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RESUMEN.

En la actualidad, las enfermedades crénico-degenerativas, como la diabetes tipo 2,
el cancer, la obesidad, sobrepeso y las enfermedades cardiovasculares, entre
otras, son causas principales del fallecimiento de una parte importante de la
poblacién y su morbilidad estd aumentando. Asimismo, se ha identificado al estrés
oxidativo como un factor importante en el desarrollo de estas enfermedades.
Estudios in vitro han demostrado la actividad quimioprotectora de plantas
comestibles en el estado de Querétaro a través de la induccién de biomarcadores
antioxidantes. Sin embargo, no existen reportes en la literatura acerca del potencial
de induccion in vivo de estas plantas. Por ello, este trabajo evalu6é el efecto
quimioprotector de los extractos metanolicos y acuosos de plantas comestibles del
estado de Querétaro Yuca filifera Chab (palma), Amaranthus hybridus L (quelite de
pollo), Melampodium perfoliatum (tinajilla), Taraxacum officinale (diente de léon),
Brassica rapa L (nabo), Rumex crispus L (lengua de vaca) y Physalis philadelphica
L (tomatillo), a través de la inducciéon de biomarcadores antioxidantes como las
enzimas glutation-S-transferasa (GST), glutation peroxidasa (GPX) y quinona
reductasa (QR), asi como la concentracion de glutation reducido (GSH) en ratas
machos Sprague-Dawley (80-99 g). Los extractos se administraron via intragastrica
e dosis de 50, 100 y 200 mg/kg de peso corporal, durante una semana con
intervalos de 48 horas. Los animales se sacrificaron y se determiné la actividad de
las enzimas QR, GST y GPX en higado, colon proximal y distal, asi como los
niveles de GSH en higado por espectrofotometria. Los extractos que reportaron una
mayor inducciéon en la concentracion de GSH fueron el extracto acuoso de T.
officinale (3.8 veces a la dosis de 50 mg/Kg), el extracto metandlico de A. hybridus
(3.9 veces a la dosis 100 mg/Kg), respecto al control negativo. Por otro lado, los
extractos acuoso y metandlico de A. hybridus (50, 100 y 200 mg/Kg) incrementaron
significativamente la actividad enzimatica de GST, QR y GPX, tanto en higado
como en colon, con respecto al control. De igual forma, el extracto acuoso de T.
officinale y el extracto metandlico de Brassica rapa se muestran como potentes
inductores de estas enzimas. Con estos resultados se identifican nuevas especies
vegetales con capacidad de inducir biomarcadores antioxidantes, sugiriendo un
efecto quimioprotector de estas plantas comestibles contra el desarrollo de
enfermedades crénico-degenerativas entre la poblacibn mexicana.
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I INTRODUCCION.
En general, las enfermedades cronicas degenerativas se convierten en un
problema de salud publica muy importante a nivel mundial. La incidencia en los
ultimos 50 afos de enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
coronarias, asma, hipertension, varios tipos de canceres y enfermedades
autoinmunes, se atribuye al medio ambiente y los estilos de vida. De hecho son las
causas principales del fallecimiento de una parte importante de la poblacion y
continua en aumentando su prevalencia. La obesidad, la diabetes y la hipertensién
son comunes en los nifos.
En especifico, el cancer es un término genérico que se emplea para designar un
grupo de neoplasias que difieren de forma variable en su histogénesis, morfologia,
evolucién clinica y prognosis, presentando particularidades morfolégicas vy
biolégicas que permiten clasificar e identificar por separado las diferentes lesiones
neoplasicas. En esencia, el cancer puede tener un comportamiento biologico
maligno que presenta diferencias fundamentales con las neoplasias benignas.
Todos los sistemas antioxidantes celulares, como el glutation reducido (GSH),
estan implicados en la proteccion de las macromoléculas biolégicas esenciales,
entre las que se encuentra el ADN. En este sentido, el interior nuclear posee el
doble del antioxidante GSH que el citoplasma celular. Ademas, sistemas
intracelulares antioxidantes, entre los que se encuentran el GSH, el acido
ascorbico, la vitamina E, el B-caroteno, la ubiquinona, la transferrina y las enzimas
catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX), quinona reductasa (QR), glutation
reductasa (GR) y enzimas de reparacion del ADN, actian atendiendo el equilibrio
entre la prooxidacién y antioxidacion a nivel celular.
Una gran variedad de estos compuestos antioxidantes son incorporados a travées de
la dieta, de ahi que una alimentacion adecuada en antioxidantes podria ayudar a
prevenir el desarrollo de determinadas enfermedades o atenuarian las lesiones
producidas por las mismas.
En México, los conocimientos empiricos sobre las propiedades medicinales de las
plantas es la base para su utilizacion como remedios caseros. Por lo que es un

hecho generalmente aceptado por muchas personas en México y, en otras partes




del mundo, que diversos efectos beneficiosos se pueden obtener a través del
consumo de productos vegetales. Diversas hierbas y plantas se han utilizado para
una gran variedad de propésitos durante cientos de afos, y los efectos en los
humanos no han sido ampliamente estudiados.

Igualmente, la eliminacién de determinadas conductas oxidantes, tales como dejar
de fumar o reducir la ingestion de alcohol, reducirian el desarrollo de ciertas
alteraciones genéticas relacionadas con el cancer. Por lo tanto, la ampliacion de los
conocimientos referentes a estrés oxidativo y la relacibn que guarda con la
alimentacion diaria y, en especial con el consumo de ciertas plantas comestibles
ricas en compuestos fendlicos, entre otros, podran aportar estrategias que ayuden

a mejorar o complementar las medidas terapéuticas existentes.




. ANTECEDENTES.

II.L1  La dieta y su influencia en la salud.

La dieta 6éptima recomendada por la mayoria de las organizaciones en pro de la
salud esta basada en un contenido bajo en calorias y alto en fibras, caracterizada
por un consumo regular de vegetales, frutas, arroz y pastas integrales. Una dieta
basada en alimentos de origen vegetal es naturalmente baja en grasas saturadas,
colesterol y sodio, y rica en potasio, fibra y vitaminas antioxidantes. Las personas
que consumen este tipo de dietas presentan un menor riesgo de contraer
enfermedades crénico-degenerativas. Sin embargo, nuestra dieta comprende una
compleja mezcla de sustancias organicas, las cuales no solo nos proporcionan
sustento sino que también pueden desempefiar un importante papel en el
desarrollo, modulacion y prevencion de enfermedades (Olantude, 2004).

Estudios bioguimicos y clinicos, y un gran numero de estudios poblacionales en
Europa y Estados Unidos han demostrado, sin lugar a dudas, que una dieta con
alto contenido de grasa, rica en acidos grasos saturados, como es comun en
Europa del Este y del Norte, eleva los niveles de lipoproteinas de baja densidad
(LDL)-colesterol y es causa de la alta incidencia de enfermedad coronaria.

En contraste, una dieta rica en hidratos de carbono complejos y fibra, en la cual la
fuente de grasa se basa principalmente en acidos grasos monoinsaturados, como
la dieta estilo mediterraneo, rica en aceite de oliva, que se utiliza en Europa del Sur,
disminuye los niveles de colesterol de las LDL y se asocia a una baja incidencia de
enfermedad coronaria. Ademas, este tipo de dieta presenta efectos benéficos como
lo es la reduccion del riesgo a desarrollar diabetes mellitus tipo 2. Este efecto
benéfico puede también estar relacionado, entre otros factores, con una menor
prevalencia de obesidad y menor produccion de los niveles de insulina de los

individuos que la consumen (Cuneo, 2005).




1.2 Mortalidad por enfermedades cronico-degenerativas.

En el 2003, las enfermedades del corazén y cerebrovasculares, la diabetes, la
cirrosis y otras enfermedades crénicas del higado, ademas de los tumores
malignos, concentraron casi el 35% de las muertes ocurridas en México.

En el 2005, la diabetes mellitus fue la primera causa de mortalidad. Esta
enfermedad se caracteriza por una incapacidad metabdlica para mantener la
glucosa sanguinea en niveles adecuados, lo que ocasiona dafios vasculares y
nerviosos que a la larga afectan el funcionamiento de rifiones, corazén, retina y
extremidades corporales. Las enfermedades isquémicas del corazén son la
segunda causa de muerte y se asocian con la inactividad fisica, tabaquismo,
sobrepeso e hipertension arterial. Con respecto a esta enfermedad, la tasa de
mortalidad en hombres es mayor (85.6 %) que en mujeres (59.8 %).

A nivel mundial, las enfermedades cerebrovasculares son la segunda causa de
muerte y causan el mayor numero de discapacidades en la poblacién mayor de 60
afos. La tasa de mortalidad en México es relativamente.

En los analisis de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se indica que, desde
la edad madura hasta la vejez, la principal causa de muerte es por lo general el
cancer en el caso de las mujeres y las cardiopatias en lo que se refiere a los
hombres. En México, la mortalidad por tumores malignos va en aumento y una

parte importante de éstos ocurren en las mujeres (INEGI, 2007).

.3  Mortalidad por tumores malignos.

El cancer resulta ser una enfermedad que afecta tanto a hombres como a mujeres,
pero es mayor su presencia en mujeres. Dentro del grupo de tumores malignos que
afectan a ambos sexos se destaca el cancer de pulmon, traquea y bronquios, que
tiene mayor incidencia en los hombres; no obstante, se ha visto un crecimiento de
éstos en las mujeres por los cambios en los estilos de vida y el aumento del

tabaquismo. Si bien se observan diferencias en los érganos afectados por el cancer




en hombres y mujeres, los de tipo ginecolégico son los que mas defunciones
causan a las mujeres.

En los hombres, las principales causas de muerte por cancer en el afo 2004
corresponden a: traquea, bronquios y pulmoén (15.5%), prostata (5.2%) y estdbmago
(9.4%). De cada 1 000 defunciones por cancer en las mujeres, 135 se deben al del
cuello del utero (13.5%), 133 al de mama (13.3%), 81 al de higado y vias biliares
(8.1%) y 78 al de estomago (7.8 %) (INEGI, 2007).

1.4 Generalidades del cancer.

El cancer es una serie compleja de alteraciones que afectan un amplio rango de
células y tejidos. Esta enfermedad se clasifica de acuerdo con el tejido y el tipo
celular del que se origina, dando lugar a la siguiente clasificacion: carcinoma de las
células epiteliales, sarcoma de las células musculares, leucemia de las células
hematopoyéticas, linfoma de las células del sistema inmunitario y glioma de las
células del sistema nervioso central.
Los factores ambientales juegan un papel determinante en el desarrollo del cancer.
Entre éstos podemos citar a:
a) Los productos quimicos que causan cambios especificos en la secuencia del
DNA.
b) Los fenémenos fisicos, como las radiaciones ionizantes, que provocan
traslocaciones y rupturas de cromosomas.
c) Los virus que introducen secuencias nucleotidicas en el interior de la célula.
La frecuencia de la mayoria de los canceres aumenta con la edad, de modo que
conforme el promedio y la calidad de vida de las personas incrementa, un numero

mayor de éstas desarrollara la enfermedad (Barrera y col, 2003).

II. 5 Biotransformacion de xenobibticos.

Una gran variedad de compuestos extrafios al organismo, como los xenobioticos o

toxicos, se absorben a través de los pulmones, la piel o con mayor frecuencia, se




ingieren de manera no intencional por estar presentes en los alimentos y bebidas.
La exposicion a los xenobidticos o téxicos ambientales puede pasar inadvertida, o
accidental, cuando éstos estan presentes inevitablemente como componentes del
aire, agua y alimentos. Algunos xenobiéticos son inocuos, pero la gran mayoria
ocasionan respuestas biolégicas adversas (Katzunz, 1999).

La composicion de la dieta influye sobre la forma activa o metabolito de cualquier
toxico o xenobidtico, debido a: a) la presencia de contaminantes que tengan la
capacidad de provocar o de inhibir enzimas biotransformadoras (insecticidas o
benzopirenos); b) el equilibrio de los principios inmediatos en la dieta que pueden
influir sobre la flora digestiva y su capacidad de biotransformar ciertos xenobiéticos,
y c) el tipo o habito de dieta, que influye sobre la capacidad biotrasformante de una
particular dotaciéon enzimatica de un individuo (Flores, 1997).

En general, los xenobiéticos lipofilicos se biotransforman en productos mas polares
y, en consecuencia, pueden excretarse con mayor facilidad. El metabolismo puede
participar de manera muy notable en la desactivacion de xenobidticos liposolubles.
Sin embargo, algunos productos o metabolitos resultado de la biotransformacion
tienen mayor actividad o propiedades mas toxicas, incluyendo mutagenicidad,
teratogenicidad y carcinogenicidad. Estas biotransformaciones metabdlicas se
producen en algin momento entre la absorcion del xenobidtico en la circulacién
general y su eliminacion renal o biliar. En general, estas reacciones pueden
atribuirse a una de dos categorias principales, que se denominan fase 1 y fase 2
(Figura 1) (Katzunz, 1999).

Las reacciones de la fase 1 o de funcionalidad suelen transformar el xenobiético
original en un metabolito mas polar, introduciendo o desenmascarando un grupo
funcional (-OH, -NH,, -SH) por medio de reacciones de oxidacion y reduccion.
Estos cambios producen en general un aumento en la polaridad de la molécula y
determina algunos o varios de estos resultados: a) inactivacién; b) conversion de un
producto inactivo en otro activo; ¢) conversion de un producto activo en otro activo,
cuya actividad puede ser aprovechable con fines terapéuticos y d) conversion de un
producto activo en otro activo, pero cuya actividad resulta toxica (Flores, 1997,
Katzunz, 1999).




ABSORCION METABOLISMO ELIMINACION

Fase | Fase li A
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actividad modificada | I

Xenobiodtico

i
Metabolito del !
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Conjugado ———»

Xenobiotico

Lipofilico + Hidrofilico

Figura 1. Reacciones de fase 1y fase 2 en la

biotransformacién y eliminacion de los xenobidticos.

Por otro lado, las reacciones de fase 2 son reacciones de conjugacion, en las
cuales el xenobi6tico o el metabolito procedente de la fase 1 se acopla a un
sustrato endégeno como el acido glucurénico o el acido sulfarico, con lo cual casi
siempre se inactiva el xenobiotico y se facilita su excrecion. Entre las principales
enzimas de fase 2 encontramos a la quinona reductasa (QR), glutation-S-
transferasa (GST) y glutation peroxidasa (GPX) (Figura 1) (Flores, 1997; Katzunz,
1999).

Las enzimas encargadas de realizar estas transformaciones se encuentran
principalmente en higado, aunque también se hallan en menor proporcion en otros
organos como rifion, pulmoén, intestino, glandulas suprarrenales y otros tejidos
(Flores, 1997).

1.6  Estrés oxidativo

EL estrés oxidativo estd asociado al declive general de las funciones celulares,
titulares y organicas, y esta relacionado con enfermedades como el Alzheimer,
ateroesclerosis lateral amiotréfica, Parkinson, degeneracion muscular, artritis

reumatoide, cancer, entre otras. También una inadecuada proteccién contra las




especies reactivas de oxigeno, es el factor principal que da origen al envejecimiento
e incrementa la vulnerabilidad a enfermedades cronico-degenerativas (Salvado,
2005; Beristain y col., 2006)

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) incluyen: el radical superdxido (O3'), el
peréxido de hidrégeno (H20.), el radical hidroxilo (OH"), el oxigeno (O,) y el acido
hipocloroso (HOCI). Si el balance entre la formacion y la eliminacion de las
especies ERO se altera a favor de lo primero, estas especies oxidantes inducen
reacciones en cadena, capaces de danar moléculas de importancia biolégica
(carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos), a este fendmeno se le
denomina estrés oxidativo. En particular, el ataque a los lipidos provoca su
oxidacioén y esto a su vez conduce a la formacion de nuevas especies de radicales
libres y metabolitos téxicos, por lo que se desencadena una cascada de eventos
que amplifican el dafio. Las ERO pueden generarse por fuentes como los
contaminantes, el tabaquismo, factores ambientales o como un producto
secundario de las reacciones del metabolismo (Salvadé, 2005).

Debido a que la oxidacién es un proceso natural, el organismo requiere
mecanismos preventivos para retardar el proceso de oxidacién. Las vitaminas A, C,
E y los oligoelementos (zinc, manganeso, cobre, selenio y el hierro) son ejemplos
de antioxidantes que se encuentran en las frutas y verduras, y son requeridos por

las enzimas detoxificantes/detoxificadoras y antioxidantes (Arellano, 2007).

1.7 Sistemas de defensa antioxidante.

Desde el punto de vista quimico, un antioxidante es un compuesto quimico que
previene la oxidacion de otra especie quimica. Los antioxidantes desempefian un
papel fundamental en la protecciéon de estructuras celulares que pudiesen danarse
en reacciones que involucren radicales libres, pues éstos atacan a los acidos
grasos saturados en las biomembranas, causando asi peroxidacion de lipidos y
disminucion en la permeabilidad membranal, asi como dafio a proteinas
membranales. También se producen alteraciones en el ADN en condiciones de

estrés oxidativo, con un incremento en sus niveles de fragmentacion vy




modificaciones oxidativas en las bases puricas y pirimidinicas. Estos procesos
estan relacionados en el desarrollo de cancer, enfermedades cardiovasculares,
cataratas, declive del estado inmune y disfuncion cerebral (Alvira y Roche, 2004;
Tenorio y col., 2006).

