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RESUMEN

En la actualidad se sabe que algunos componentes de la dieta tienen la capacidad de
proteger y prevenir al organismo contra diversas enfermedades cronicas degenerativas
mediante diferentes formas de accidn; a este grupo de compuestos se les ha denominado
nutracéuticos. Se consideran como compuestos nutracéuticos a los productos fitoquimicos
no nutritivos presentes en plantas, frutas y verduras que son comunes en la dieta. La flor de
jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es consumida en México como bebida refrescante, la cual,
se asume, tiene un alto contenido de elementos fitoquimicos entre los que destacan los
polifenoles. Por otro lado, se ha demostrado también que los compuestos fenolicos de
diferentes plantas e infusiones poseen propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas.
Dadas estas propiedades, se estudio el efecto que este tipo de compuestos pudieran tener
sobre el 1-nitropireno (mutageno directo) que se puede generar durante la preparacién de
los alimentos o proveniente de la contaminacion ambiental. La extraccion y cuantificacion
de los compuestos fendlicos de la flor de jamaica (H. sabdariffa), se realizé siguiendo el
método propuesto por Tseng et al. (1996). Para el extracto hidroalcoholico (HSEc) y la
fraccion soluble en acetato de etilo (HSAE) el contenido fendlico resulté ser de 420.98 +
50.40 y 152.42 £ 29.10 mg equivalentes de acido protocatecuico (APC) respectivamente
por cada 20 g de flor seca. En el presente trabajo se utilizo el ensayo de microsuspension
(modificacion a la Prueba de Ames) para evaluar el potencial mutagénico del 1-nitropireno
(1-NP); asimismo, para establecer el potencial antimutagénico y sugerir los posibles
mecanismos de accion (dos preincubaciones) de los compuestos fenolicos presentes en los
extractos de la flor de jamaica (HSEc y HSAE) y el APC utilizado como control positivo de
antimutagénesis contra la mutagenicidad inducida por el 1-NP en la cepa de prueba
YG1024 de Salmonella typhimurium. Los HSEc y HSAE (125, 250 y 500 pg/tubo) y el
APC (25, 50 y 125 pg/tubo) no fueron ni mutagénicos ni toxicos a las concentraciones
evaluadas para la cepa YG1024. Se realizo una curva dosis-respuesta del 1-NP (2, 4, 6, 8,
10 y 16 ng/tubo) de la que se eligieron 2 y 8 ng/tubo para los ensayos de antimutagenicidad.
Los extractos inhibieron la mutagenicidad inducida por el 1-NP (4 y 8 ng/tubo) a las dosis
seleccionadas en un 60 y 80% respectivamente, mientras que el APC inhibio la
mutagenicidad en un 60%. Con la finalidad de conocer la posible interaccion entre los
extractos y el 1-NP, se llevd a cabo un ensayo de microsuspension con dos
microincubaciones. Los resultados sugieren que los posibles mecanismos de accion de los
compuestos fenodlicos presentes en los extractos de . sabdariffa podrian ser explicados por
la combinacion de los efectos extracelulares (formacion de un complejo que limita la
biodisponibilidad del agente mutagénico) e intracelulares (quimioproteccion y reparacion)
Para el HSEc, el efecto mayoritario fue a nivel extracelular (acomplejamiento), mientras
que para HSAE y el APC el efecto de relevancia fue a nivel intracelular de
quimieproteccion.

Palabras clave NutracCuticos. [libiscus sabdariffa L.. 1-nitropircho. Mulagenicidad, Antimutagenicidad.

Nalmonella (vphimurium



SUMMARY

Recent reseach has shown that frequent consumption of fruits, vegetables and herb, rich in
phytochemicals lowered the risk of chronic degenerative diseases such as cancer. Many of
these food components have been called nutraceuticals. Nutraceutical is defined as any
substance that is in a plant, food or an extracted part of it that provides medicinal or health
benefits. The dried flowers of Hibiscus sabdariffa L. are a popular plant in Mexico. They
are used in cold and warm beverages. The calyces of Hibiscus, used in traditional medicine,
and are found to phenolic compounds with marked physiological activities. Experimental
studies have established that polyphenols show protection against the
mutagenic/carcinogenic agents such as nitrated polycyclic aromatic hydrocarbons (NPAH).
1-nitropyrene (1-NP) is the most abundant NPAH in organic solvent extracts of diesel soot
and ambient air, therefore often used as a model compound in genetic toxicology. It's
considered to contribute to the direct-acting mutagenicity. The dried flowers of
H. sabdariffa were extracted with ethanol (HSEc) and further treated with chloroform and
ethylacetate to obtain fraction HSAE, as described by Tseng ef al. (1996). The amounts of
polyphenol compounds from extracts of Hibiscus (HSEc and HSAE) were 420.98 + 50.40
and 152.42 + 29.10 expressed as mg of protocatechuic acid (PCA) equivalent respectively
per 20 g of dry flowers. In the present study, the Salmonella thyphimurium tester strain
YG1024 was used in the microsuspension assay to examine the mutagenicity of 1-NP and
the antimutagenic effect of extracts from H. sabdariffa (HSEc and HSAE) rich in phenolic
compounds. PCA was used as an antimutagenicity positive control on 1-NP mutagenecity.
Further, a two-stage incubation procedure was used to investigate phenolic compounds and
1-NP interaction. This involved washing to get bacterial cells free of the incubation
mixture after the first incubation. The phenolics extracts (HSEc and HSAE) and PCA were
not toxic to the bacteria at the concentrations tested (extracts: 125, 250 and 500 upg/plate;
PCA alone 25, 50 and 125 pg/plate). Dose-response curve was obtained for 1-NP at 2, 4, 6,
8, 10 and 16 ng/plate, this experiment allowed the selection of the doses of 4 and 8 ng/plate
for antimutagenecity assay. Extracts from H. sabdariffa. (HSEc and HSAE) inhibited the
1-NP (4 and 8 ng/tubo) mutagenicity by 60 and 80% respectively, whereas PCA inhibited
the mutagenicity in a 60%. With the purpose to know the possible interaction between
compounds of extracts and 1-NP, a double incubation assay was carried out. The results
suggested that a possible mechanism of action of phenolic compounds of extracts may be
due to both extracellular (formation of a complex that could limit the bioavailability of
mutagen agent) and intraceilular (chemopreventive and reparation) effect. The greatest
inhibitory effect of HSEc was extracellular (formation of a chemical complex between
compounds of extracts and 1-NP), whereas for HSAE and PCA, the major effect was
intracellular (chemopreventive).

