteina). Por otro lado, el punto mas bajo de potencia inductora
obtenida por el extracto fue a la concentracion mayor, con una reduccion del 5%
(71.41 = 1.17 nmol/mg min) por debajo del grupo control (74.98 + 9.18 nmol/mg
min), y la densidad celular correspondiente a esta concentracion fue reducida en
un 18.2% (0.0119+ 0.0013 mg de proteina) con respecto al grupo control (0.0145 %
0.00031 mg de proteina). El extracto de Portulaca oleraceae L. se coloca como el
tercer extracto mas potente comparado contra el resto de los extractos
metanodlicos y acuosos probados en este experimento. Sin embargo, ninguna
concentracién probada pora el extracto doblé la actividad de QR en las células

Hepa 1cic?.
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Cuadro 4. Capacidad inductora de extractos metandlicos de Amaranthus
hybridus, Brassica rapa, Rumex crispus, Portulaca oleraceae y Yuca fillifera sobre
las células Hepa 1c1c?.

Grupos Actividad de QR ( nmol/mg min) i TiC ; Dunnett
Media+ EE | % P <0.05

g Amaranthus hybridus L i§ Lr ' l I
| Control | 7498 :018 | 1 | |
| 0.05 mg/ml DMEM | 105.01 + 1.84 | 1401 L Nodierencia |
i 0.1 mg/ml DMEM [ 130.66 + 16.92 j% 1.743 E Diferencia l
f{ 0.5 mg/m! DMEM H B 102.37 + 3.76 H 1.365 F No diferencia }
[10 mg/mi DMEM Tl 98.73 + 6.14 li 1317 | Nodiferencia |
{ "Brassica rapa L E ) ] !i o %l
| Control i 94.79 + 5.93 1|l l
| 0.05 mg/ml DMEM “ 97.71 + 2.75 H 1.031 I No diferencia ‘

0.1 mg/ml DMEM mli 14145 £ 1243 ‘” 1492 | Diferendia « !
? 0.5 mg/ml DMEM ] 110.99 + 2.69 ‘& 1.171 !§ No diferencia [
{ 1.0 mg/ml DMEM ]f 61.17 + 1.81 l 0.645 IE Diferencia » j
s Rumex crispus L j {; r l
| Control E 74.98+ 9.18 I \Wl
i 0.05 mg/mi DMEM |§ 90.57 + 4.45 H 1.208 J{ No diferencia 1
{04 mg/ml DMEM e 81.25 + 3.14 [ 108 ]| Mo diferencia |
g 0.5 mg/ml DMEM M WE 74.35 + 3.39 7 Hﬁ No diferencia l
[ 1.0 mg/ml DMEM o “T 6434 £ 272 L .858 lé No diferencia l
t Portulaca oleraceae L WF T 1 l l
[ Control I 74.98 £ 918 i l |

0.05 mg/mi DMEM ]5 8961 + 549 H 1.198 ]? No diferencia 1
| 0-1 mg/ml DMEM WT 96.62 + 3.60 }§ 1.289 f No diferencia _|
i 0.5 mg/m! DMEM ” 84.99 + 8.91 I 1.134 i No diferencia le
i 1.0 mg/ml DMEM ]§ 7145 +1.17 ‘ .953 l No diferencia i
[ Yuca fillifera Chab E"'"”’ ”’"’]r iﬁ"’”"’” ' i
[ Control ) B 9479 % 593 IR |
i 0.05 mg/mi DMEM ) ]; 90.29 + 4.31 }% 952 F No ‘;;erencia }
[01 mg/mlDMEM w]g 78.09 + 4.31WW W—H .824 I MDiferencia* i
g 0.5 mg/ml DMEM F 39.57 + 2.71 “ }g 417 IE Diferencia » l
} 1.0 mg/m! DMEM E 71.01 £ 190 i 749 ] " Diferencia » i
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* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control, de acuerdo a la prueba
de estadistica de dunnett (0=0.05), representando una reduccion de actividad.
T/C = Tratamiento sobre control. .
V1.3.5. Efecto del extracto metanolico de Yuca filifera Chab. en células Hepa

1cict.