La mayoria de los organismos vivos, incluyendo a los seres humanos, poseen un
sistema de defensa eficiente, que ha evolucionado en mecanismos enzimaticos y
no-enzimaticos, contra el exceso de produccion de ERO protegiendo asi contra
dafios oxidantes. Sin embargo, diferentes factores externos y el envejecimiento
disminuye la capacidad de tales sistemas, resultando en perturbaciones del
equilibrio redox. Por consiguiente, los antioxidantes son secuestradores de EROs
de gran valor en la prevencién del ataque y/o la progresion de enfermedades
oxidativas (Salvado, 2005; Gonzalez, 2007).

11.7.1 Mecanismos enzimaticos y no-enzimaticos.

Los sistemas enzimaticos incluyen la superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT)
y las enzimas implicadas en el ciclo de glutation: glutation peroxidasa (GPX),
glutation reductasa (GR) y glutation-S-transferasa (GST).

La SOD cataliza la dismutacién del anién superéxido transformandolo en oxigeno

(O2) y peroxido de hidrégeno (H20,).

SOD
02-_ K 02._ + 2H" ———— HzOz + 02

La CAT es una enzima que se localiza en los peroxisomas y descompone al
peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno (Salvado, 20095).

CAT
2H,0, » 2H,0 + O,

La superéxido dismutasa (SOD) y el glutation reducido (GSH) son los principales

antioxidantes que protegen las células contra los efectos nocivos y toxicos de las




EROs. Por lo tanto, la SOD y el GSH constituyen el primer paso enzimatico que
desempefia un papel protector celular, catalizando la conversion del radical
superoxido en peroxido de hidrégeno (H.02) (Al-Gubory y col., 2004; Salvado,
2005).

Tanto la GPX como la CAT catalizan la conversiéon de H20; a H20. Sin embargo, la
GPX convierte H,O, a H,O a través de la oxidacion de GSH (GSSG). Ademas, la
GPX cataliza la degradacion de los lipidos peréxidos (LPO). La GR es una enzima
importante del mecanismo de defensa antioxidante celular. La regeneracion de
GSSG a GSH requiere la acciéon de la GR que utiliza el NADPH como cofactor. Por
lo tanto, la GR es esencial para el ciclo del GSH, ya que mantiene los niveles
adecuados de GSH. La capacidad de GPX de reducir H,O: y otros hidroperéxidos
depende de la actividad de la GR (Al-Gubory y col., 2004).

Las glutation S-transferasas (GST) son una familia de isoenzimas citoplasmicas
que desempefian un papel importante en la desintoxicacion de una gran diversidad
de metabolitos activos y de compuestos electrofilicos exégenos o endogenos, a
través de la conjugacion con GSH. De esta forma, la enzima neutraliza los sitios
activos del electréfilo y genera productos menos reactivos o mas hidrosolubles y,
por tanto, mas facilmente excretables (Baez, 1997; Garcia, 2004; Zhang y col.,
2007).

En cuanto al sistema de defensa no enzimatico, las proteinas antioxidantes
generalmente pueden tener funciones duales, es decir, como proteinas
transportadoras y también como quelantes en cuestién de iones metalicos. EI GSH
es el antioxidante no enzimatico mas relevante, su funcion no es eliminar
directamente las ERO, sino mantener el equilibrio redox y participar en las
reacciones enzimaticas antioxidantes proporcionando los reductores equivalentes.
El GSH actia a través de tres reacciones: 1) reacciones de conjugacion, 2)
oxidacion, y 3) degradacién (Salvadé, 2005).

Por lo tanto, es importante mantener los niveles adecuados de los sistemas
enzimaticos y no enzimaticos. Existe evidencia de que una dieta alta en frutas y
vegetales es fundamental en la proteccion contra enfermedades cronicas

degenerativas, lo que sugiere un efecto quimioprotector de los vegetales a través
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de la induccion de enzimas de fase 2 o antioxidantes en diferentes tejidos (Munday
y col., 2005).

1.8  Quimioprotectores.

El término quimiproteccion fue introducido para referirse al uso de agentes
farmacologicos o naturales que inhiben el desarrollo del cancer, ya sea por el
bloqueo del dafio al ADN que inicia la carcinogénesis o por inhibiciéon o reversion de
la evolucion de células premalignas, en las cuales el dafio ya ha ocurrido. En la
actualidad, los agentes mejor estudiados en la quimioproteccion humana son los
retinoles (los derivados naturales y los analogos sintéticos de la vitamina A) y un
miembro de la clase de los carotenoides, el R-caroteno, y se asocian con una
reduccién del riesgo de cancer. Sin embargo, los carotenoides se consumen en las
frutas y verduras, las cuales contienen otras muchas sustancias con propiedades
preventivas contra el cancer tales como los compuestos fendlicos, los flavonoides,
isotiocianatos, dioles, etc. (Devita y col., 1997).

E| papel biolégico que desempefian los flavonoides y compuestos fenélicos es de
gran importancia, se les atribuyen actividades antioxidantes y antiinflamatorias,
dando como resultado en general un efecto benéfico a la salud, resaitando la
importancia de una dieta rica en flavonoides (Pérez, 2003; Gonzales y col., 2007).

1.9 Flavonoides.

A través de estudios in vivo e in vitro, se ha demostrado que los flavonoides poseen
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antialérgicas, hepatoprotectoras,
antitrombéticas, antivirales y anticarcinogénicas, pueden actuar como potentes
quelantes de metales, como atrapadores de radicales libres y como antioxidantes
rompedores de la reaccion en cadena, es decir, finalizan la cadena de formacion de
especies prooxidantes mediante la donacion o aceptaciéon tanto de un atomo de

hidrégeno como un electron.
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Quimicamente, los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que se
encuentran en plantas vasculares. Estructuralmente, estos fitoquimicos pueden
considerarse como fenilbenzo—pironas (fenilcromonas) compuestos de dos anillos
bencénicos unidos mediante un anillo heterociclico de pirano o pirona. En funcién
de sus sustituyentes quimicos, los flavonoides se clasifican en: flavanoles,
antocianidinas, flavonas, flavanonas y chalconas.

Los compuestos fendlicos incluyen los acidos fendlicos, acidos hidroxicinamicos,
derivados de acido hidroxicinamicos y flavonoides, entre los cuales se encuentran
las proantocianinas, las antocianinas y las catequinas (Subias, 2007). Estos
compuestos tienen efectos muy importantes en la bioquimica y fisiologia de las
plantas, en donde actian como antioxidantes, inhibidores enzimaticos, precursores
de sustancias toxicas, asi como en la formacion de pigmentos y filtros solares
(Tenorio y col., 2006).

El flavonoide quercetina es uno de los compuestos polifenélicos mas abundantes
presentes en la dieta humana (Figura 2) y se encuentran comunmente en las
manzanas, arandanos, moras azules y cebollas. Se ha reportado que la quercetina
posee propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias, vy
cardioprotectoras. Recientemente, se reporté que la quercetina reduce la presion
sanguinea elevada, disfuncion endotelial y cardiaca e hipertrofia renal en un modelo
de ratas macho Wistar (220-250 g) hipertensas. El efecto protector ejercido por la
quercetina se asocié con una mejora en el estatus oxidativo, atribuido a sus

propiedades antioxidantes (Galisteo y col., 2004; Ustesch y col., 2008).

5, 7,3’ 4 -tetrahidroxiflavonol (Quercetina)

Figura 2. Estructura molecular de la quercetina.
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Recientemente, se ha reportado que tanto la quercetina como los metabolitos
metilados de ésta, ejercen efectos antihipertensivos y reducen la hipertrofia del
ventriculo izquierdo, la disfuncion endotelial y mejoran el estatus oxidativo
plasmatico y hepatico. Este flavonoide también muestra un efecto positivo en
enfermedades cardiovasculares y se estima que, como un componente regular en
la dieta, se consume en cantidades aproximadas a los 16-25 mg/dia (Dajas y col.,
2003; lkizler y col., 2006).

Por otro lado, Inal y Kahraman (2000) estudiaron el efecto de la administracion de
quercetina (50 mg/kg de peso corporal) antes de un periodo de exposicién a
irradiacion. Los autores observaron que la exposicion de ratas a los rayos
ultravioletas les causé un estrés oxidativo, mientras que la quercetina aumento los
niveles de antioxidantes enzimaticos, por lo que concluyen que la quercetina puede
ser (til en la prevencién de dafios fotobiolégicos.

Por otro lado, en un ensayo en ratas Sprague-Dawley se medio la capacidad
neuroprotectora de un grupo de flavonoides, incluida la quercetina, encontrandose
una reduccioén en las lesiones cerebrales y una mayor capacidad citoprotectora en
aquellas ratas que fueron tratadas con dosis de 30 y 50 mg/Kg de quercetina
(Dajas y col., 2003)

Ademas, existen evidencias de que la quercetina inhibe la NADPH citocromo
reductasa del sistema de la citocromo P-450 en microsomas hepaticos. Este efecto
pudiera impedir las reacciones de biotransformacion de fase 1 de una gran
diversidad de xenobioticos que emplean esta via para generar radicales libres
(RLs). Debido a que el sistema de citocromo P-450 consiste de una familia de
isoenzimas, la eficacia de la inhibiciéon varia enormemente; asi, un unico flavonoide
puede inhibir una isoenzima a bajas concentraciones, pero puede necesitar de
concentraciones 100 veces superiores para inhibir otra isoenzima. Ademas de
secuestrar RLs, quelar iones metalicos e inhibir oxidasas, los flavonoides pueden
aumentar la disponibilidad de antioxidantes endégenos, asi como la actividad de
enzimas antioxidantes. Al mismo tiempo estos compuestos son capaces de inhibir

enzimas involucradas en la generacion de ROS (Tenorio y col., 2006).
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La ingesta diaria de flavonoides proviene del consumo de cebolla, manzanas, uvas,
vino, té, cerezas, jugo de citricos, especias, entre otras. Aunque es altamente
variable, se ha estimado que el consumo de flavonoides totales por dia oscila entre

23 y 500 mg de estos fitoquimicos (Tenorio y col., 2006).
I1.10 Plantas comestibles del estado de Querétaro.
Resultados previos obtenidos por el grupo de investigacion indican que algunas

plantas de consumo comun en el estado de Querétaro, y que se presentan en el

Cuadro 1, se emplean para el tratamiento de ciertas enfermedades (Subias, 2007).

Cuadro 1. Plantas comestibles en el estado de Querétaro

Familia Nombre cientifico Nombre comun Uso

Amaranthaceae | Amaranthus hybridus L Quelite de pollo |Alimento y
medicina
Solaneceae Physalis philadelphica L Tomatillo Alimento

Astereasa Taraxacum officinale Diente de Le6n |Alimentoy
medicina

Polygonaceae | Rumex crispus L Lengua de vaca |Alimento y
medicina

Brassicaceae |Brassica rapa L Nabo o Mostaza |Alimento y
medicina

Asteraceae Melampodium perfoliatum | Tinajilla o Alimento y
Aguadora medicina

Agavaceae Yuca filifera Chab. Palma Alimento y
medicina

11.10.1 Yuca filifera Chab “Palma”

La Yuca filifera Chab es una planta arborescente, con aspecto de palma, muy
ramificada de 12 a 15 m de altura. Las hojas son muy rigidas, de 20 a 60 cm de
largo con una espina terminal; las flores de 4 a 6 cm de largo, blancas o de color

crema, muy numerosas, agrupadas en una inflorescencia colgante (Figura 3).
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Las flores de esta planta se comen preparadas en distintas formas. La planta se
localiza en la parte sur de la entidad, desde Pachuca hasta Tizayuca y Apan,
asimismo se presenta en el valle del mezquital (Villavicencio, 1995).

Las flores de la Yuca filifera Chab se consumen y comercializan en los meses de
marzo a mayo en la zona de Pachuca. La palma es polinizada exclusivamente por
el insecto T. yuccasella. Los frutos maduros tienen un mesocarpio carnoso, amarillo

y con semillas negras (Renteria y Canta, 2003).

Figura 3. Familia Agavaceae, Yuca filifera Chab.

Nombre comun: Palma

[1.10.2 Amaranthus hybridus L. “Quelite de pollo”.

El Amaranthus hybridus L (Figura 4) es originario de México, distribuido también en
el viejo mundo. ElI Amaranthus hybridus L habita en climas calidos, semisecos y
templados desde el nivel del mar hasta los 2,600 msnm. Esta planta se encuentra
distribuida en casi todo el estado de Querétaro, excepto en los municipios de Coldn,

Corregidora y Huimilpan. El quelite de pollo se le emplea en casi todo el estado con
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frecuencia como forraje para toda clase de animales y como alimento cuando esta
en estado tierno (Suarez y col., 2004; Rose y col., 2005).

El quelite de pollo es una planta herbacea, erecta, de hasta 1 m de alto; con tallo
rojizo, cuadrangular, glabro; las hojas son ovadas, de 2 a 12cmde largopor 1.5a7
cm de ancho, con pequefios tintes rojos. Las flores estan agrupadas en espigas
paniculadas, de 4 a 12 cm de largo, de color verde, pequefias y algo espinosas en

sus extremos. Los frutos son utriculos dehiscentes (Suarez y col., 2004).

Figura 4. Familia Amaranthaceae, Amaranthus hybridus L.

Nombre comun: Quelite de pollo
11.10.3 Melampodium perfoliatum “Tinaja o Tinajilla”
El Melampoium perfoliatum es una planta herbacea, erecta de hasta 1.5 m de alto;

con tallo estriado y glabro; las hojas son sésiles abrazando el tallo, rémbico-

ovaladas, de 2 a 21 cm de largo por 1 a 1.5 cm de ancho, de borde aserrado. Las
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flores estan agrupadas en cabezuelas, en los extremos de las ramas, en niumero de
3 a 5, de color amarillo. Los frutos son aquenios de color café oscuro a negro.

El Melampoium perfoliatum (Figura 5) es probablemente de origen americano y se
localiza en Chihuahua, Sinaloa, Durango, Nayarit, Zacatecas, San Luis Potosi,
Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Hidalgo, Veracruz, Michoacan, Estado de
México, Morelos, Puebla, Guerrero, Oaxaca, Chiapas y Centroamérica (Suarez y
col., 2004).

En el estado de Querétaro, el Melampodium perfoliatum se encuentra en los
municipios de Landa de Matamoros, San Juan del Rio y Pinal de Amoles a altitudes
por debajo de las reportadas en el valle de México, de 1,200 a 2,075 msnm,
acompanando lo cultivos de maiz y calabaza. En el municipio de Pinal de Amoles,
la tinajilla se usa como alimento y se ha reportado su utilizacién en Brasil contra

enfermedades como la malaria (Suarez y col., 2004, Botsaris, 2007).

Figura 5. Familia Asteraceae, Melempodium perfoliatum.

Nombre comun: Tinaja o Tinajilla
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11.10.4 Taraxacum officinale ‘Diente de le6n”

El Taraxacum officinale (Figura 6) es una planta de origen Euroasiatica, y en la
actualidad es cosmopolita. El diente de leén se distribuye ampliamente en el Valle
de México, en altitudes de 2,250 a 4,00 msnm. El tamafio de las plantas y de
algunas de sus partes varia notablemente con las condiciones ambientales.

En el estado de Querétaro, el Taraxacum officinale se localiza en los municipios de
Cadereyta, Corregidora, El Marqués, Huimilpan, Pedro Escobedo, Pinal de Amoles
y Querétaro. En los municipios de El Marqués y Querétaro, se usa como forraje
para borregos y chivos, asi como medicina para el tratamiento de la diabetes.
Ademas, el diente de ledn tiene un historial de uso en la medicina tradicional de los
pueblos chino, arabe y nativos americanos, para tratar una variedad de
enfermedades principalmente en problemas del higado, vesicula biliar, se utiliza
también contra la nube e inflamaciones oculares, puesto que contiene taraxina;
funciona como estomacal, hepatica, depurativa, estimulante, diurética y contra

afecciones cutaneas y gota (Suarez y col., 2004; Sigstedt y col., 2008).

Figura 6. Familia Asteraceae, Taraxacum officinale.

Nombre comun: Diente de Leoén
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El Taraxacum officinale es una planta herbacea, erecta, de hasta 50 cm de alto; con
hojas concentradas en la base de la planta, oblongas, profundamente onduladas en
el margen, de hasta 40 cm de largo. Las flores estan agrupadas en cabezuelas
solitarias de color amarillo. Los frutos son aquenios de color café claro, con vilano

de cerdas plumosas blancas.

11.10.5 Brassica rapa L. “Nabo o Mostaza”

La Brassica rapa L. (Figura 7) es una especie de origen Euroasiatica, adventicia en
América; muy difundida como maleza de los cultivos en los rastrojos. Se encuentra
ampliamente difundida en altitudes de 2,250 a 2,950 msnm, es una maleza

abundante arvense y ruderal y se usa como alimento para aves domésticas (Suarez

y col., 2004).

Figura 7. Familia Brassicaceae, Brassica rapa L.

Nombre comun: Nabo o Mostaza
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En el estado de Querétaro, la Brassica rapa L. se localiza en los municipios de

Amealco, Colén, Corregidora, EI Marqués, Huimilpan, Pedro Escobedo, Pinal de
Amoles, Querétaro y San Juan del Rio, en altitudes por debajo de las reportadas
para el valle de México. Se usa como forraje, para borregos, puercos, y vacas en
San Joaquin, Pinal y Huimilpan. En Pedro Escobedo, Amealco, San Joaquin,
Huimilpan y Querétaro la usan como alimento cuando esta en estado tierno.

La Brassica rapa L. es una planta herbacea, erecta de 30 a 120 mm de alto; con
tallo pubescente. Las hojas inferiores estan divididas, con un lébulo terminal
grande, de 10 a 20 cm de largo; las superiores mas pequefas y enteras. Las flores
son pequenas, con cuatro pétalos de color amarillo. Los frutos son silicuas

alargadas de 1 a 1.5 cm, dehiscentes, con varias semillas.

11.10.6 Rumex crispus L. “Lengua de vaca”

El Rumex crispus L (Figura 8) es una planta originaria de Europa y adventicia en
todo el mundo. Se presenta en clima templado en altitudes de 1,950 a 2,500 msnm
(Andnimo, 1994). Esta especie se desarrolla por arriba del circulo artico en
Noruega, se extiende arriba de los 65 ° latitud norte en Norteamérica y regiones
templadas de Sudamérica, también esta presente en Nueva Zelanda, Australia y
Asia; al igual que en Africa en donde la lengua de vaca estd ampliamente
distribuida por todo el Valle de México en las orillas de arroyos y zanjas en general.
En el estado de Querétaro, la lengua de vaca se encuentra en los municipios de
Amealco, El Marqués, Colon, Huimilpan, Pedro Escobedo y Querétaro. En el
municipio de Huimilpan, la lengua de vaca se utiliza como forraje para borregos; en
Pedro Escobedo, la planta se come en estado tierno, ademas es utilizada en
medicina tradicional por su raiz que es estimulante, ténica, astringente o laxante y
activadora de secrecion biliar. También se puede utilizar contra la calentura y para
sanar rinones y heridas. En el estado de Oaxaca se usa para algunos tratamientos
empleando las hojas en cataplasmas y aplicandolas localmente (Suarez y col.,
2004).
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El Rumex crispus L o lengua de vaca es una planta herbacea perenne, erecta, de
30 a 150 cm de alto; el tallo es estriado, glabro, poco ramificado; las hojas en la
parte basal son lanceolado-oblongas de hasta 30 cm de largo, las hojas superiores
son mas pequefas. Las flores estan dispuestas en inflorescencia verticiladas, de 10
a 50 cm de largo, de color verdoso, flores de 3 a 5 mm cada una. Los frutos son
aquenios de color rojo brillante, de 2 a 3 mm de longitud, de color oscuro brillante

(Yildirim y col., 2001; Suarez y col., 2004).

Figura 8. Familia Polygonaceae, Rumex crispus L.

Nombre comun: Lengua de vaca

11.10.7 Physalis philadelphica Lam. “Tomatillo o Tomate de hoja”
La Physalis philadelphica Lam. (Figura 9) es una planta nativa de América que se

distribuye desde el sur de los Estados Unidos, México y Centro América como

maleza comun en cultivos de riego. Los frutos se emplean como alimento por el
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hombre y los animales silvestres, por lo que se le ha cultivado por mucho tiempo. El
follaje tierno es muy apetecido por el ganado y es una especie de facil control.

En el estado de Querétaro, la planta de Physalis philadelphica Lam se encuentra en
los municipios de Landa de Matamoros, Pedro Escobedo, Pefiamiller, Arroyo Seco
y Pinal de Amoles como maleza en los cultivos de maiz, calabaza y girasol. En la
zona de Querétaro se usa como alimento. En la region de Norte América es
utilizada en forma de salsas y otras comidas (Gu y col., 2003; Suarez y col., 2004).
El tomatillo es una planta herbacea, erecta de 80 cm de tallo grueso angular, con
pelos grandulares de color rojizo. Las hojas son ovadas de 2 a 4.5 cm de largo por
1.5 a 3 cm de ancho, pubescentes. Las flores se presentan solitarias o en pares en
las axilas de las hojas, de color amarillo con pequefias manchas moradas en la
base, de 1.5 a 2 cm de diametro. Los frutos son redondos, carnosos, rodeados por

caliz acrescente, de color verde palido, reticulado (Suarez y col., 2004).

Figura 9. Familia Solaneceae, Physalis philadelphica Lam.

Nombre comun: Tomatillo o Tomate de hoja
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I1.11  Induccién de enzimas de fase 2 por extractos de plantas comestibles.

En un estudio previo in vitro realizado en células transformadas de higado de ratén
Hepa 1c1c7, los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L y Brassica rapa L
mostraron tener una actividad inductora sobre QR, una enzima de fase 2. Los
extractos metandlicos de las plantas Amaranthus hybridus L, Brassica rapa L,
Rumex crispus L y Yuca filifera Chab., también mostraron una potencia inductora
sobre la actividad de QR. A este respecto, el extracto metanélico de Amaranthus
hybridus L mostr6é la mayor potencia inductora, con un incremento altamente
significativo (74.3%) con respecto al control.

Existe evidencia de la funciéon protectora del nabo (Brassica rapa L) contra el
cancer colorrectal in vitro, debido a que ejerce efectos citotoxicos en lineas
celulares de cancer de colon humano. En particular, las brassicas parecen ser una
buena fuente de fitoquimicos protectores, encontrandose que los brotes jévenes de
cruciferas contienen de 10 a 100 veces niveles mas altos de ciertos glucosinolatos
en comparacion con plantas maduras. Ademas, los extractos vegetales de la familia
de las Brassicas son potentes inductores de la actividad de QR en células
transformadas de higado de raton Hepa 1ci1c7 (Subias, 2007). Sin embargo,
diversos estudios indican que esto depende del método de preparaciéon de los
extractos (Gill y col., 2004).

En un estudio donde se evalud la relacién del consumo de vegetales, en particular
Brasicas con el aumento de la actividad enzimatica de GST en colon, el consumo
de Brassica se asocio positivamente al aumento en la actividad de la enzima GST.
En general, el estudio mostré una asociacion positiva de los niveles de consumo de
frutas y vegetales con la actividad enzimatica de GST en colon de rata (Wark y col.,
2004).

En estudios in vivo realizados por el grupo de trabajo sobre la evaluacion de la
actividad quimiprotectora de extractos acuosos y metanolicos de plantas
medicinales y comestibles en el estado de Querétaro como inductores de enzimas
de fase 2, se demostré un aumento aun mayor de las actividades enzimaticas tanto

de GST como de QR en la zona distal del colon de ratas Sprague-Dawley después
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de la administracion gastrica de los extractos de las plantas (Malva parvifiora,
Nasturtium oficinale R. Br., Porophyllum tagetoides, Chenopodium murale L.,
Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh), comparadas con las actividades de los
animales del grupo control (sulfurofano), sugiriendo un efecto qumioprotector contra
el cancer colorrectal (Gutiérrez, 2006).

En un estudio realizado in vitro en células Hepa 1c1c7 se evalué la capacidad de
extractos de diferentes partes (hojas, frutas) de Physalis philadelphica para inducir
la actividad enzimatica de QR. Ademas, los extractos también se sometieron a una
cromatografia liquida, determinando que el fruto de esta planta contiene
ixocarpalactonas y funciona como un agente quimioprotector contra el cancer. En
particular los frutos de Physalis philadelphica o tomatillos se utilizaron para inducir
la actividad QR y el extracto fue fraccionado. Las fracciones resultaron ser
compuestos inductores, en particular elevan las enzimas de fase 2 responsables de
la desintoxicacion (Kennelly y col., 1997;Gu y col., 2003; Choi y col., 2006).

Hu y Kitts (2003) encontraron que la fraccion hidrofébica de la flor de diente de ledn
(Taraxacum officinale) muestra una mayor afinidad a equilibrar los radicales libres y
prevenir la oxidacion del ADN, por lo que los autores concluyen que la flor diente de
ledn representa una fuente potencial de antioxidantes naturales y materiales
bioactivos. Por otro lado, en un estudio in vitro se evalud el efecto antiproliferativo
de tres extractos acuosos elaborados a partir de las hojas maduras, las flores y las
raices del diente de ledn. Los resultados muestran que el extracto crudo de la hoja
de diente de leén redujo el crecimiento de células del cancer de mama MCF-7 y
MCF-AZ, mientras que los extractos acuosos de las flores y la raiz no tuvieron
ningun efecto en el crecimiento de una u otra linea celular (Sigstedt y col., 2008).

La induccion de enzimas detoxificadoras o de fase 2 se ha asociado a la presencia
de compuestos fendlicos, los flavonoides, isotiocianatos, dioles, etc. A este
respecto, se encontré6 que el contenido de fenoles totales en los extractos
metanolicos fue mayor en Rumex crispus L (456 mg equivalentes de acido galico/g
de extracto), seguido de Brassica rapa L (351 mg equivalentes de acido galico/g de
extracto), Yuca filifera Chab (222 mg equivalentes de acido galico/g de extracto) y
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el extracto de Amaranthus hybridus L (155 mg equivalentes de acido galico/g del
extracto) (Subias, 2007).

En ofra investigacion, se encontré6 que el extracto acuoso de Melampodium
perfoliatum mostré la mayor concentracion de fenoles (52.88 = 0.67 mg
equivalentes de acido galico/g de extracto); seguido por Amaranthus hybridus L
(52.33 + 0.75 mg equivalentes de acido galico/g de extracto). Se observé también
que el extracto acuoso de Melampodium perfoliatum mostré una mayor
concentracion de flavonoides (51.83 + 0.10 mg equivalentes de catequina/g de
extracto), seguido por Amaranthus hybridus L (49.82 + 1.18 mg equivalentes de
catequina/g de extracto) y la especie que resulté con el menor contenido de
flavonoides fue Brassica rapa L (12.17 £ 0.32 mg equivalentes de catequina/g de
extracto) (Gonzalez, 2007).

Con base en lo expuesto anteriormente, es evidente que las plantas tienen un uso
alimenticio y medicinal que ha sido escasamente estudiado. Por lo cual, se decidio
profundizar en los estudios en plantas buscando alternativas a los tratamientos de
enfermedades cronico degenerativas, como el cancer y la diabetes. En el presente
estudio se evalu6 el efecto de extractos acuosos y metandlicos de plantas
comestibles a diferentes concentraciones sobre biomarcadores antioxidantes en
higado y colon de ratas Sprague-Dawley, por ser el érgano de desintoxicacion
principal y el érgano blanco del cancer de colon, respectivamente. Los resultados
se utilizaran para evaluar el efecto quimioprotector de estas plantas en un medelo
animal de cancer colorrectal y seleccionar la planta y la dosis que presente la

mayor capacidad para inducir biomarcadores antioxidantes.
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. HIPOTESIS.

Los extractos acuosos y metandlicos de las plantas comestibles (Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica Lam, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa L, Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab.) del estado de
Querétaro tiene la capacidad de inducir los niveles de biomarcadores antioxidantes
enzimaticos (GPX, GR y GST) y no enzimaticos como GSH en un experimento in

vivo, debido a su contenido amplio de compuestos fendlicos.
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V.1

IV. OBJETIVOS.

General.

Evaluar el efecto de los extractos acuosos y metanélicos de plantas comestibles

sobre biomarcadores antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos en el higado y

colon de ratas macho Sprague-Dawley

V.2

Especificos.

Determinar el efecto de la administracion intragastrica de los extractos
acuosos y metandlicos de plantas comestibles sobre los niveles de glutation
reducido (GSH) en el higado de rata macho Sprague-Dawley.

Determinar la capacidad inductora de los extractos acuosos y metandlicos de
las plantas comestibles bajo estudio sobre la actividad de glutation S-
transferasa (GST), glutation peroxidasa (GPX) y quinona reductasa (QR) en
el higado y colon de ratas macho Sprague-Dawley.

Comparar el efecto de plantas comestibles sobre los biomarcadores
antioxidantes en dos zonas del intestino grueso (proximal y distal).

Identificar las especies comestibles y la dosis que presenten mayor
capacidad para inducir biomarcadores antioxidantes en el higado y colon

(proximal y distal) de ratas macho Sprague-Dawley.
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V. METODOLOGIA.

V.1 Materiales.

Reactivos quimicos

Los reactivos para las determinaciones enzimaticas tales como acido 5,5 -ditiobis
dinitro benzoico (DTNB), 1-cloro,-2 4-dinitrobenceno (CDNB), quercetina, L-
glutation reducido (GSH) 99%, glutation reductasa (GR), dicumarol, flavin adenin-
dinucleétido (FAD), glucosa-6-fosfato (G6P), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDh), menadiona, hidroxicumeno, tetrazolium (MTT), nicotin-adenin-difosfato
(NADP), Tween 20 y Tritéon fueron de la marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Los siguientes solventes y reactivos para las determinaciones enzimaticas como
acetona, metanol , acetonitrilo , acido tricloro-acético (TCA), albumina bovina sérica
(BSA), cloruro de magnesio (MgCly), cloruro de potasio (KCI), acido etilén diamino
tetra acético (EDTA), etanol 100% puro, hexano, fosfato de sodio monobasico
(NaH.PO,), fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,) fueron de la marca J. T Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA).

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

Reactivos biologicos.

Plantas

Las muestras de cada una de las plantas (Amaranthus hybridus L, Physalis
philadelphica Lam, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L,
Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab.) se colectaron en los municipios de
Pedro Escobedo y Querétaro. Las muestras de referencia de cada una de las

plantas se depositaron en el herbario de Querétaro (QMEX), a cargo de la M. en C.
Valentina Serrano.
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Animales

En el presente trabajo se usaron ratas macho Sprague-Dawley de 80-99 g de peso
corporal, los cuales fueron adquiridos en el bioterio de Rismart S. A. de C. V,,
México. Los animales se sometieron a un proceso de adaptacion por una semana
con ciclos de luz- oscuridad de 12 horas y temperatura de 25 °C, con un consumo

libre de agua y alimento.

V.2 Métodos.

V.2.1 Preparacion de los extractos acuosos y metandlicos de las plantas

comestibles.

Las plantas (Cuadro 1) se colectaron y clasificaron por la M.C. Valentina Serrano, a
cargo del herbario de Querétaro. En la preparacion de los extractos metandlicos se
utilizé una extraccién tipo Soxhetl. Se tomaron 20 g de cada especie y se realizé
una maceracion primero con hexano, se decanto el hexano y se agrego acetona; al
momento que ya no se observod coloracion, ésta se retird y se adicioné metanol. El
extracto metandlico se concentré mediante el rotaevaporador hasta sequedad, el
residuo resultante se protegi6 de la luz y guardé a 4 °C.

En cuanto a los extractos acuosos, se pesaron 20 g de la planta seca o del fruto, el
cual se molid, posteriormente se hizo una infusidon usando agua como disolvente,
este proceso se repiti6 dos veces. El agua se decantd de la planta y se llevo al
rotaevaporador para concentrar el extracto hasta un volumen aproximado de 10
mL. Por ultimo, estos extractos se liofilizaron hasta obtener un polvo muy fino. Los
procedimientos anteriores se siguieron de acuerdo a las técnicas estandarizadas en
el laboratorio de Quimica de Nutracetuticos a cargo de la Dra. Sandra O. Mendoza

Diaz de la Facultad de Quimica.
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V.2.2 Tratamientos.

Se emplearon ratas macho Sprague-Dawley con un peso promedio de 80 - 99 g.
Los animales se aclimataron por una semana bajo condiciones controladas de
temperatura y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Los animales recibieron los
extractos metandlicos o acuosos, via intragastrica en dosis de 50, 100 o 200 mg/kg
de peso corporal, cada tercer dia por una semana (Cuadro 2). Se incluy6é un grupo
control negativo al cual se le administré Unicamente agua; asi como un control
positivo, al cual se le administr6 40 mg de quercetina’/kg de peso corporal, de
acuerdo a Inal y Kahraman (2000).

Al final del tratamiento, los animales se anestesiaron con éter etilico y se
sacrificaron para extraer el higado y el colon. Ambos tejidos se lavaron con solucién
salina estéril y el colon se dividié en colon distal y proximal. Todas las muestras se

congelaron con nitrogeno liquido y se almacenaron a -70 °C para su analisis

posterior.
Cuadro 2. Disefio experimental.
No. de Concentracion
animales mg de extracto/
Kg de peso :
Planta Extracto corporal Cédigo
3 Amaranthus hybridus L | Metanélico 50 EM50
3 Metandlico 100 EM100
3 Metandlico 200 EMZ200
3 Acuoso 50 EAS50
3 Acuoso 100 EA100
3 Acuoso 200 EA200
3 Physalis philadelphica L | Metandlico 50 EM50
3 Metandlico 100 EM100
3 Metanélico 200 EM200
3 Acuoso 50 EAS0
3 Acuoso 100 EA100
3 Acuoso 200 EA200

(Continua)
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No. de Concentracion
animales mg de extracto/
Kg de peso :

Planta Extracto corporal Cédigo
3 Taraxacum officinale Metanélico 50 EM50
3 Metandlico 100 EM100
3 Metanolico 200 EM200
3 Acuoso 50 EAS50
3 Acuoso 100 EA100
3 ACu0S0 200 EA200
3 Rumex crispus L Metandlico 50 EM50
3 Metandlico 100 EM100
3 Metandlico 200 EM200
3 Acuoso 50 EAS50
o Acuoso 100 EA100
3 Acuoso 200 EA200
3 Brassica rapa L Metandlico 50 EMS50
3 Metandlico 100 EM100
3 Metandlico 200 EM200
3 Acuoso 50 EA50
3 Acuoso 100 EA100
3 Acuoso 200 EA200
3 Melampodium perfoliatum | Metanolico 50 EMS0
3 Metanolico 100 EM100
3 Metandlico 200 EM200
3 Acuoso 50 EA50
3 Acuoso 100 EA100
3 ACU0S0 200 EA200
3 Yuca filifera Chab. Metanolico 50 EM50
3 Metanolico 100 EM100
3 Metanolico 200 EM200
3 Quercetina 40 Control(+)
3 Agua Control(-)
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V.2.3 Preparacion de homogenados citosoélicos.