La capacidad inductora del extracto de Yuca filifera Chab? probado a las diferentes
concentraciones en las células Hepa 1cic/ se muestra en la Figura 8. En este
extracto en particular se observa un resultado altamente citotoxico, alcanzando
una reduccion de la actividad del 58.3% (39.57 + 2.71 nmol/mg min) con respecto
al grupo control (94.79 £ 5.93 nmol/mg min). Por otro lado, la densidad celular
descendié hasta un 76.1% (0.00332+ 0.000036 mg de proteina) por debajo del
grupo control (0.0139+ 0.00076 mg de proteina). Ninguna concentracion evaluada
mostré induccion de la actividad de QR en las celulas Hepa 1c1c7. El extracto se
coloca en el ultimo lugar de los extractos, siendo el mas toxico de todos los
extractos evaluados, tanto metandlicos como acuosos, en el presente estudio.

Dichos resultados se expresan en el Cuadro 4 como la media * el SEM.
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VIl. DISCUSION.

A nivel mundial, las plantas se han estudiado por sus propiedades alimenticias,
incluyendo no solo a los frutos, si no también a sus hojas, sus tallos y sus raices.
Sin embargo, las plantas también se han estudiado por sus propiedades
medicinales, tales como sus propiedades antioxidantes, anticarcinégenicas,
antiespasmaodicas, antimicrobianas, antiflamatorias y antiproliferativas, entre otras.
Se ha demostrado, ademas, que los efectos anticarcinogénicos de los vegetales
estan mediados, en parte, a través de la induccion de enzimas del metabolismo
del xenobidticos Diversas lineas celulares proporcionan evidencia apremiante de
ayuda para el proposito de inducir enzimas que participan en el metabolismo de
xenobioticos, particularmente enzimas de fase 2, que resultan en proteccion contra

efectos toxicos y neoplasicos de agentes carcindgenos.

Con el proposito de determinar el efecto quimioprotector de los extractos objeto de
estudio, se evaluo la potencia inductora de estos sobre la actividad enzimatica de
QR. La actividad inductora fue medida en células Hepa 1c1c? de hepatoma de
raton, crecidas en microplacas de 96 pozos. Con el empleo de. esta técnica de
cultivo celular inspeccionamos la potencia inductora, utilizando como control
positivo el potente agente inductor sulfurofano, el cual dobld la actividad de QR en
la concentracion de 2.5 pM. Sin embargo, se observo una marcada citotoxicidad a
concentraciones mayores de 5 uM. Previos trabajos demuestran que el sulfurofano
a concentraciones de 10-30 M, induce arresto del ciclo celular v,
subsecuentemente, muerte apoptética en una linea celular de cancer de colon
HT29 (Gamet-Payrastre y col., 2000). Por otro lado, el tratamiento con sulfurofano
a concentraciones de 5 yM en células pancreaticas MIA PaCa-2 decrecen su
crecimiento en microplacas, y a la concentracion de 10 uM inhibe la proliferacion
en las células pancredticas MIA PaCa-2 y PANC-1, mostrando un incremento en
especies reactivas de oxigeno, sin un incremento en los niveles de glutation

reducido (GSH), principal antioxidante celular. Estos resultados indican que el
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estrés oxidativo ocurrido, es causado por el tratamiento con sulfurofano a las
concentraciones antes mencionadas (Pham y col., 2004).

Cabe mencionar que la linea celular propuesta (Hepa 1c1c7) responde a la
mayoria de los compuestos con actividad inductora de enzimas de fase 2. Por lo
tanto, el modelo fue empleado para probar la potencia inductora de una variedad
de extractos acuosos y metandlicos de plantas comestibles en el estado de
Querétaro. Por otra parte la técnica permite la evaluacion del efecto citotéxico de
los extractos bajo condiciones experimentales del ensayo. Por 10 que en primera
instancia fue necesario determinar la citotoxicidad basica del extracto, para.
después establecer su posible efecto protector. El estudio de citotoxicidad se inici6
con la optimizacion de la densidad de siembra de las células Hepa 1c1c7. Cabe
afiadir que el estudio inicialmente propuesto incluia la técnica de viabilidad celular
mediante la incorporacion del compuesto MTT para evaluar la citotoxicidad de los
extractos. Debido a problemas de mantenimiento y crecimiento de las células
Hepa 1ci1c7 en el laboratorio, no fue posible realizar estos experimentos. Sin
embargo, la densidad celular, medida como la concentracién de proteina, da una

estimacion del nidmero de células viables al final del tratamiento con los extractos.