Para las determinaciones de GSH, GST y QR en los homogenados citosélicos de
higado y colon, se pesaron 0.5 g de érgano en un tubo cénico, se anadieron 3 mL
de solucidon amortiguadora Tris/Sacarosa (Anexo 1) y se homogenizaron con la
ayuda de un polytrén (Kinematica, Suiza). Los homogenados se centrifugaron a
8000 g durante 20 min a 4 °C en una centrifuga Universal 32 R (Andreas Hettich
GMBH & Co. KG, Alemania). Se recuperd el sobrenadante mediante una pipeta
Pasteur y se transfiri6 a la celda de la ultracentriuga Beckman Optima L90K
(Beckman, EUA). Los tubos se ultracentrifugaron a 4 °C con una velocidad 100,000
g durante 1 hora. El sobrenadante o citosol se transfirio a tubos eppendorf y se
almacenaron a -70 °C hasta su analisis. Durante todo el procedimiento los tubos y
las soluciones se estuvieron a 4 °C en hielo.

Para la determinacién de GPX en los homogenados citosélicos de higado, se
pesaron 0.5 g de dérgano en un tubo cénico, se afiadieron 5 mL de solucion
amortiguadora fosfatos 50 mM (Anexo 2), que contenia EDTA 0.5 mM, Tritén 0.5%
y etanol 0.01 mL/mL, posteriormente se homogenizaron con la ayuda de un
polytrén (Kinematica, Suiza). Los homogenados se centrifugaron a 8000 g durante
15 min a 4 °C en una centrifuga Universal 32 R (Andreas Hettich GMBH & Co. KG,
Alemania). El sobrenadante se colocé en tubos eppendorf y se almacené a -70 °C

hasta su analisis. Todo el tiempo los tubos y las soluciones se mantuvieron a 4 °C.

V.2.4 Cuantificacion de proteinas en los homogenados citosélicos.

La cuantificacion de proteinas de los homogenados citosoélicos se realizé por el
método del acido bicinconinico (BCA), empleando albumina bovina como estandar.
Se realizaron diluciones apropiadas de los citosoles con solucién amortiguadora de
fosfatos 0.1 M, pH 6.5 (Anexo 3). Posteriormente, se colocaron 50 ulL del citosol
diluido en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra). Se agregaron 250 plL de la

solucién de trabajo para la determinaciéon de proteina (Anexo 4) en cada pozo. La
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placa se incubé una hora a temperatura ambiente o 30 min a 37 °C. Finalmente, las

muestras se leyeron en un lector de microplacas modelo Versa Max Turnable
Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) a una longitud de onda de 562

nm. Los resultados se analizaron con el software Pro Ver.4.7.1.

V.2.5 Determinacion de la concentracion de glutation reducido (GSH).

La concentracion de GSH fue determinada por el metodo de Ellman (1985), basado
en la habilidad del grupo SH para reducir acido 5,5 -ditiobis dinitro benzoico (DTNB)
a acido 5-thio-2-nitrobenzoico (TNB). Los niveles de GSH en las muestras fueron
expresadas en UM extrapolando la absorbancia de las muestras en la curva de
calibracién realizada previamente. Los resultados se expresan en pM/mg de
proteina. Para la realizacion de la curva estandar de GSH, las soluciones se
adicionaron en el siguiente orden: Soluciéon amortiguadora TRIS 0.2M, EDTA 0.02 M
pH 8.2, TRIS-EDTA (Anexo 5), solucion de trabajo inicial para la curva estandar de
GSH (Anexo 6), metanol y solucion de DTNB 2.46 mM (Anexo 7). La reaccion se
inicio con la adicion de este ultimo reactivo y se incubé por 5 min. Las muestras se
leyeron inmediatamente por espectofotometria a una longitud de onda de 412 nm a
25 °C en el lector de microplacas modelo Versa Max Turnable Microplate Reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

Para las muestras se utilizaron citosoles concentrados, a los cuales se les precipitd
previamente la proteina con el siguiente procedimiento: En un tubo eppendorf se
adicionaron 120 uL de agua destilada, 150 uL de citosol concentrado y 30 plL de
TCA al 20% (Anexo 8), a continuacion se dejaron reposar por 30 min a 4 °C y luego
se centrifugaron a 8000 g por 5 min a 4 °C. Se recuper6 el sobrenadante y se
colocé en un nuevo tubo eppendorf. De este nuevo tubo se tomaron 50 ulL para
colocarse en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra). Se agregaron ademas
150 uL de solucion amortiguadora TRIS-EDTA, 80 pL de metanol y 20 ul. de DTNB,
se incubaron 5 minutos y se leyeron inmediatamente con las mismas condiciones

utilizadas en la curva estandar.
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V.2.6 Determinacion de la actividad de glutation-S-transferasa (GST): CDNB

Este método se basa en la reaccion catalizada por esta enzima entre GSH y el
sustrato CDNB (1-cloro,-2,4-dinitrobenceno), el cual tiene un amplio intervalo para
detectar las diferentes isoenzimas. Una unidad de GST se define como la cantidad
de enzima que produce 1 nmol de CDNB-GSH conjugado por minuto (Habig y col.,
1974).

De las diluciones de los homogenados citosolicos empleadas para la cuantificacion
de proteinas, se colocaron 50 uL en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra).
Se agregaron 100 uL de la soluciéon de trabajo de GSH 3 mM (Anexo 9) y en
seguida se adicionaron 150 plL de la solucién de trabajo CDNB de 2 mM (Anexo 10)
en cada pozo, evitando la formacion de burbujas. La formacién del conjugado
CDNB-GSH por la enzima de GST se monitore6 inmediatamente por
espectofotometria a una longitud de onda de 340 nm a 25 °C en un periodo de 2
min de reaccién en el lector de microplacas modelo Versa Max Turnable Microplate
Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), obteniéndose lecturas cada 20
segundos. Los resultados se analizaron con el software Pro Ver.4.7.1. La actividad
de GST se expres6d en nmol de producto formado por mg de proteina por minuto,

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

nmol _ Alabs min 2 — abs min 1)
(mg)(min) — (mg de proteina) (0.0096)

Donde:

abs min 2: es la absorbancia de la muestra a 340 nm en el min 2 de reaccion.
abs min 1: es la absorbancia a 340 nm en el min 1 de reaccion.

mg proteina: mg de proteina de la muestra.

0.0096: es el coeficiente de extincién de CDNB (uM™' cm™).




V.2.7 Determinacion de la actividad de glutation peroxidasa (GPX).

La actividad de GPX fue medida por el metodo de Plagia y Valentine (1976). Esta
basada en la oxidacion de GSH a glutation oxidado (GSSG) catalizado por GPX,
completando el ciclo convirtiendo GSSG a GSH utilizando glutatiéon reductasa y
NADPH. Para esta determinacion las soluciones se adicionaron en el siguiente
orden: se colocaron en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra) 100 uL de
solucién amortiguadora de reaccion (Anexo 11), 50 uL cocktail de GSH/GPX (42
mM GSH, 10 unidades/mL de GPX) (Anexo 12), 50 uL muestra y 50 uL NADPH
(Anexo 13). Justo antes de realizar la lectura, se adicionaron 50 ulL de
hidroxicumeno (50 mM) y mezclar bien. Las muestras se leyeron inmediatamente
por espectofotometria a una longitud de onda de 340 nm a 25 °C, con una
frecuencia de mediciones cada 9 segundos por un tiempo de corrida de 2 min en el
lector de microplacas modelo Versa Max Turnable Microplate Reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

Nota: No debe transcurrir mas de 10 segundos entre la adicion de hidroxicumeno y
la lectura de la muestra en el espectofotémetro.

La actividad de GPX (unidades/mL) se calcul6 usando la siguiente féormula:

nmol _ {IPendiente de la muestra| - | Pendiente del blanco de reaccion|)
(mg) (min) {0.02018) (mg de proteina)

Donde:
0.02018 es el coeficiente de absortividad molar del NADPH (nM™' cm™).

V.2.8 Determinacion de la actividad de quinona reductasa (QR).

La formacion de 6-fosfogluconolactona mediante la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa genera poder reductor (NADPH), el cual es utilizado por la enzima
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QR para reducir al compuesto tetrazolium (MTT), dando como resultado un
precipitado azul-café, el cual puede medirse a través de espectofotometria a 610
nm después de 5 minutos de reaccion (Pochaska y col., 1992).

De acuerdo a la concentraciéon de proteina encontrada en el ensayo de glutatiéon-S-
transferasa, se prepararon diluciones de los citosoles de los diferentes tejidos con
una concentracion de proteina entre 10-40 pg.

Primeramente, se calculé el nimero de mL de solucién amortiguadora de trabajo
TRIS 0.025 M, pH 7.4 (Anexo 14) de acuerdo al nimero de pozos (200 ul/pozo).
Para cada 15 mL de soluciéon amortiguadora de trabajo se adicionaron los
siguientes cofactores: 10 uL de FAD (6.2 mg/mL), 9 uL. de NADP (38.3 mg/mL), 100
uL de G6P (42.3 mg/mL), 30 unidades de G6PD y 4.5 mg de MTT. Inmediatamente
antes de la reaccion, se adicionaron 15 ulL de menadiona en acetonitrilo (8.6
mg/mL) a los 15 mL del solucién amortiguadora anterior.

Se tomaran 50 uL de citosol diluido por pozo y se colocaron en placas de 96 pozos
(tres pozos por muestra). Se agregaron 200 ulL de solucibn amortiguadora de
trabajo y la reaccién se detuvo a los 5 min con 50 uL de 4 mL de una solucién
amortiguadora de fosfatos 0.025 mM (pH 7.4) conteniendo 2 plL de dicumarol
preparado en NaOH 0.1 N a una concentracion de 20 mg/mL. La placa se midi6 a
los 5 min por espectrofotometria a una longitud de onda de 610 nm a 25 °C en el
lector de microplacas modelo Versa Max Turnable Microplate Reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

Los resultados se analizaron con el software Pro Ver.4.7.1. y se realizaron los
calculos correspondientes empleando la siguiente férmula. Los resultados se

expresaron en nmol de producto formado por mg proteina por min.

nmol . Asio
{mg}(min) {mg de proteina) (0.1833)

Donde:
A : es la absorbancia de la muestra a 610 nm;

mg de proteina: son los mg de proteina en la muestra.
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0.1833: es la relacion entre el coeficiente de extincion y los 5 min de reaccion (nM”
-1
cm).

V.2.9 Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media + el error estandar (EE) y se
evaluaron estadisticamente mediante un analisis de varianza (ANOVA), seguido de
la prueba de Dunnet o Dunn para la comparacion entre los grupos tratados con
cada extracto y el grupo control (negativo). La prueba de Tukey se empled para la
comparacion de medias entre los grupos tratados con los diferentes extractos y el
control positivo. La prueba de t-student se empleé en la comparaciéon de un grupo
en particular contra el control negativo. En todos los casos, se empleé un nivel de
significancia de P < 0.05. Los analisis fueron realizados en el programa estadistico
Sigma Stat versién 2.0 (1992 - 1997).
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VL. RESULTADOS.

VI.1. Concentracion de glutation reducido y actividad enzimatica en ratas tratadas
con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L, Physalis philadelphica L,
Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L y Melampodium

perfoliatum.

VI.1.1. Concentracion de glutation reducido (GSH) en higado.

Un componente importante para detener dano oxidativo es el sistema antioxidante
del glutation, el cual mediante las enzimas oxido-reductasas y transferasas, protege
a las células de las substancias oxidantes de origen endégeno y exégeno. El GSH
participa como co-factor en multiples reacciones del metabolismo animal, vegetal y
en el transporte de aminoacidos hacia el interior de la célula. La conjugacién con
glutation es con frecuencia un proceso muy importante en la desintoxicacion de
diferentes compuestos (Garcia, 2004).

En la Figura 10 se puede observar el efecto de la administracion intragastrica de
extractos de diferentes plantas a tres distintas dosis en la concentracién de GSH en
higados de ratas Sprague-Dawley. EI aumento en la concentracion de GSH
muestra una diferencia significativa con respecto al control negativo en los
homogenados citosolicos de higado de las ratas tratadas con los extractos acuosos
de Amaranthus hybridus L (quelite de pollo), Taraxacum officinale (diente de ledn) y
Brassica rapa L (nabo). El grupo de la quercetina (control positivo) mostré un
incremento estadisticamente significativo (2.5 veces) comparado con el control
negativo (P < 0.05). Con respecto al quelite de pollo, las dosis de 50 y 100 mg de
extracto/kg (mg/Kg) de peso corporal incrementaron la concentracién de GSH en un
159 y 238 %, respectivamente. Las tres dosis del extracto de diente de ledn
aumentaron significativamente la concentracién de GSH en 369 % para 50 mg/Kg,
343% para 100 mg/Kg y 324 % 200 mg/Kg. Por ultimo, la tinajilla en las dosis de 50
y 200 mg/Kg incrementé significativamente la concentracion en 3.1 y 2.4 veces,

respectivamente (P < 0.05). Los resultados de la concentracion de GSH se
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muestran como la media + el error estandar (EE) y los valores se presentan en el
Cuadro 3.
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Concentracion de GSH (nmolimg de proteina)
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50 mg
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200 mg
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100 mg
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50 mg
100 mg
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Control

Amaranthus Physalis Taraxacum Rumex
hybridus [ philadelphica L officinale crispus L

Figura 10. Concentracién de GSH en el higado de ratas Sprague-Dawley tratadas
durante una semana con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L, Physalis
philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa Ly
Melampodium perfoliatum. Las dosis representan mg de extracto/Kg de peso
corporal.

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la

prueba de Dunn (P < 0.05). La grafica representa la media de los experimentos + error
estandar (EE) de cada grupo.




VI1.1.2. Actividad enzimatica de glutation-S-transferasa (GST) en higado.

La GST representa una familia multifuncional de enzimas que estan involucradas
basicamente en los procesos de defensa contra el estrés toxico y oxidativo en los
tejidos, incluyendo un grupo de proteinas que participa en los eventos de
desintoxicacion de una amplia variedad de compuestos de origen biol6gico y
quimico. La reacciéon principal catalizada por las GSTs es la conjugaciéon del
glutation  (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina, GSH) con una amplia variedad de
compuestos electrofilicos exdgenos o enddgenos. De esta forma, las enzimas
GSTs neutralizan los sitios activos del electrofilo y generan productos mas
hidrosolubles y, por lo tanto, mas faciimente excretables (Garcia, 2004).

En la Figura 11 se puede observar el efecto de la administracion de los extractos
acuosos de diferentes plantas sobre la actividad enzimatica de GST en el higado de
ratas Sprague-Dawley. Los extractos de Amaranthus hybridus L (quelite de pollo),
Physalis philadelphica L (tomatillo), Taraxacum officinale (diente de ledn), Rumex
crispus L (lengua de vaca) y Melampodium perfoliatum (tinajilla) incrementaron
significativamente la actividad enzimatica de GST. A este respecto, las tres dosis de
los extractos anteriormente mencionados, a excepcion del de tinajilla,
incrementaron significativamente la actividad enzimatica de GST, siendo los
extractos de 50, 100 y 200 mg/Kg de diente de ledn los que mostraron un
incremento estadisticamente mas alto en 2.5, 3.2 y 2.3 veces, respectivamente (P <
0.05), con respecto al control negativo. Por otro lado, inicamente la dosis de 200
mg/Kg del extracto de tinajilla increment6 (80%) la actividad enzimatica. Por el
contrario, el grupo control positivo no mostré diferencia estadisticamente
significativa comparado con el control negativo. Los resultados de la actividad
enzimatica de GST se muestran como la media + EE y los valores se presentan en
el Cuadro 3.
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Figura 11. Actividad enzimatica de GST en higado de ratas Sprague-Dawley
tratadas durante una semana con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L,
Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa Ly
Melampodium perfoliatum. Las dosis representan mg de extracto/Kg de peso

corporal.

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunn (P < 0.05). La gréfica representa la media de los experimentos £ error
estandar (EE) de cada grupo.

T




VI.1.3. Actividad enzimatica de glutatiéon peroxidasa (GPX) en higado.

La glutatibn peroxidasa es una de las enzimas que participan en las
transformaciones de especies reactivas del oxigeno, catalizando la reduccion del
peroxido o lipoperéxido, utilizando como agente reductor al glutation reducido. Esta
enzima desempefia un importante papel en la defensa antioxidante por su
localizacion en todos los érganos y tejidos, como parte del sistema antioxidante del
glutation. El método para determinar la actividad enzimatica esta basado en la
oxidacién de glutation (GSH) a glutation oxidado (GSSG) catalizado por GPX, el
cual es nuevamente reciclado a GSH por la glutation reductasa (GR) y NADPH.

En la Figura 12 se observa un incremento estadisticamente significativo de la
actividad enzimatica de GPX, con respecto al grupo control negativo, en los
homogenados de higado de los animales tratados con los extractos Amaranthus
hybridus L (quelite de pollo), Taraxacum officinale (diente de le6n), Brassica rapa L
(nabo) y Melampodium perfoliatum (tinajilla). El extracto de quelite de pollo
incrementé significativamente la actividad de GPX en 1.4 y 1.3 veces a las dosis de
50 y 100 mg/Kg, respectivamente, en comparacion con el control negativo (P <
0.05). Similarmente, los extractos de diente de leén (50 mg/Kg) y Brassica rapa
(100 y 200 mg/Kg) incrementaron la actividad enzimatica en 1.6, 1.5 y 1.4 veces,
respectivamente; mientras que las mismas dosis de Melampodium perfoliatum (100
y 200 mg/Kg) incrementaron 1.3 y 1.4 veces la actividad de GPX con respecto al
control negativo. Los resultados de la actividad enzimatica de GPX se muestran

como la media + EE de cada grupo y los valores se presentan en el Cuadro 3.
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Figura 12. Actividad enzimatica de GPX en higado de ratas Sprague-Dawley
tratadas durante una semana con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L,
Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa Ly
Melampodium perfoliatum. Las dosis representan mg de extracto/Kg de peso

corporal.

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunnett (P < 0.05). La gréfica representa la media de los experimentos + error
estandar (EE) de cada grupo.
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V1.1.4. Actividad enzimatica de quinona reductasa (QR) en higado.

Quinona reductasa cataliza la reduccién de dos electrones de quinonas y sus
derivados a hidroquinonas, con lo cual protege a la célula de dafo electrofilico
(Sasaki y col., 2005).

En la Figura 13 se observa el efecto de la administracion intragastrica de los
extractos acuosos de diferentes plantas comestibles sobre la actividad enzimatica
de QR en higados de ratas Sprague-Dawley. Los resultados demuestran una
inducciéon significativa de la actividad enzimatica QR, con respecto al control
negativo, en los homogenados citosélicos de higado de las ratas que fueron
tratadas con los extractos acuosos de Taraxacum officinale (diente de leén), Rumex
crispus L (lengua de vaca) y Melampodium perfoliatum (tinajilla). El control positivo
tuvo un incremento estadisticamente significativo de 148 % con respecto al control
negativo. Las dosis de 100 y 200 mg/Kg del extracto de Taraxacum officinale
aumentaron significativamente la actividad de QR 1.4 y 1.5 veces, respectivamente
(P < 0.05). El extracto de Rumex crispus L increment6 significativamente y de
manera dosis-dependiente la actividad de la enzima QR en un 121, 183 y 251% a
las dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg, respectivamente. Asimismo, el extracto de
Melampodium perfoliatum mostré un aumento de QR con las dosis de 100 y 200
mg/Kg de 1.2 y 4.6 veces con respecto al control (P < 0.05). Los resultados de la
actividad enzimatica de QR se muestran como la media + EE de cada extracto

utilizado en el estudio y se presentan en el Cuadro 3.
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Figura 13. Actividad enzimatica de QR en higado de ratas Sprague-Dawley tratadas
durante una semana con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L, Physalis
philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L y
Melampodium perfoliatum. Las dosis representan mg de extracto/Kg de peso

corporal.

+ Indica diferencia estadistica significativa de la media de una dosis en un grupo con
respecto a la media del control negativo de acuerdo a la prueba de t (P < 0.001). La grafica
representa la media de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.
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V1. 2. Concentracion de glutation reducido y actividad enzimatica en ratas tratadas

con los extractos metanolicos de Amaranthus hybridus L, Physalis philadelphica L,
Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L, Melampodium
perfoliatum y Yuca filifera Chab.

V1.2.1. Concentracién de glutation reducido (GSH) en higado.

En la Figura 14 se puede observar el efecto de diferentes dosis de los extractos
metandlicos en la concentracion de glutation reducido en el higado de ratas
Sprague-Dawley. El aumento en la concentracion de GSH muestra una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control negativo en los
homogenados citosolicos de higado de los animales que fueron tratados con los
extractos de Amaranthus hybridus L (quelite de pollo), Physalis philadelphica L
(tomatillo), Taraxacum officinale (diente de ledn), Rumex crispus L (lengua de
vaca), Melampodium perfoliatum (tinajilla) y Yuca filifera Chab (palma). El
tratamiento con quercetina (40 mg/Kg) incrementé significativamente 2.5 veces
los niveles de GHS (P < 0.05). El extracto metandlico de A. hybridus L a las tres
dosis (50, 100 y 200 mg/kg de peso corporal) incrementd significativamente la
concentracién de GSH en 2.3, 3.9 y 3.3 veces, respectivamente (P < 0.05). Las
dosis de 50 y 100 mg/Kg del extracto de P. philadelphica L incrementaron en un
222.8 y 106.5%, respectivamente, la concentracion de GSH. Las tres dosis de T.
officinale elevaron significativamente la concentracion en 3.8, 3.7 y 2.6 veces (P <
0.05). La dosis de 50 mg/Kg de R. crispus aument6 2.5 veces la concentracion de
GSH (P < 0.05). En el caso de M. perfoliatum, las dosis de 50 y 100 mg/Kg
incrementaron significativamente la concentracion de GSH en 3.0 y 2.8 veces,
respectivamente (P<0.05); mientras que la dosis de 100 mg/kg de Y. filifera
mostré un aumento significativo de 2.1 veces (P < 0.05), con respecto al control
negativo. Los resultados de la concentracion de GSH se muestran como la media
+ EE y los valores se presentan en el Cuadro 4.
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Figura 14. Concentracion de GSH en higado de ratas Sprague-Dawley tratadas
durante una semana con los extractos metandlicos de Amaranthus hybridus L,
Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L,
Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab. Las dosis representan mg de

extracto/Kg de peso corporal.

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a
la prueba de Dunn (P < 0.05). La gréafica representa la media de los experimentos + EE

de cada grupo.
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VI1.2.2. Actividad enzimatica de glutation-S-transferasa (GST) en higado.

En la Figura 15 se muestra los resultados de la actividad enzimatica de glutation-
S-transferasa en el higado de ratas Sprague-Dawley. El incremento en la
actividad enzimatica de GST muestra una diferencia estadisticamente significativa
con respecto al control negativo en los homogenados citosoélicos de higado de los
animales que fueron tratados durante una semana con los extractos metandlicos
de Amaranthus hybridus L (quelite de pollo), Physalis philadelphica L (tomatillo),
Taraxacum officinale (diente de leén), Brassica rapa L (nabo) y Melampodium
perfoliatum (tinajilla).

Aunque no estadisticamente significativo, el grupo control positivo incrementé 1.3
veces la actividad de GST con respecto al control negativo (P < 0.05). Ambas
dosis de 50 y 200 mg/Kg del extracto de A. hybridus L incrementaron
significativamente la actividad enzimatica de GST en 1.9 veces (P < 0.05). La
dosis de 100 mg/Kg de P. philadelphica L y de M. perfoliatum aumentaron
significativamente la actividad alrededor del 90% (P < 0.05). Para los extractos de
T. officinale y B. rapa, las tres dosis incrementaron significativamente la actividad
enzimatica, siendo mayor para todas las dosis de B. rapa (160, 203, y 166 %,
respectivamente).

Los resultados de la actividad enzimatica de GST se muestran como la media +
EE y los valores se presentan en el Cuadro 4.

VI.2.3. Actividad enzimatica de glutation peroxidasa (GPX) en higado.

En la Figura 16 se observa la actividad enzimatica de GPX en el higado de ratas
Sprague-Dawley tratadas durante una semana con los diferentes extractos de las
plantas en estudio. Los resultados muestran un incremento estadisticamente
significativo con respecto al grupo control negativo en los homogenados de
higado de los animales tratados con los extractos Amaranthus hybridus L (quelite
de pollo), Physalis philadelphica L (tomatillo), Rumex crispus L (lengua de vaca),
Brassica rapa L (nabo), Melampodium perfoliatum (tinajilla) y Yuca filifera Chab
(palma). El tratamiento con quercetina (40 mg/kg) incrementod significativamente la
actividad enzimatica de GPX 1.3 veces respecto al control negativo (P < 0.05).
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Las dosis de 50 y 200 mg/Kg del extracto metandlico del quelite de polio
incrementaron significativamente la actividad enzimatica de GPX en 1.2 y 1.4
veces, respectivamente (P < 0.05). El extracto de tomatillo en las dosis de 100 y
200 mg/Kg aumento la actividad enzimatica en 39 y 33% respectivamente.
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Figura 15. Actividad enzimatica de GST en el higado de ratas Sprague-Dawley
tratadas durante una semana con los extractos metandlicos de Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa L, Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab. Las dosis
representan mg de extracto/Kg de peso corporal.

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a
la prueba de Dunn (P< 0.05). La gréafica representa la media de los experimentos + EE de
cada grupo.
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Figura 16. Actividad enzimatica de GPX en higado de ratas Sprague-Dawley
tratadas durante una semana con los extractos metandlicos de Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa L, Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab. Las dosis
representan mg de extracto/Kg de peso corporal.

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a
la prueba de Dunnett (P < 0.05). La grafica representa la media de los experimentos *
error estandar (EE) de cada grupo.
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De igual manera animales que fueron tratados con los extractos metandlicos de
lengua de vaca incrementaron en 1.3, 1.1 y 1.5 veces (P < 0.05) la actividad
enzimatica de GPX a las dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg, respectivamente. La
dosis de 200 mg/kg del extracto de nabo elevé significativamente la actividad
enzimatica de GPX en 1.2 veces (P < 0.05) respecto al control. La tinajilla
incrementé significativamente la actividad enzimatica en un 51 y 57% con
respecto al control a las dosis de 50 y 100 mg/Kg, respectivamente. En cuanto al
extracto de palma, las dosis de 50 y 200 mg/Kg incrementaron la actividad
enzimatica en un 35 y 21%, respectivamente. El grupo identificado como control
positivo (quercetina, 40 mg/kg)) aumentd significativamente la actividad de GPX
en 1.3 veces (P < 0.05) respecto al control negativo. Los resultados de la actividad
enzimatica de GPX se muestran como la media + EE y los valores se presentan

en el Cuadro 4.

V1.2.3. Actividad enzimatica de quinona reductasa (QR) en higado.

En la Figura 17 se observa el efecto de la administracién intragastrica de
diferentes extractos metandlicos sobre la actividad enzimatica de QR en higados
de ratas Sprague-Dawley. El incremento en la actividad de QR muestra una
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo
Gnicamente en los homogenados citosélicos de higado de las ratas tratadas con
los extractos metandlicos de Brassica rapa L (nabo), observandose un incremento
de 2.1, 2.0 y 1.7 veces para las dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg, respectivamente
(P < 0.05). El grupo de quercetina (control positivo) incremento significativamente
la actividad enzimatica de QR en un 148% (P < 0.05).

Los resultados de la actividad enzimatica de QR se muestran como la media + EE
de cada extracto utilizado en el estudio y se presentan en el Cuadro 4.
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Figura 17. Actividad enzimatica de QR en higado de ratas Sprague-Dawley
tratadas durante una semana con los extractos metandlicos de Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa L, Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab. Las dosis

representan mg de extracto/Kg de peso corporal.

+ Indica diferencia estadistica significativa de la media de una dosis en un grupo con
respecto a la media del control negativo de acuerdo a la prueba de t (P < 0.001). La
gréfica representa la media de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.
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VI.3. Actividad enzimatica en el colon proximal de ratas Sprague-Dawley tratadas
durante una semana con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L, Physalis
philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L y

Melampodium perfoliatum.
VI.3.1. Actividad enzimatica de glutation-S-transferasa (GST) en colon proximal.

En la Figura 18 se puede observar el efecto de la administracion de diferentes dosis
de los extractos acuosos de plantas sobre la actividad enzimatica de glutation-S-
transferasa en colon proximal de ratas Sprague-Dawley. Los extractos de
Taraxacum officinale (diente de leén), Rumex crispus L (lengua de vaca), Brassica
rapa L (nabo) y Melampodium perfoliatum (tinajilla) mostraron un incremento
estadisticamente significativo en la actividad enzimatica de GST, con respecto al
control negativo, en los homogenados citosdlicos del colon proximal de los
animales tratados durante una semana con distintas dosis de los extractos
acuosos. La quercetina incrementé significativamente (110%) la actividad
enzimatica de GST con respecto al control negativo. En cuanto a los extractos
acuosos, las tres dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg del diente de le6n incrementaron
significativamente la actividad de GST en un 116, 112 y 87 %, respectivamente (P <
0.05). Asimismo, el extracto de lengua de vaca a las dosis de 50 y 100 mg/Kg
aumento la actividad enzimatica de GST en 2.5 y 1.8 veces, respectivamente (P <
0.05). En los animales tratados con los extractos de nabo, las dosis de 100 y 200
mg/Kg elevaron significativamente la actividad de GST 2.0 y 2.6 veces,
respectivamente, respecto al control negativo (P < 0.05); mientras que el extracto
de tingjilla en sus dosis de 100 y 200 mg/Kg elevé la actividad enzimatica en 132 y
89%, respectivamente, comparado con el control negativo. Los resultados de la
actividad enzimatica de GST se muestran como la media + EE y los valores se
presentan en el Cuadro 5.
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Figura 18. Actividad enzimatica de GST en el colon proximal de ratas Sprague-
Dawley tratadas durante una semana con los extractos acuosos de Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa L y Melampodium perfoliatum. Las dosis representan mg de

extracto/Kg de peso corporal.

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunn (P < 0.05). La grafica representa la media de los experimentos + error
estandar (EE) de cada grupo.
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VI1.3.2. Actividad enzimatica de quinona reductasa (QR) en colon proximal.

La administracion de diferentes extractos acuosos sobre la actividad enzimatica de
quinona reductasa en colon proximal y los resultados se muestran en la Figura 19.
Los extractos de Amaranthus hybridus L (quelite de pollo), Taraxacum officinale
(diente de leén), Rumex crispus L (lengua de vaca), Brassica rapa L (nabo) y
Melampodium perfoliatum (tinajilla) mostraron una diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control negativo. En este analisis, las dosis de 50, 100
y 200 mg/Kg del extracto acuoso de Amaranthus hybridus L (2.0, 2.9 y 2.2 veces,
respectivamente), Rumex crispus L (1.7, 1.3 y 1.2 veces, respectivamente) y
Melempodium perfoliatum (1.4, 2.0 y 1.7 veces, respectivamente) mostraron una
induccién de la actividad enzimatica de QR con respecto al control negativo. El
extracto de Taraxacum officinale increment6 significativamente la actividad
enzimatica de QR en 1.9 veces (P < 0.05) y la dosis de 100 mg/Kg de Brassica
rapa L elevé la actividad en un 23%.

Los resultados de la actividad enzimatica de QR se muestran como la media + EE

de cada grupo y se presentan en el Cuadro 5.
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Figura 19. Actividad enzimatica de QR en el colon proximal de ratas Sprague-
Dawley tratadas durante una semana con los extractos acuosos de Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa y Melampodium perfoliatum. Las dosis representan mg de

extracto/Kg de peso corporal.

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunnett (P < 0.05). La grafica representa la media de los experimentos + EE de

cada grupo.
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Cuadro 5. Efecto de la administraciéon intragastrica de los extractos acuosos de

diferentes plantas comestibles sobre la actividad enzimatica de GST y QR en colon

proximal de ratas Sprague-Dawley.

Glutation-S-transferasa Quinona reductasa
(nmol/mg de proteinaxmin) (nmol/mg de proteinaxmin)

Tratamiento

Control Negativo 44.19 £ 1.27 26.04 £ 0.68

Quercetina

40 mg/Kg 92.97 + 1.68 + 55.04+1.42 +

A. hybridus L
50 mg/Kg 67.50 + 2.60 5091 +1.23 +
100 mg/Kg 52.17 £ 1.05 48.83+1.19
200 mg/Kg 59.92 + 1.45 57.70+ 1.56 +
P. philadelphica L

50 mg/Kg 48.21 +£1.95 30.64 = 1.32
100 mg/Kg 63.70 + 1.45 26.33 +0.35
200 mg/Kg 57.18+1.93 30.55 + 0.56
T. officinale

50 mg/Kg 95.37+£2.03 # 48.47 £ 1.54
100 mg/Kg 93.86+1.92 * 30.48 +0.51
200 mg/Kg 82.99+ 225 + 24.58 + 0.63
R. crispus L

50 mg/Kg 109.27 £4.70 + 4320+ 1.81 #
100 mg/Kg 79.06 +1.69 * 3491 £1.39 +
200 mg/Kg 69.72+ 3.15 32.71 + 1.69 +

B. rapa L

50 mg/Kg 67.92 + 0.98 26.64 +0.99
100 mg/Kg 89.81 £3.09 + 32.05+0.98 +
200 mg/Kg 11287 +£2.11 » 24.73 £ 0.75

M. perfoliatum

50 mg/Kg 66.93 + 2.30 37.04+£1.30 +
100 mg/Kg 102.35+3.53 * 49.19 + 0.69 +
200 mﬂ(g 83.70 £ 1.98 * 45.06+1.74 ¢+

+Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunn (P < 0.05). # Indica diferencia estadistica significativa con respecto al
control negativo de acuerdo a la prueba de Dunnett (P < 0.05). El Cuadro muestra la media
de los experimentos t error estandar (EE) de cada grupo.
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V1.4. Actividad enzimatica en el colon proximal de ratas tratadas durante una

semana con los extractos metandlicos de Amaranthus hybridus L, Physalis
philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L,

Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab.

V1.4.1. Actividad enzimatica de glutation-S-transferasa (GST) en colon proximal.

En la Figura 20 se muestra el efecto de la administraciéon intragastrica de los
extractos de diferentes plantas sobre la actividad enzimatica de GST en el colon
proximal de los animales tratados. Los extractos de Amaranthus hybridus L (quelite
de pollo), Physalis philadelphica L (tomatill 0), Taraxacum officinale (diente de leén),
Rumex crispus L (lengua de vaca), Brassica rapa L (nabo), Melampodium
perfoliatum (tinajilla) y Yuca filifera Chab. (palma) incrementaron estadisticamente
la actividad de GST, con respeto al control negativo (P < 0.05).