Inicialmente se sembraron 10 000 células por pozo en medio DMEM enriquecido
con suero fetal bovino y antibidticos, durante un periodo de 24 horas.
Posteriormente se vio que las células no formaron una monocapa adecuada y que
representan muy pocas células; por lo cual se decidi6 sembrar 20 000 células
viables por pozo. Sin embargo, se observd que las células después de 48 horas
de tratamiento con los extractds acuosos no formaban una monocapa a
concentraciones mayores de 1mg/ml DMEM. Por otro lado, las células tratadas
con, los extractos acuosos no presentaron este comportamiento. Esto es de suma
importancia, ya que las mezclas complejas de ambos extractos podrian contener
una gran variedad de constituyentes conocidos y desconocidos que podrian ser

toxicos, y que estos pueden verse afectados por el tipo de extraccion.
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Los resultados indican que el extracto dcuoso de Portulaca oleraceae tuvo la
mayor potencia inductora a la concentracion de 0.5 mg/ml DMEM, mostrando un
incremento del 16.9% comparado con el de Amaranthus hybridus, que a la misma
concentracién tuvo un incremento de 5.1%; mientras que el extracto acuoso de
Brassica rapa tuvo un incremento del 3.5% a la concentracion de 0.05 mg/mi
DMEM (Figura 7). En ninguno de los tres casos la cantidad del inductor agregada
a los pozos de la microplaca logré doblar la actividad especifica de QR en células
Hepa 1c1c7. Esto es importante ya que de acuerdo a Proshaska y colaboradores
(1992), una unidad de actividad del inductor es definida como la cantidad de
inductor requerida para doblar la actividad especifica de QR en células Hepa
1c1c? crecidas en microplaca. Aunque en el presente trabajo no se obtuvieron
estos valores de induccion, lo anterior se realiza con fines comparativos. Por otro
lado, cabe resaltar que con niveles de induccion enzimatica de QR de 1.03 a 1.09
veces, Tanaka y colaboradores (1999) encontraron una disminucion del 51% de la
incidencia de fosas cripticas aberrantes inducidas quimicamente con el
carcinégeno azoximetano (AOM, 15 mg/kg de peso corporal) en el colon de ratas
F344 tratadas con 500 ppm de morina (un flavonoide puro). Lo anterior sugiere
que in vivo no necesariamente se requiere niveles de induccién de enzimas de

fase 2 elevados para ejercer un efecto biolégico significativo.

Prochaska y colaboradores (1992) tienen reportes de indican que algunos
extractos vegetales de la familia de las Brassicas son potentes inductores de la
actividad de QR en células Hepa 1c1c7. Sin embargo, diversos estudios indican
que esto depende fuertemente de cémo fueron procesados los extractos
(Hashimoto y col., 2002). Por ejemplo; de una serie de exiractos de vegetales
organicos, crecidos y cultivados bajo una variedad de condiciones, muestran
grandes diferencias en la potencia inductora, porque el contenido en peso seco
varia considerablemente de una muestra a otra. La actividad inductora se expresa
en términos de rendimiento seco de los vegetales bajo condiciones estandarizadas
dada una cantidad del inductor. Estas mediciones proporcionan la potencia
inductora expresado como unidad por gramo de peso seco de vegetal.

44



Aungue muchos extractos vegetales inducen QR, ciertas familias son
consideradas como los que poseen los componentes inductores mas potentes.
Por ejemplo, mientras que diversos extractos de la familia de Crucifereae tienen
un alto poder por la actividad del inductor, los extractos de las Solanéaceas
(pimienta, patatas, tomates) tienen una baja actividad inductora (Prochaska. y col
1992). Los tres extractos acuosos objeto de estudio, correspondientes a las
familias de Amaranthaceae, Brassicaceae y Portulacaceae, mostraron tener una

actividad inductora sobre QR menor que el compuesto de referencia (sulfurofano).

En el caso de los cinco extractos metandlicos correspondientes a las familias de
Amaranthaceae, Brassicaceae, Polygonaceae, Portulacaceae y Agavaceae,
mostraron una actividad de QR inferior al potente agente inductor sulfurofano,
utilizado como control positivo, pero mayor potencia inductora comparada con los
extractos acuosos. En el caso de los extractos metandlicos de Rumex crispus y
Yuca fillifera, no fue posible compararios con los extractos acuosos
correspondientes de su misma familia, debido a la falta de material disponible para
el ensayo. En general, los resultados indican que la mayor actividad enzimética de
los extractos metandlicos se obtuvo a la concentraciéon de 0.1 mg/ml DMEM, a
excepcion de Rumex crispus (0.5 mg/ml DMEM) y para la Yuca fillifera Chab se
obtuvo un efecto citotdxico bien marcado. A ninguna de las concentraciones
probadas para los extractos metandlicos se logro doblar la actividad especifica de
QR, sin embargo el extracto metandlico con mayor potencia inductora fue
Amaranthus hybridus con un incremento altamente significativo del 74.3%.