El tratamiento con la quercetina (40 mg/Kg) elevé la actividad enzimatica en 2.1
veces, respecto al control negativo. Los extractos de quelite de pollo (200 mg/Kg),
tomatillo (100 mg/Kg) y diente de leén (200 mg/Kg) elevaron significativamente la
actividad enzimatica de GST en 78% para los dos primeros extractos y en un 87%
para el tercer extracto. Los tres extractos lengua de vaca (50, 100 y 200 mg/Kg)
elevaron la actividad de GST 1.8, 1.9 y 2.0 veces, respectivamente. El extracto de
nabo a las dosis de 100 y 200 mg/Kg incrementé significativamente la actividad de
GST en 104 y 144%, respectivamente; mientras que las dosis de 50 y 100 mg/Kg
de tinajilla (2.1 y 1.9) y palma (2.0 y 1.7) aumentaron significativamente la actividad
de GST, respecto al control negativo.

Los resultados de la actividad enzimatica de GST se muestran como la media £+ EE
de cada grupo y se presentan en el Cuadro 6.
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Figura 20. Actividad enzimatica de GST en el colon proximal de ratas Sprague-
Dawley tratadas durante una semana con los extractos metandlicos de Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa L, Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab. Las dosis

representan mg de extracto/Kg de peso corporal.

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunn (P < 0.05). La grafica representa la media de los experimentos + EE de
cada grupo.
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V1.4.1. Actividad enzimatica de quinona reductasa (QR) en colon proximal.

En la Figura 21 se observa el efecto de la administracién intragastrica de diferentes
extractos metandlicos sobre la actividad enzimatica de QR en el colon proximal de
ratas Sprague-Dawley. El incremento en la actividad enzimatica de QR muestra una
diferencia significativa, con respecto al control negativo, en los homogenados
citosolicos de colon proximal de las ratas tratadas con los extractos metandlicos de
Amaranthus hybridus L (quelite de pollo), Physalis philadelphica L (tomatillo),
Taraxacum officinale (diente de leén), Rumex crispus L (lengua de vaca), Brassica
rapa L (nabo) y Melampodium perfoliatum (tinajilla).

El control positivo (quercetina, 40 mg/Kg) incremento estadisticamente la actividad
de QR (2.1 veces, P < 0.05). La administracion intragastrica de 50, 100 y 200
mg/Kg de los extractos de A. hybridus L (90, 88 y 77%), P. philadelphica (91, 77 y
54%) y B. rapa L (138, 75 y 59%) incrementaron significativamente la actividad
enzimatica de QR. Por otro lado, el extracto de T. officinale (50 mg/Kg) incremento
la actividad enzimatica de QR en 1.2 veces, el extracto de R. crispus L (200 mg/Kg)
mostré un aumento de 1.3 veces; mientras que las dosis de 100 y 200 mg/Kg de M.
perfoliatum incrementaron la actividad en 1.2 y 1.4 veces, respectivamente (P <
0.05). Los resultados de la actividad enzimatica de QR se muestran como la media
+ EE de cada grupo y se presentan en el Cuadro 6.
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Figura 21. Actividad enzimatica de QR en el colon proximal de ratas Sprague-
Dawley tratadas durante una semana con los extractos metanélicos de Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa L, Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab. Las dosis

representan mg de extracto/Kg de peso corporal.

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunnett (P < 0.05). La gréfica representa la media de los experimentos + EE de
cada grupo.
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Cuadro 6. Efecto de la administracion intragastrica de los extractos metandlicos de
diferentes plantas sobre la actividad enzimatica de GST y QR en el colon proximal
de ratas Sprague-Dawley.

Tratamiento

Glutation-S-transferasa
(nmol/mg de proteinaxmin)

Quinona reductasa
(nmol/mg de proteinaxmin)

Control Negativo 44,19 + 1.27 26.04 + (.68
Quercetina
40 mg/Kg 92.97 £ 1.68 # 55.04+ 1.42 ¢

A. hybridus L

50 mg/Kg 69.97 + 1.79 4942+ 1.19 ¢
100 mg/Kg 65.18 + 1.03 48.80+ 2.12 4
200 mg/Kg 78.52 £2.51 + 46.00 £ 0.41 +

P. philadelphica L
50 mg/Kg 51.56 +1.18 4971 +1.82 +
100 mg/Kg 78.47 £2.23 + 4598 +1.54 +
200 mg/Kg 50.94 + 1.66 40.20 +0.82 +
T. officinale
50 mg/Kg 5471+ 1.37 31.30 £ 1.06 +
100 mg/Kg 60.90 +2.25 23.71+£0.73
200 mg/Kg 82.48 +1.26 + 21.92 £0.85
R. crispus L
50 mg/Kg 77.71 £ 1.46 % 26.82 +0.70
100 mg/Kg 84.49 £3.15 # 25.04 + 0.23
200 mg/Kg 89.21 £3.42 # 3249+ 1.34 ¢
B. rapa L
50 mg/Kg 71.72 +£3.42 62.01+ 1.16 4
100 mg/Kg 89.94 + 1.62 + 45,63+ 1.06 ¢
200 mg/Kg 107.89 + 3.34 + 4133+ 0.93 4

M. perfoliatum
50 mg/Kg 90.68 + 3.08 * 22.75+£0.90
100 mg/Kg 82.65+3.13 * 31.49+ 0.86 ¢
200 mg/Kg 66.52 + 1.30 35.81+0.79 4
Y. filifera Chab.

50 mg/Kg 86.13+£2.38 # 27.23 £0.94
100 mg/Kg 7490 £ 0.84 * 30.15+ 1.01
200 mg/Kg 66.12 + (.52 28.65 +0.73

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunn (P < 0.05). + Indica diferencia estadistica significativa con respecto al
control negativo de acuerdo a la prueba de Dunnett (P < 0.05). El Cuadro muestra la media
de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.
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VLS. Actividad enzimatica en el colon distal de ratas tratadas durante una semana
con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L, Physalis philadelphica L,
Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L y Melampodium

perfoliatum.

V1.5.1. Actividad enzimatica de glutation-S-transferasa (GST) en colon distal.

En la Figura 22 se muestra el efecto de la administracion intragastrica de los
extractos acuosos de diferentes plantas sobre la actividad enzimatica de GST en
colon distal de las ratas Sprague-Dawley. El incremento en la actividad enzimatica
de GST muestra una diferencia significativa con respecto al control negativo en los
homogenados citosélicos de colon distal de las ratas que fueron tratadas con los
extractos acuosos de A. hybridus L (quelite de pollo), P. philadelphica L (tomatillo),
T. officinale (diente de leén), R. crispus L (lengua de vaca), B. rapa L (nabo) y M.
perfoliatum (tinajilla). A las dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg, los extractos del quelite
de pollo (3.5, 3.8 y 3.9 veces) y del tomatillo (4.1, 3.9 y 4.0 veces) incrementaron
significativamente la actividad enzimatica de GST, con respecto al control negativo.
Por otro lado, los animales tratados con el diente de leén a las dosis de 50 y 200
mg/Kg mostraron una elevada actividad enzimatica (363 y 250%, respectivamente);
la dosis de 200 mg/Kg del extracto de lengua de vaca incrementoé significativamente
(3.7 veces) la actividad enzimatica de GST. Similarmente, las dosis de 100 y 200
mg/Kg de los extractos de nabo y tinajilla aumentaron la actividad enzimatica en 4.3
y 3.5 veces (nabo), y 3.9 y 3.7 veces (tingjilla), respectivamente. Por otro lado, la
administracion de la quercetina (40 mg/Kg) mostrdé una elevada actividad de GST,
pero ésta no fue estadisticamente significativa. Los resultados de la actividad
enzimatica de GST se muestran como la media + EE de cada grupo y se presentan

en el Cuadro 7.
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Figura 22. Actividad enzimatica de GST en el colon distal de ratas Sprague-Dawley
tratadas durante una semana con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L,
Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L y
Melampodium perfoliatum. Las dosis representan mg de extracto/Kg de peso

corporal.

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunn (P < 0.05). La gréfica representa la media de los experimentos + EE de
cada grupo.
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VI1.5.2. Actividad enzimatica de quinona reductasa (QR) en colon distal.

En la Figura 23 se observa el efecto de la administracion intragastrica de diferentes
extractos acuosos sobre la actividad enzimatica de QR en el colon distal de ratas
Sprague-Dawley. Los extractos de A. hybridus L (quelite de pollo), P. philadelphica
L (tomatillo), T. officinale (diente de ledn), R. crispus L (lengua de vaca), B. rapa L
(nabo) y M. perfoliatum (tinajilla) mostraron un incremento significativo en la
actividad de QR, con respecto al control negativo (P < 0.05). El tratamiento con
quercetina incrementd significativamente la actividad de QR (1.4 veces), respecto al
control negativo (P < 0.05).

Las dosis de 100 y 200 mg/Kg incrementaron significativamente la actividad
enzimatica de QR en 1.3 y 1.6 veces, respectivamente, con el extracto de quelite de
pollo, 1.3 y 1.4 veces para el extracto de tomatillo y 1.4 veces para ambas dosis del
extracto de tingjilla. El extracto de nabo aumentd significativamente la actividad de
QR en un 20, 27 y 55% a las dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg, respectivamente. Las
dosis de 50 y 200 mg/Kg del extracto de diente de leén incrementaron la actividad
enzimatica de QR en 48 y 20%, respectivamente; mientras que el extracto de
lengua de vaca (200 mg/Kg) elevé la actividad de QR en 1.2 veces.

Los resultados de la actividad enzimatica de QR se muestran como la media + EE

de cada grupo y se presentan en el Cuadro 7.
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Figura 23. Actividad enzimatica de QR en el colon distal de ratas Sprague-Dawley
tratadas durante una semana con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L,
Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L y
Melampodium perfoliatum. Las dosis representan mg de extracto/Kg de peso

corporal.

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunnett (P < 0.05). La gréfica representa la media de los experimentos + EE de

cada grupo.
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Cuadro 7. Efecto de la administracion intragastrica de los extractos acuosos de
diferentes plantas sobre la actividad enzimatica de GST y QR en el colon distal de

ratas Sprague-Dawley.

Tratamiento Glutation-S-transferasa Quinona reductasa
(nmol/mg de proteinaxmin)  (nmol/mg de proteinaxmin)
Control Negativo 22.56 + 0.68 32.05+0.91

Quercetina

40 mg/Kg 73.70 + 1.36 + 4572+ 1.58 4

A. hybridus L
50 mg/Kg 79.52+1.55 * 35.52+£0.87
100 mg/Kg 85.03 £ 1.44 + 42,58 £1.69 ¢
200 mg/Kg 88.29+2.15 + 50.93 +0.64 ¢
P. philadelphica L

50 mg/Kg 91.44+1.87 * 37.02+1.16
100 mg/Kg 88.69 +£3.46 * 40.80 £ 1.47 +
200 mg/Kg 91.06 +2.39 * 4474 +1.00 +
T. officinale

50 mg/Kg 104.55+1.91 = 4733+ 1.66 +
100 mg/Kg 73.70 £ 2.06 37.01 £ 0.55
200 mg/Kg 78.86 £ 2.97 # 38.29+ 1.53 4
R. crispus L

50 mg/Kg 46.49 + 1.53 20.46 + 0.59
100 mg/Kg 67.80 +2.19 23.29 + (.78
200 mg/Kg 84.06 £2.99 » 38.60 £ 1.49 4

B. rapa L

50 mg/Kg 51.02+0.91 3855+ 1.17 #
100 mg/Kg 97.06 +3.23 % 40.70 £ 1.05 +
200 mg/Kg 78.74 £ 1.77 + 49.66 + 1.72 +

M. perfoliatum

50 mg/Kg 68.71 = 1.71 33.25+0.99
100 mg/Kg 87.23+1.90 + 45.57+1.33 +
200 mg/Kg 82.73£2.76 » 44,77+ 1.47 4

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunnett (P < 0.05). + Indica diferencia estadistica significativa con respecto al
control negativo de acuerdo a la prueba de Dunnett (P < 0.05). El Cuadro muestra la media
de los experimentos t error estandar (EE) de cada grupo.
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V1.6. Actividad enzimatica en el colon distal de ratas tratadas durante una semana
con los extractos metanolicos de Amaranthus hybridus L, Physalis philadelphica L,
Taraxacum officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L, Melampodium perfoliatum
y Yuca filifera Chab.

VI.6.1. Actividad enzimatica de glutation-S-transferasa (GST) en colon distal.

En la Figura 24 se puede observar el efecto de diferentes extractos metandlicos en
la actividad enzimatica de GST en el colon distal de ratas Sprague-Dawley. El
aumento en la actividad enzimatica de GST fue estadisticamente significativa con
respecto al control negativo en los homogenados citosélicos de colon distal de los
animales tratados con los extractos de A. hybridus L (quelite de pollo), P.
philadelphica L (tomatillo), T. officinale (diente de leén), R. crispus L (lengua de
vaca), B. rapa L (nabo), M. perfoliatum (tinajilla) y Y. filifera Chab. (palma) a las tres
dosis (50, 100 y 200 mg/Kg). El control positivo quercetina (40 mg/Kg) incrementé
3.3 veces la actividad enzimatica de GST con respecto al control negativo. Los
extractos que mostraron la mayor induccién en la actividad de GST fueron 50
mg/Kg de P. philadelphica L (4.9 veces), 100 y 200 mg/Kg de T. officinale (4.3 y 4.9
veces, respectivamente) y del extracto de M. perfoliatum (5.2 y 4.2 veces,
respectivamente).

Los resultados de la actividad enzimatica de GST se muestran como la media + EE
de cada grupo y se presentan en el Cuadro 8.

72




w T

S

-ETUU_

B

=4

=

gﬂﬁ

w

2

i o

o

7

&

2 L

2

k-

:

E 2

-}

=

2

2 o
L
=
B
Egmmf’m

hybridus [ philadeiphical officinale crispusl

Figura 24. Actividad enzimatica de GST en el colon distal de ratas Sprague-Dawley
tratadas durante una semana con los extractos metandlicos de Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa L, Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab. Las dosis

representan mg de extracto/Kg de peso corporal.

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunnett (P < 0.05). La grafica representa la media de los experimentos + EE de
cada grupo.
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V1.6.2. Actividad enzimatica de quinona reductasa (QR) en colon distal.

En la Figura 25 se presenta el efecto de la administracion intragastrica de diferentes
extractos sobre la actividad enzimatica de QR en colon distal de ratas Sprague-
Dawley. El incremento en la actividad enzimatica de QR muestra una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control negativo en los homogenados
de colon distal de las ratas que fueron tratadas con los extractos acuosos de A.
hybridus L (quelite de pollo), P. philadelphica L (tomatillo), T. officinale (diente de
leén), R. crispus L (lengua de vaca), B. rapa L (nabo), M. perfoliatum (tinajilla) y Y.
filifera Chab. (palma). El control positivo (quercetina) mostré un incremento
significativo (1.4 veces, P < 0.05) respecto al control negativo. La dosis de 50
mg/Kg de los extractos de quelite de pollo, tomatillo, diente de leén y nabo
incrementaron significativamente la actividad enzimatica de QR en 47, 52, 30 y
30%, respectivamente. A pesar de que las tres dosis 50, 100 y 200 mg/Kg del
quelite de pollo, nabo y palma aumentaron la actividad enzimatica de QR, se
observé una mayor induccién con la dosis de 50 mg/Kg. Por otro lado, los extractos
de lengua de vaca (200 mg/Kg) y tinajilla (100 y 200 mg/Kg) incrementaron
significativamente la actividad de QR en 12 veces, 14 y 1.5 veces,
respectivamente (P < 0.05).

Los resultados de la actividad enzimatica de QR se muestran como la media + EE

de cada extracto y se presentan en el Cuadro 8.
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Figura 25. Actividad enzimatica de QR en el colon distal de ratas Sprague-Dawley
tratadas durante una semana con los extractos metandlicos de Amaranthus
hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale, Rumex crispus L,
Brassica rapa L, Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab. Las dosis

representan mg de extracto/Kg de peso corporal.

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de acuerdo a la
prueba de Dunnett (P < 0.05). La grafica representa la media de los experimentos + EE de

cada grupo.
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Cuadro 8. Efecto de la administracion intragastrica de los extractos metandlicos de
diferentes plantas sobre la actividad enzimatica de GST y QR en el colon distal de
ratas Sprague-Dawley.

Tratamiento Glutatién-S-transferasa Quinona reductasa
(nmol/mg de proteinaxmin) (nmol/mg de proteinaxmin)

Control Negativo 22.56 + 0.68 32.05+0.91
Quercetina
40 mg/Kg 73.70 £ 1.36 4 4572+ 1.58 ¢
A. hybndus L
50 mg/Kg 77.37+2.28 + 41.00+1.32 +
100 mg/Kg 66.91 £2.25 + 47.17+1.79 ¢
200 mg/Kg 79.75 + 1.68 4 39.97+1.21 ¢
P. philadelphica L
50 mg/Kg 110.62 +£3.10 # 31.37+£0.54 +
100 mg/Kg 7243+2.12 + 48.83+1.75 ¢
200 mg/Kg 79.53 £2.97 4 34.60 + 0.88 +
T. officinale
50 mg/Kg 83.38+221 + 31.85+0.44 +
100 mg/Kg 96.46 + 3.85 + 41.71 £ 0.59
200 mg/Kg 109.36 +3.17 # 39.53 £ 0.47
R. crispus L
50 mg/Kg 71.10+ 1.16 + 32.89 +0.60
100 mg/Kg 79.62+ 124 + 3404+ 144
200 mg/Kg 85.88+2.78 4 37.87+1.26 +
B. rapa L
50 mg/Kg 47.99 £ 1.40 + 37.93+£132 +
100 mg/Kg 52.84+2.13 ¢ 41.72+0.89 ¢
200 mg/Kg 70.18 +£2.77 4 36.78 £ 0.71 ¢
M. perfoliatum
50 mg/Kg 71.77+£1.35 4 43.14+0.72 +
100 mg/Kg 11648 £3.25 ¢ 46.88 + 1.66 +
200 mg/Kg 05.51 £3.04 + 30.39 + 0.85
Y. filifera Chab.
50 mg/Kg 5587+ 1.74 4 46.39 = 0.95 +
100 mg/Kg 5588+ 1.84+ 46.65+ 0.46 +
200 mg/Kg 79.88 +2.48 4 50.67 £ 1.35 ¢

+ Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo de
acuerdo a la prueba de Dunnett (P < 0.05). El Cuadro muestra la media de los
experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.
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VIl. DISCUSIONES.

En Mexico, los conocimientos empiricos sobre propiedades medicinales de las
plantas es la base para su utilizacién como remedios caseros (Fragoso y col., 2007;
Hudec y col.,, 2007). La medicina tradicional es muy utilizada para satisfacer
necesidades de atencion primaria de salud y gran parte de los tratamientos
tradicionales implican el uso de extractos de plantas (Stezelecka y col., 2005).

Por otro lado, existe una gran diversidad de plantas medicinales que forman
también parte de la dieta diaria y que son ricas en sustancias fitoquimicas. Asi
mismo, se cree que una dieta enriquecida con antioxidantes naturales, debido a su
capacidad para inhibir los efectos negativos de las especies reactivas del oxigeno
(EROs), son de gran ayuda en la prevencion de numerosas enfermedades crénico
degenerativas, tales como el cancer, el envejecimiento celular, las cataratas,
enfermedades del corazén, diabetes, patologias cerebrales y artritis, entre otras.
Ademas, algunos de estos antioxidantes también poseen efectos antivirales y
antiinflamatorios. Los antioxidantes, en particular los compuestos fendlicos,
flavonoides y las vitaminas C y E, estan presentes en frutas, hortalizas y especias
(Fraser y col., 2007; Hudec y col., 2007).

La quercetina es un miembro importante de la familia de los flavonoides, que
poseen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antialérgicas,
hepatoprotectoras, antitromboéticas, antivirales y anticarcinogénicas (lkizler y col.,
2006). Al ser considerados también como compuestos fendlicos, los flavonoides
pueden actuar como potentes quelantes de metales, como "atrapadores" o
supresores de radicales libres y como antioxidantes de especies prooxidantes
mediante la donacion o aceptacion tanto de un atomo de hidrégeno como un
electron (Tenorio y col., 2006; Gonzales y col., 2007). El efecto protector ejercido
por la quercetina se asocié con una mejora en el estatus oxidativo, atribuido a sus
propiedades antioxidantes (Galisteo y col., 2004). En el presente estudio se incluyo
la quercetina como control positivo a la dosis de 40 mg/Kg, observandose una

induccion clara de los biomarcadores antioxidantes evaluados.
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Las EROs se generan durante las funciones celulares, aun bajo condiciones
normales, y son eliminadas por los sistemas antioxidantes endégenos no
enzimaticos como el GSH y enzimaticos como la GST, GPX y CAT (lkizler y col.,
2006). Estas enzimas participan activamente en la desintoxicacion e inactivacion de
muchos xenobiéticos, incluidos varios carcinégenos y un numero considerable de
medicamentos (Al-Gobury y col., 2004; Diaz y col., 2004).

El sistema antioxidante del GSH se asocia con la sintesis de importantes
macromoléculas y la proteccién contra las EROs (Kim y col., 2006). Ademas, el
GSH participa como cofactor de la enzima GST en multiples reacciones del
metabolismo animal, vegetal y en el transporte de aminoacidos hacia el interior de
la célula (Manzano y col., 2007). La GST representa una familia multifuncional de
enzimas que estan involucradas basicamente en los procesos de defensa contra el
estrés toxico y el dafo oxidativo en los tejidos (Garcia, 2004). Asi mismo, la enzima
GPX es la principal peroxidasa en los mamiferos y participa en la inactivacién de
EROs, catalizando la reduccion del peroxido o lipoperéxido, para lo cual utiliza
como agente reductor al GSH. Por otro lado, la reduccién catalizada por QR puede
inactivar directamente carcinégenos o sus metabolitos y hacerlos sustratos mas
adecuados para GST, facilitando su eliminacion de las células (Prego, 1997; Al-
Gobury y col., 2004; Alia, 2006).

Dada la importancia citoprotectora de estos biomarcadores antioxidantes en el
organismo, estos fueron evaluados después de la administracion intragastrica de
extractos acuosos y metanodlicos de plantas comestibles en el higado y colon de
ratas Sprague-Dawley.

En el presente trabajo se encontré que la concentracion de GSH se incremento
estadisticamente (2.5 veces) en el higado del grupo tratado con la quercetina (40
mg/kg, control positivo), comparado con el control negativo. Asi mismo, la
concentracion hepatica de GSH bajo la influencia de la administracion intragastrica
de los extractos acuosos analizados en el presente estudio, se comporté de la
siguiente forma: la concentracion de GSH, aunque mayor que la del control
negativo (369 %, 343% y 324 %), disminuye conforme aumenta la dosis del

extracto de Taraxacum officinale; algo similar ocurre con el extracto de Brassica
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rapa L (3.1, 1.7 y 2.4 veces); mientras que la concentracion de GSH aumenta en las
dos primeras dosis (159 y 238 %) de Amaranthus hybridus L y en la ultima no se
observa un cambio significativo. Esta variacion del comportamiento de los extractos
es posible que se deba a la diferente estabilidad de los compuestos o la relacion de
los mismos presentes en el extracto.

También es posible que el efecto de un extracto dependa fuertemente de una
correlacion positiva entre el contenido de fenoles y la capacidad antioxidante, de
igual forma podrian guardar una relacioén con el poder inductor de enzimas de fase
2. Sin embargo, en lo que respecta al contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides totales soélo se tiene reportes para los extractos de acuosos de
Melampodium perfoliatum (52.88 + 0.67 mg equivalentes de acido galico/g de
extracto y 5183 % 0.10 mg equivalente de catequina/g de extracto,
respectivamente), Amaranthus hybridus (52.32 + 0.75 mg equivalentes de acido
galico/g de extracto y 49.82 + 1.18 mg equivalente de catequina/g de extracto,
respectivamente) y Brassica rapa (25.91 + 0.31 mg equivalentes de acido galico/g
de extracto y 12.17 + 0.47 mg equivalente de catequina/g de extracto), por lo que
no se puede realizar una correlacidon completa entre la capacidad para elevar la
concentracion de GSH en higado con el contenido de compuestos fendlicos.

En el caso de los animales tratados con los extractos metandlicos, la concentracion
hepatica de GSH es mayor que aquella del grupo control negativo, para los
extractos de Amaranthus hybridus L, Physalis philadelphica L, Taraxacum officinale,
Rumex crispus L, Melampodium perfoliatum y Yuca filifera Chab, lo que sugiere que
compuestos medianamente polares presentes en estas plantas tienen un gran
potencial inductor sobre este biomarcador en higado. Sin embargo, se observa que
la concentraciéon de GSH disminuye conforme aumenta la dosis (50, 100 y 200
mg/Kg) del extracto de Physalis philadelphica L (3.2, 2.0 y 1.2 veces), Taraxacum
officinale (3.8, 3.7 y 2.6 veces) y Melampodium perfoliatum (3.0, 2.8 y 2.0 veces).
Por el contrario, los extractos de Amaranthus hybridus L y Yuca filifera Chab. no
muestran un patrén claro de induccion de este biomarcador. En lo que respecta al
contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales sélo se tiene reportes para

los extractos metandlicos de Melampodium perfoliatum (626 + 21 mg equivalentes
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de acido galico/g de extracto y 53.5 + 2.70 mg equivalente de catequina/g de
extracto, respectivamente) siendo este el extracto con mayor contenido de fenoles y
flavonoides totales seguido de Rumex crispus L (456 + 9 mg equivalentes de acido
galico/g de extracto y 14.8 + 0.73 mg equivalente de catequina/g de extracto,
respectivamente), Brassica rapa (351 + 15 mg equivalentes de acido galico/g de
extracto y 7.4 £ 0.05 mg equivalente de catequina/g de extracto, respectivamente),
Yuca filifera Chab (222 + 18 mg equivalentes de acido galico/g de extracto y 4.4 +
0.15 mg equivalente de catequina/g de extracto), Physalis philadelphica L (211 +7
mg equivalentes de acido galico/g de extracto y 4.3 + 0.15 mg equivalente de
catequina/g de extracto) y Amaranthus hybridus L (155 + 25 mg equivalentes de
acido galico/g de extracto y 9.4 + 0.35 mg equivalente de catequina/g de extracto).
Conjuntando la informacién anterior y los resultados obtenidos en el presente
estudio se observa que los extractos metandlicos no guardan una marcada
actividad inductora con respecto al contenido de fenoles y flavonoides totales, pero
sus concentraciones de estos compuestos son superiores respecto a los extracos
acuosos. Por ejemplo, el extracto metandlico de Amatranthus hybridus mostré el
mayor poder inductor, pero su contenido de fenoles es el menor comparado con el
resto de los extractos metanélicos. Ademas, tomando en cuenta que no contamos
con los datos de todos los extractos, no es posible observar una relacién clara entre
estos factores.

La actividad de GST en el higado de los animales tratados se incrementd
significativamente con los extractos acuosos de Amaranthus hybridus L (1.9, 2.1y
2.0 veces), Physalis philadelphica L (1.8, 2.0 y 2.0 veces) y Rumex crispus L (2.5,
3.2 y 2.3 veces), sin embargo, esta induccion no fue dosis-dependiente. El
comportamiento que se observa con algunos extractos donde la actividad se induce
conforme aumenta la dosis y se disminuye o mantiene con la dosis mas alta, se
atribuye a que al estar el extracto mas concentrado, pueden también incrementarse
sustancias que inhiban o neutralicen el efecto de los compuestos antioxidantes
“predominantes”. Por otro lado, las tres dosis de Taraxacum officinale
incrementaron significativamente la actividad de GST, sin embargo, los valores son

muy parecidos.
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El extracto de Melampodium perfoliatum aumenté la actividad enzimatica de GST
unicamente a la dosis de 200 mg/Kg, quizds porque a esta concentracion
predominan las sustancias que inducen esta enzima. Sue-Jing y colaboradores
(2005) reportan que la actividad de GST se elevd en un 42 % en el higado de ratas
Sprague-Dawley tratadas con Allium sativum L. (ajo) también a la dosis de 200
mg/Kg de peso corporal.

Aunque no estadisticamente significativo, el grupo control positivo incremento la
actividad de GST, comparado con el control negativo. Esta falta de respuesta
inductora también se ha observado en otros estudios. Amin y colaboradores (2004)
encontraron que la administracién de hasta 500 mg/Kg de peso corporal por dia de
un extracto metandlico de cacao, rico en compuestos fendlicos, no mostrd
diferencia estadistica en la actividad de GST en el higado de ratas Sprague-
Dawley, comparando con el control negativo. La actividad enzimatica de GST en
higado incrementé de manera importante con los extractos metandlicos de Physalis
philadelphica L (93.5%), Taraxacum officinale (104.5%), Brassica rapa L (203.2%) y
Melampodium perfoliatum (89.8%), siendo mayor para la dosis de 100 mg/Kg. Por
otro lado, el extracto de Yuca filifera Chab inhibi6 la actividad enzimatica de GST a
todas las dosis, comparada con el control negativo, tal y como previamente se
observé para la enzima QR en el estudio realizado por Subias (2007) en células de
higado de raton.

Aun cuando la desintoxicaciéon de xenobidticos se ha vinculado principalmente al
metabolismo hepatico, en el tracto intestinal también ocurre una cantidad
significativa de desintoxicacion. Por otro lado, el metabolismo de los flavonoides es
intenso y su biotransformacion tiene lugar en dos localizaciones: en primer lugar en
el higado, por medio de reacciones de biotransformacion de fase 1 y de fase 2,
donde una parte importante de los metabolitos conjugados se excretan por la orina;
en segundo lugar en el colon , donde los compuestos fendlicos que no son
completamente absorbidos en el intestino delgado, pueden alcanzar el colon, ser
degradados por los microorganismos y absorberse en esta zona, ejerciendo asi su
efecto inductor. Diversos estudios muestran que existen diferencias en cuanto a la

absorcién y metabolismo entre la porcion proximal (colon ascendente) y la distal.
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Por lo anterior, en este estudio se evalud la actividad enzimatica de GST y QR en
colon proximal y distal (Martinez y col., 2002; Zhang y col., 2007).

En el estudio realizado por Gutiérrez (2006), la actividad enzimatica de GST en la
porcion proximal del colon de ratas Sprague-dawley disminuyé en los animales
tratados con los extractos acuosos de Porophyllum tagetoides (hierba del venado),
Nasturtium officinale (berros), Chenopodium murale (quelite), Malva parviflora
(malva) y Cnidoscolus chayamansa (chaya) a las tres dosis empleadas, en
comparacion con el control negativo. Por el contrario, los extractos acuosos de las
plantas seleccionadas en el presente estudio si incrementaron la actividad
enzimatica de GST en el colon proximal, similarmente, la quercetina aumenté
significativamente (110%) la actividad enzimatica de GST con respecto al control
negativo. Los animales tratados con los extractos de Taraxacum officinale (2.2, 2.1
y 1.9 veces) y Rumex crispus L (2.5, 1.8 y 1.6 veces) mostraron la mayor actividad
enzimatica a la dosis de 50 mg/Kg; en el caso Melampodium perfoliatum, la dosis
de 100 mg/Kg incrementé mas la actividad de GST en el colon proximal. Un efecto
contrario se observé en los animales tratado con el extracto acuoso de Brassica
rapa L (1.5, 2.0 y 2.6 veces) donde hubo un incremento de la actividad con el
aumento de la concentracidon de la planta. El comportamiento tan variado que se
observa entre la actividad enzimatica y la dosis de extracto se puede atribuir a las
diferencias en la composicion quimica de cada planta, asi como a la proporcién de
los fitoquimicos en la misma.

En los animales tratados con los extractos metandlicos, la actividad de GST en la
fraccion proximal del colon se incrementd principalmente con la dosis de 200 mg/Kg
de Taraxacum officinale (86.7%), Rumex crispus L (101.9%) y Brassica rapa L
(144.2%); mientras que Amaranthus hybridus L (77.7%) y Physalis philadelphica
(77.6%) incrementaron positivamente la actividad a las dosis de 200 y 100 mg/Kg,
respectivamente. Por el contrario, los extractos de Melampodium perfoliatum
(105.2%) y Yuca filifera Chab (94.9%) mostraron su mayor capacidad inductora con
la dosis de 50 mg/Kg. La actividad enzimatica de GST en colon proximal se
incrementé preferentemente en los animales tratados con los extractos

metandlicos, en comparaciéon con los animales tratados con los extractos acuosos
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de las plantas bajo estudio. Sin embargo, ambos extractos de B. rapa L mostraron
la mayor potencia inductora sobre la actividad enzimatica de GST en colon
proximal, seguidos de los extractos acuosos de T. officinaley R. crispus L.

El comportamiento de la actividad enzimatica de GST en la fraccion distal del colon
de animales tratados con los extractos acuosos mostraron que Amaranthus
hybridus L y Rumex crispus L incrementan la actividad enzimatica de forma dosis-
dependiente; algo similar ocurre con Brassica rapa L y Melampodium perfoliatum,
aunque en la altima dosis la actividad de GST disminuye, por lo que la dosis de 100
mg/Kg resulta ser la mejor inductora. En cuanto a los animales tratados con los
extractos metandlicos, la actividad de GST en el colon distal se incrementé en
todas las dosis de los extractos, siendo de manera dosis-dependiente para
Taraxacum officinale (3.7, 4.3 y 4.8 veces), Rumex crispus L (3.2, 3.5 y 3.8 veces),
Brassica rapa L (2.1, 2.3y 3.1 veces) y Yuca filifera Chab (2.5, 2.5 y 3.5 veces).

El colon forma pare del aparato digestivo y se divide en apéndice, cecum, colon
ascendente, transverso, descendiente, sigmoideo y recto. Dentro de las funciones
principales del intestino grueso se encuentran la reabsorcién de agua y electrolitos,
asi como la eliminacion del material no digerido a heces fecales. La eliminacién es
facilitada por la excreciéon de moco, que lubrica y protege a la mucosa del contenido
del lumen, de tal forma que el contenido del intestino delgado fluye al grueso de
manera intermitente. En el colon proximal el contenido es liquido y cambia a
semisolido conforme va descendiendo, debido a la absorcién de agua y electrolitos
(Fenoglio-Preiser y col., 1989). Asi mismo, se reporta que la flora en cada zona del
colon es diferente y diversos estudios muestran una mayor actividad de B-
glucoronidasas microbianas en el colon distal comparada con la zona proximal en
ratas Sprague-Dawley. Lo anterior puede resultar en una mayor hidrélisis y
liberacion de los compuestos fendlicos conjugados provenientes del higado
(glucoronidados y sulfatados), por lo que estdn mas disponibles para su
reabsorcién en esta zona del colon para ejercer su actividad inductora. Con lo cual
se podria explicar que la actividad de GST en colon distal es inducida por mas

extractos comparada con la actividad de GST en colon proximal.
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La actividad enzimatica de GPX en el higado de los animales tratados con los
extractos acuosos se incrementé con Amaranthus hybridus L (1.4, 1.3 y 1.1 veces),
Physalis philadelphica L (1.2, 0.9 y 0.9 veces) y Taraxacum officinale (1.6, 1.2y 1.2
veces), siendo mayor en la dosis de 50 mg/Kg. La dosis de 100 mg/Kg de Rumex
crispus L (1.0, 1.3 y 1.0 veces) y Brassica rapa L (1.3, 1.5 y 1.4 veces) muestran
una mayor induccion de GPX; mientras que Melampodium perfoliatum (1.2, 1.3 y
1.4 veces) muestra una clara relacion dosis-respuesta. Los extractos acuosos de T.
officinale y Brassica rapa L indujeron la mayor actividad enzimatica de GPX en
higado. La variacion en el comportamiento de los extractos es posible que se deba
a la composicion de las plantas y relacion de agentes fitoquimicos.