Otra limitante de este trabajo de investigacion fue comparar la potencia inductora
de cada uno de los extractos con el potente inductor sulfurofano, el cual se debe
considerar como un compuesto quimico puro. En el caso de los extractos
estudiados se tiene una mezcla de compuestos que, en general, ain no han sido
determinados y no se conoce cual o cuales son los compuestos que estan

proporcionando esta actividad o inhibicion de ia misma.
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Con respecto al método de extraccion, las familias difirieron en la potencia
inductora, siendo mayor én los extractos metanolicos que en los acuosos,
comparados con la misma familia. Los resultados indican que con el extracto
metandlico de Amaranthus hybridus a concentraciones de 0.1 mg/ml DMEM, la
actividad enzimatica del tratamiento/control fue 1.742; mientras que para el
extracto acuoso, la actividad enzimatica del tratamiento/control (T/C) fue de 1.055
a la concentracion de 2.0 mg/ml DMEM. Similarmente ocurrié con el extracto
metandlico de Brassica rapa, a la concentracion de 0.1 mg/ml DMEM la actividad
enzimatica T/C fue 1.492, mientras que para €l extracto acuoso la actividad
enzimatica T/C fue de 1.035 a la concentracion de 0.05 mg/ml. Por otro lado, a la
concentracién de 0.2 mg/mi  DMEM del extracto metandlico de Portulaca
oleraceae, la actividad enzimatica T/C fue de 1.288 y para el extracto acuoso fue
de 1.169 a la concentracion de 0.5 mg/ml DMEM. En todos los casos antes
comparados se tomd en cuenta los valores mas altos de potencia inductora

obtenida por cada uno de los extractos.

Todos los extractos metanolicos que se evaluaron en el presente estudio
mostraron tener una mayor potencia inductora, ya que el contenido de compuestos
que se pueden extraer con metanol es diferente en cada planta, debido a la
composicién y a las ‘caracteristicas propias de la eficiencia de extraccion. Cabe
afiadir que en el presente trabajo, los extractos metandlicos fueron preparados a
partir de una extraccion previa con hexano:acetona para eliminar compuestos de
caracter lipofilico, tales como los carotenoides, la clorofila y las grasas.
Posteriormente, se realiz6 una extraccion con metanol los que nos permitié
obtener los compuestos con caracteristicas mas poIares,‘taIes como glucosidos de
flavonoides, acidos fendlicos, alcaloides, entre otros. Por oftro lado, en los
extractos acuosos pudieran encontrarse compuestos méas polares, mono-, di- y
polisacaridos, asi como ciertos compuestos que sé encuentran presentes en el
extracto metanolico previamente descrito, Ademas, existen factores que influyen
en el contenido y tipo de metabolitos presentes en las plantas; como lo son los

cambios estacionales, el entorno, las condiciones del suelo en que crecen (Yaoy
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col., 2005). Por tal motivo, es necesario evaluar en un futuro otras condiciones 0
métodos de extraccion. Sin embargo, para los fines del presente estudio la
cantidad de extracto y sus antecedentes farmacologicos previamente citados en la

literatura fueron adecuados para la consecucion de los objetivos planteados.

Estudios realizados en el Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos
(DIPA), muestran queé de los cinco extractos metanolicos objeto de estudio, la
Portulaca oleraceae presenta el mayor contenido de fenoles totales con un valor
de 808 mg de &cido galico por cada gramo del extracto, seguido por Rumex
crispus (456 mg acido galico/gramo del extracto), Brassica rapa (351 mg &cido
galico/gramo del extracto) Yuca fillifera (222 mg &cido galico/gramo del extracto) y
el extracto de Amaranthus hybridus (155 mg de acido galico/gramo de extracto)
(Miranda-Centeno, 2005). Los compuestos fenolicos incluyen, los acidos fendlicos,
acidos hidroxinamicos, derivados de acidos hidroxinamicos y flavonoides. Los mas
activos biolégicamente son los flavonoides, las protantocianinas, las antocianinas
y las catequinas. Los compuestos fendlicos poseen propiedades antioxidantes,
que les permiten actuar como quimioprotectores en las diferentes etapas del
proceso carcinégeno, ademas de la actividad antioxidante, los polifenoles
contribuyen con otros mecanismos para ejercer sus efectos antimutagénicos y
anticarcinogénicos, como por ejemplo la induccion de enzimas de fase 2. Por lo
anterior, seria posible que los extractos presentaran una correlacion positiva entre
el contenido de fenoles y la capacidad antioxidante, de igual manera guardara una