La actividad enzimatica de GPX en el higado de los animales tratados se
incrementd con los extractos metandlicos de Amaranthus hybridus L, Taraxacum
officinale, Rumex crispus L, Brassica rapa L y Yuca filifera Chab, siendo mejor a
las dosis de 50 y 200 mg/Kg, mientras que Physalis philadelphica L y Melampodium
perfoliatum incrementaron la actividad enzimatica a la dosis de 100 mg/kg.

El efecto de la administracion intragastrica de los extractos acuosos sobre la
actividad enzimatica de QR en higado mostré un incremento positivo de manera
dosis-dependiente con los extractos de Taraxacum officinale (0.9, 1.4 y 1.5 veces),
Rumex crispus L (2.2, 2.8 y 3.5 veces) y Melampodium perfoliatum (0.8, 1.2 y 4.6
veces). Similarmente, en el estudio in vitro realizado por Subias (2007), los
resultados indican que el extracto acuoso de Amaranthus hybridus a la
concentraciéon de 0.5 mg/ml de medio minimo modificado de Eagle (DMEM)
incremento 5.1% la actividad enzimatica de QR en células transformadas de higado
de ratén Hepa 1c1c7; mientras que el extracto acuoso de Brassica rapa incremento
en un 3.5% la actividad a la concentraciéon de 0.05 mg/m| DMEM.

En los animales tratados con los extractos metandlicos, la actividad hepatica de QR
fue similar a la actividad del control negativo, unicamente el extracto de Brassica
rapa L incrementd significativamente la actividad enzimatica de QR, sin embargo
esta actividad disminuyé con el aumento en la concentracion de la planta.
Prochaska y colaboradores (1992) indican que algunos extractos vegetales de la
familia de las Brassicas son potentes inductores de la actividad de QR en células
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Hepa 1c1c7, corroborando la potencia inductora de esta familia tanto in vitro como

in vivo. En el caso de Yuca fillifera Chab, el extracto metandlico mostré un efecto
citotoxico bien marcado en células Hepa 1c1c7 (Subias, 2007), y no fue posible
comparar los resultados contra el extracto acuoso correspondiente debido a la falta
de material disponible para el ensayo, por lo que se decidié no hacer la evaluacion
del extracto in vivo. En este mismo estudio, la mayor actividad enzimatica de QR en
células Hepa 1c1c7 se obtuvo a la concentracion de 0.1 mg/ml DMEM de los
dieferentes extractos metandlicos, donde el extracto metandlico de Amaranthus
hybridus mostré la mayor potencia inductora (74.3%), a excepcion de Rumex
crispus (0.5 mg/ml DMEM).

En el estudio previo realizado por Gutiérrez (2006) se reporté que la actividad
enzimatica de QR de la fraccion proximal del colon disminuye cuando los animales
son tratados con los extractos acuosos de Chenopodium murale (12.6 %) y
Cnidoscolus chyamansa (19.2%), asi como el extracto metandlico de Malva
parviflora (20 %); en cambio, los extractos metandlicos de Porophyllum tagetoides,
y Nasturtium officinale elevan la actividad de esta enzima (1.2 y 1.1 veces,
respectivamente) en esa fraccion del colon. Por el contrario, los resultados del
presente trabajo indican que la actividad enzimatica de QR en el colon proximal se
incrementa con los extractos acuosos de Taraxacum officinale (1.8 veces, para 50
mg/kg) y Rumex crispus L (1.7, 1.3 y 1.2 veces), siendo inversamente proporcional
a la dosis. Con los extractos acuosos de Brassica rapa L y Melampodium
perfoliatum, la mayor actividad enzimatica de QR se obtuvo con la dosis de 100
mg/Kg, mientras que con el extracto de Amaranthus hybridus L la dosis fue 200
mg/Kg.

En el colon proximal de los animales tratados con los extractos metandlicos, la
actividad enzimatica de QR se increment6 en la mayoria de los casos; sin embargo,
ésta fue inversamente proporcional a la dosis de los extractos de Amaranthus
hybridus L (1.9, 1,8 y 1,7 veces), Physalis philadelphica (1.9, 1.8 y 1.5 veces),
Taraxacum officinale (1.2, 0.9 y 0.8 veces) y Brassicarapa L (2.4, 1.8 y 0.6 veces).
Sin embargo, los extractos de Rumex crispus L (1.3 veces) y Melampodium

perfoliatum (1.4 veces) mostraron ser mejores inductores a la dosis de 200 mg/Kg.
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Es importante sefalar que la inhibicion de la actividad enzimatica puede ser
causada por el agente protector o modulador, ya que los antioxidante presentes en
el extracto podrian actuar como pro-oxidantes, lo que provocaria estragos en las
células (Ramos y col., 2006; Garcia y Altamirano, 2007).

La actividad enzimatica de QR en el colon distal se incrementé de manera dosis-
dependiente en los animales tratados con los extractos acuosos de A. hybridus L,
P. philadelphica y B. rapa L. Por otro lado, se obtuvieron resultados muy variables
para los extractos de Melampodium perfoliatum, Taraxacum officinale (47.7 %) y
Rumex crispus L (20.5 %). El control positivo de quercetina (42.7 %) incrementd
positivamente la actividad enzimatica.

La actividad enzimatica de QR en colon distal de ratas tratadas con los extractos
metandlicos no muestra una asociacion directa entre la dosis y la actividad. Sin
embargo, es notable que los extractos de Amaranthus hybridus L, Physalis
philadelphica, Taraxacum officinale, Brassica rapa L y Melampodium perfoliatum
mostraron ser mejores inductores de la actividad a la dosis de 100 mg/Kg; mientras
que Rumex crispus L y Yuca filifera Chab resultaron ser mas efectivos a la dosis
200 mg/Kag.

Los experimentos in vitro realizados por Subias (2007) con Brassica rapa L, Yuca
filifera Chab, Amaranthus hybridus L y Rumex crispus L indican que el extracto
metanolico de Amaranthus hyspidus (familia Amaranthaceae) fue el mejor inductor
comparado con los extractos metandlicos y acuosos de las otras plantas (Subias y
col., 2007). Estos resultados son de gran importancia, ya que los extractos no son
puros y su composiciéon varia dependiendo del tipo de extraccion (Subias y col.,
2007). Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran
que los extractos metandlicos no guardan una marcada actividad inductora con
respecto al contenido de fenoles totales. 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, los tres estudios sugieren que no existe una correlacion positiva y

significativa en cuanto a la actividad biolégica (medida como la capacidad
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antiproliferativa o la induccion de enzimas de fase 2) con el contenido de fenoles
totales de las plantas que han sido analizadas a la fecha.

Suponemos que la variacion observada se debe a que las propiedades
antioxidantes son diferentes debido a la composicion de compuestos fendlicos
presentes en cada uno de estas plantas (Rose y col., 2005), aunque esto requiere
un estudio mas a fondo. Ademas, se deberian tomar en cuenta factores como la
temporada y el area de recoleccién de plantas, como asi como la parte de la planta
a partir de la cual el extracto se deriva, ya que esto afecta la actividad antioxidante
(Fraser, 2007). A este respecto, en los dos estudios las plantas fueron recolectadas
en diferente afo, pero seleccionadas y proporcionadas por la M. en C. Valentina
Serrano, minimizando en parte los factores que pudieran alterar la actividad
biolégica de las plantas evaluadas.

Todas las plantas seleccionadas en el presente estudio demostraron tener cierta
capacidad para inducir enzimas de fase 2, si bien no indujeron todas las enzimas
en todos los 6rganos, si muestran su poder para inducir algunas de estas. De
manera particular, se corrobora que Amaranthus hybridus L es uno de los mejores
inductores de enzimas de fase 2, al igual que Brassica rapa L, las cuales resultaron
ser poderosas inductoras de biomarcadores antioxidantes en este estudio. En
cuanto al tipo de extracto, los metandlicos mostraron tener una mayor potencia
inductora, tal efecto es atribuido a que la extraccidon con metanol puede arrastrar
diferentes compuestos de mediana polaridad con elevada potencia inductora.
Ademas, los extractos metandlicos se prepararon a partir de una extraccion previa
con hexano y acetona para eliminar compuestos de caracter lipofilico, tales como
los carotenoides, la clorofila y las grasas. Por otro lado, en los extractos acuosos
pudieran encontrarse compuestos de diferentes polaridad, asi como compuestos
que no estan presentes en el extracto metandlico. Es muy posible que la
variabilidad en los resultados se deba a que los extractos son una mezcla de
sustancias que desconocemos, asi como su concentracion y funciones que

desempenan en el organismo.
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VIIl. CONCLUSIONES.

En el presente estudio se demuestra que la quercetina incrementa de manera
significativa tanto los biomarcadores no enzimaticos (GSH) como enzimaticos
(GST, GPX y QR) en el higado y colon de ratas Sprague-Dawley, corroborando asi
la actividad inductora de este flavonoide in vivo.

Los resultados demuestran que la administracion intragastrica de los extractos
metandlicos incrementé de manera mas significativa la concentracion de GSH en
higado a las diferentes dosis, en comparacién con los extractos acuosos de las
plantas bajo estudio. Particularmente, los extractos metandlicos de T. officinale y de
A. hybridus L mostraron un mayor incremento en la concentracion de este
biomarcador antioxidante no enzimatico

En el higado, los extractos acuosos incrementan la actividad de GST y QR de
manera importante, mientras que los metandlicos activan a GST y GPX. Ademas, la
actividad hepatica de GST y GPX se comportan de manera dosis-dependiente, por
lo que la enzima GST se sugiere como un mejor biomarcador antioxidante de
exposicion a extractos vegetales en higado.

En la region proximal y distal del colon, la actividad de GST se incrementé
preferentemente en los animales tratados con los extractos metandlicos,
comparados con los extractos acuosos, y esta induccion fue dosis-dependiente,
por lo que se sugiere esta actividad también como un biomarcador de exposicién a
extractos vegetales.

La induccién de la actividad enzimatica de QR fue muy similar en los animales
tratados con los extractos acuosos y metandlicos en la zona proximal, siendo mayor
la induccion con el extracto acuoso de Amaranthus hybridus L y el extracto
metanolico de Brassica rapa L. Por otro lado, la actividad de QR enla zona distal se
incrementd preferentemente en los animales tratados con los extractos
metanolicos.

Cabe resaltar que aunque los niveles basales de la actividad enzimatica de GST
son mayores en el colon proximal, los niveles inducibles de esta enzima son

mayores en la zona distal del colon, tanto en los animales tratados con los extractos
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acuosos como metanolicos. Por el contrario, los niveles basales de la actividad

enzimatica de QR son mayores en el colon distal, sin embargo, los niveles
inducibles de esta enzima son mayores en la zona del colon distal tanto en los
animales tratados con los extractos acuosos como metandlicos. Estos resultados
sugieren que los extractos vegetales bajo estudio muestran un mayor efecto
quimioprotector en la zona del colon distal, lo que pudiera ser de gran importancia
en la prevencion del cancer de colon.

En general, se observa que los extractos acuosos y metandlicos de Amaranthus
hybridus (quelite de pollo, 50, 100 y 200 mg/Kg) incrementaron significativamente
las actividades enzimaticas de GST, GPX y QR en higado, asi como las actividades
de GST y QR en colon, con respecto al control negativo. De igual forma, el extracto
acuoso de Taraxacum officinale (diente de le6n) y el extracto metandlico de
Brassica rapa (nabo) se muestran como potentes inductores de estos
biomarcadores enzimaticos. Por lo que los resultados derivados de este estudio
indican que las plantas comestibles evaluadas incrementaron la actividad de
enzimas de fase 2 o destoxificacion (GST y QR) y enzimas antioxidantes (GPX), asi
como la concentracion de un cofactor antioxidante (GSH) tanto en higado como en
colon (proximal y distal), por lo que se sugieren como biomarcadores antioxidantes
de exposicidon a extractos vegetales y con potencial quimioprotector contra

enfermedades cronico degenerativas entre la poblacion mexicana.
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X.  ANEXOS

ANEXO 1. Solucién amortiguadora de Tris/Sacarosa, pH 7

a) Pesar 7.9 g de Tris-HCI

b) Pesar 2.1 g de MgCl;

c) Pesar 1.9 g de KCI

d) Pesar 85.6 g de sacarosa ultra pura

e) Disolver con 1000 mL agua destilada

f) Medir el pH antes de aforar. En caso de almacenarse por un periodo
prolongado, esterilizar mediante filtracion (45 um) al vacio en una atmésfera

estéril.

ANEXO 2. Solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 7
a) Pesar 1.362 g de NaH;PO4
b) Pesar 2.67 g de Na;HPO,

c) Disolver en 500 mL de agua destilada y medir el pH antes de aforar.

ANEXO 3. Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 6.5
a) Pesar 4.725 g de NaH,PO,
b) Pesar 2.237 g de Na;HPO,
c) Disolver en 500 mL de agua destilada y medir el pH antes de aforar.

ANEXO 4. Solucion de trabajo para la determinacion de proteina (Kit de BCA).
a) Solucién de trabajo = 10 mL de reactivo A + 200 uL de reactivo B.

ANEXO 5. Solucién amortiguadora TRIS 0.2M, EDTA 0.02 M, pH 8.2
a) Pesar 0.744 g de EDTA, para preparar 100 mL de EDTA con una
concentracién de 0.02 M.

b) Pesar 3.152 g de TRIS, para preparar 100 mL de TRIS con una concentracion
de 0.2 M.
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c) Para ambas soluciones diluir en agua destilada
d) Ajustar el pH antes de aforar.

ANEXO 6. Solucién de trabajo inicial para la curva estandar de GSH.
a) Pesar 0.00184 g de GHS.
b) Disolver en 10 mL de metanol

c) Almacenar en refrigeracion.

ANEXO 7. Solucion de DTNB 2.46 mM
a) Pesar 0.0243 g de acido 5,5 -ditiobis dinitrobenzoico.
b) Disolver en 25 mL de metanol.

ANEXO 8. Solucion de TCA al 20%
a) Pesar 1.1051g de acido tricloro-acético.
b) Disolver en 5 mL de agua destilada.

ANEXO 9. Solucién de trabajo GSH 3 mM

a) Pueden prepararse una solucién inicial y el dia del experimento se puede
preparar la solucién de trabajo; el volumen debe modificarse de acuerdo a la
cantidad de muestras.

b) La solucién inicial 150 mM: Pesar 0.0461 g de GSH y disolver en 1 mL de
solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M

c) Para la solucién de trabajo mezclar 140 ulL de solucion inicial GSH 150 mM y
anadir 6.86 mL de solucién amortiguadora de fosfatos de 0.1 M

d) Los volimenes deben ajustarse de acuerdo al nimero de muestras.

ANEXO 10. Solucién de trabajo CONB 2 mM
a) Pueden preparase una solucion inicial y el dia del experimento se prepara la
solucién de trabajo.
b) La solucién inicial 60 mM: Pesar 0.0244 g de CDNB y anadir 2 mL de etanol
100% puro.
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c) Para la solucion de trabajo mezclar 300 pl de solucién inicial CONB 60 mM
con 8.7 mL de buffer de fosfat!)s 0.1M.

ANEXO 11. Solucion amortiguadora de reaccién 50 mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA
pH 8
a) Pesar 0.788 g de Tris HCI.
b) Pesar 0.01861 g de EDTA.
c) Disolver en 500 mL de agua destilada.
d) Ajustar el pH antes de aforar con agua desionizada.

ANEXO 12. Cocktail de GSH/GPX (42 mM GSH, 10 unidades de GPX/mL)
a) Pesar 0.0129 g de glutatiéon reducido (GSH).
b) Adicionar 50 uL de glutation reductasa.
c) Aforar a 1 mL con solucién amortiguadora.

d) El cocktail no se debe almacenar

Anexo 13. NADPH 5 mM.
a) Pesar 0.004167 g de NADPH en 1 mL de solucién amortiguadora de reacciéon en
la determinacion de GPX.
b) Se debe preparar inmediatamente antes de usarse
c) La solucion es estable por 5 dias a 4 °C
d) EI NADPH es sumamente inestable consérvese a -20 °C en desecador.

ANEXO 14. Solucion amortiguadora de trabajo TRIS, 0.025 M, pH 7.4
a) Pesar 1.97 g TRIS_HCI.
b) Pesar 333 mg de albimina sérica bovina.
¢) Medir 3.3 mL de Tween 20 al 1.5 %
d) Disolver en 500 mL de agua destilada y esterilizar a través de filtracién (poro

de 0.22 micras), almacenar a temperatura ambiente.
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