relacién con el poder inductor de enzimas de fase 2.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que los
extractos metanolicos no guardan una marcada actividad inductora con respecto al
contenido de fenoles totales. Por ejemplo, para el extracto de Amatranthus
hybridus, fue el extracto con mayor poder inductor en el presente estudio, mientras
que su contenido de fenoles totales es el menor comparado con el resto de los
extractos metandlicos. En el caso de Portulaca oleraceae L, el extracto presenta la

mayor cantidad fenoles totales, mientras que su actividad inductora no fue
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relativamente alta. Resultados similares fueron obtenidos al correlacionar el
contenido de fenoles totales y flavonoides presentes .en estas plantas con su
capacidad antiproliferativa en células de cancer humano de epitelio mamario
(MDA-MB-231, MCF-7 y MCF-10F) (Miranda-Centeno, 2005). De manera
inesperada, ambos estudios sugieren que no existe una correlacion positiva Y
significativa en cuanto a la actividad biolégica (medida como la capacidad
antiproliferativa o la induccion de enzimas de fase 2) con el contenido de fenoles

totales en las plantas bajo estudio.

Los resultados aqui obtenidos son valores de suficiente importancia dado que los
extractos no son puros y se ven influidos por las condiciones de extraccion y su
composicion de mezclas heterogéneas, por ofra parte y, ain mas importante, no
existe acervo bibliografico con informacion sobre ensayos de potencia inductora

para los extractos probados en el presente estudio.

Cabe mencionar que cuando se utiliza meétodos ih vitro, frecuentemente se
observan concentraciones toxicas aun con los materiales mas inocuos (Phillips.,
1996). Los compuestos que son t6xicos a altas concentraciones pueden resultar
benéficos a bajas concentraciones. Estudios in vitro evidencian que ciertas lineas
celulares transformadas son mas sensibles a los efectos biolégicos de un gran
numero de fitoquimicos 0O compuestos quimioprotectores que su contraparte
normal (Aparicio-Fernandez y col., 2006). Por ello los resuitados reportados aqui
no implican que los extractos puedan tener efectos toxicos en humanos, sino que
simplemente constituyen parte de la informacion que pueden servir de base para

estudios posteriores.
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Vill. CONCLUSIONES.

En el presente estudio, se logré evaluar la potencia inductora de cada uno de los
extractos acuosos Y metandlicos de las plantas comestibles en el estado de
Querétaro, observandose una mayor potencia de induccion de la enzima de fase 2

(QR) en células Hepa 1c1c7 para los extractos metanolicos.

E| extracto metandlico con una mayor capacidad inductora (P < 0.05) sobre QR
fue el de Amaranthus hybridus (quelite de pollo) a la concentracion de 0.10 mg/mi
DMEM (130.664 + 16.924 nmol/mg min), representando un incremento del 74.3%

con respecto al control (74.975 = 9.183 nmol/mg min).

Por otro lado, el extracto con mayor efecto citotoxico fue el de Yuca fillifera Chab,
el cual mostré una reduccion de la actividad del 58.3% (39.573 + 2.709 nmol/mg
min) con respecto al grupo control (94.79 + 5.931 nmol/mg min). Similarmente, la
densidad celular disminuyo hasta un 76.1% (0.00332 0.0364 mg de proteina) por
debajo del grupo control (0.0139+ 0.76 mg de proteina).

En los resultados obtenidos en el presente estudio fue posible evaluar el efecto
citotoxico, en base a la densidad celular (expresada en mg de proteina), asi como
también fue posible seleccionar las especies vegetales con mayor potencia
inductora de enzimas de fase 2, constituyendo las bases para los estudios

posteriores en evaluaciones in vivo

La quimioproteccion ha ganado seria consideracion como una alternativa de
controlar la incidencia de cancer y ya no es solamente una estrategia tedrica, €s
una realidad que genera resultados experimentales y clinicos impresionantes.
Actualmente el desarrollo de la quimioproteccion del cancer es una disciplina que
involucra el descubrimiento de nuevos agentes anticancerigenos, provenientes de
plantas seleccionadas en base a informacién etnobotanica. El presente estudio
aporta una pequefia luz local sobre ensayos de potencia inductora de los extractos

de plantas comestibles en el estado de Querétaro, como una estrategia de
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