KEY WORDS: Nutraccuticals, //ibiscus sabduriffa L.. |-nitropyrene. Microsuspcnsion. Mutagenicity.

Antimutagenicity. Salhmonella tvphimurium
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I. INTRODUCCION

Los alimentos son una mezcla compleja de componentes que pueden tener sustancias tanto
con actividad mutagénica como antimutagénica, y ellas pueden provenir de cuatro fuentes
principales: de origen natural, generados durante el procesamiento de los alimentos,

adicionadas intencionalmente y accidentales (Ishidate ef al., 1991).

Estudios epidemiolégicos y experimentales proveen de informacion referente al papel que
desempefian los alimentos en la iniciacion, promocién y progresiéon de varios tipos de
cancer en humanos (Morse ef al., 1993). Por otra parte, los alimentos pueden contener
sustancias con ciertas propiedades que directa o indirectamente, pueden reducir, proteger o
eliminar la actividad mutagénica de otros compuestos (Kelloff ef al., 1994), a los que
actualmente se les ha llamado alimentos funcionales o nutracéuticos, definidos a éstos
como sustancias derivadas de los alimentos que otorgan beneficios medicinales y para la
salud (Wild-Oats, 1998). Fan (1998), los define como alimentos o extractos de plantas que
son seguros, no toxicos y saludables, que pueden conferir cambios farmacolégicos
benéficos en el organismo. También se ha definido a los alimentos nutracéuticos como
“alimento o ingrediente alimenticio que provee de beneficios medicinales o de salud,
incluyendo la prevencion y tratamiento de ciertas enfermedades” (Culhane, 1995; Fox,
1998). Las sustancias con propiedades antimutagénicas mas estudiadas son los compuestos

fenolicos presentes en los alimentos (Gary ef al., 1995).

Los compuestos fenolicos se caracterizan por presentar anillos aromaticos simples o
polimeros con diversos grupos hidroxilo. También se les ha asociado con propiedades
antinutricionales, caracteristicas sensoriales y antioxidantes naturales, tanto en alimentos

frescos como procesados (Ho, 1992).

Edenharder e/ al. (1996), han mostrado que el potencial antimutagénico de diferentes

compuestos fenolicos contra nitroarenos representativos esta relacionado con su estructura

Los nitroarenos son sistemas de anillos aromaticos que se forman por la combustion

incompleta de material organico, principalmente la gasolina y se les encuentra distribuidos

7]



en el ambiente (Dipple el al, 1990). El I-nitropireno y sus metabolitos de la
nitrorreduccion son compuestos con potente actividad mutagénica y carcinogénica (King y
Lewtas, 1993). Se les puede encontrar contaminando el ambiente, agua y alimentos.

En México la flor de jamaica (H. sabdariffa) se cultiva en los Estados de Guerrero, Oaxaca,
Michoacan, Colima y Puebla, siendo el primero el principal productor de esta planta
(Escalante, 1997a). Extractos acuosos obtenidos la flor de H. sabdariffa se han empleado
con fines medicinales, ya que poseen actividades anticolesterolémica, antihiperlipémica y
antihipertriglicémica (Jonadet ef al., 1990). Esos extractos han sido ademas utilizados como
quimioprotectores contra la promocion de tumores y ciertos tipos de cancer. El acido
protocatecuico, compuesto fendlico presente en la flor de jamaica posee actividades
antioxidantes y antigenotOxicas contra mutagenos conocidos como el benzo(a)pireno

(Tseng et. al., 1998).

El estudio de actividades antimutagénicas y anticarcinogénicas de elementos nutracéuticos
o quimioprotectores se realiza con los mismos bioensayos para la deteccion de compuestos
mutagénicos y carcinogénicos. Dentro de estos ensayos, se tiene la prueba de Ames, que es

sencilla, econdmica, de alta sensibilidad y a corto plazo.

Dadas las bondades que presentan los compuestos fendlicos en la flor de jamaica
(H. sabdariffa), y, a que hasta el momento no se ha informado sobre su posible actividad
antimutagénica in vitro, resulta interesante conocer dicho potencial contra el 1-nitropireno,
asi como su posible mecanismo de accion, utilizando el ensayo de microsuspension

(modificacién a la prueba de Ames).



II. ANTECEDENTES

1. ALIMENTOS NUTRACEUTICOS
1.1 Definicion de alimentos funcionales o nutracéuticos

En la actualidad existe una tendencia muy marcada a consumir y promover los alimentos
naturales, asi como los beneficios sobre la salud que ello conlleva. Estos alimentos que

producen un beneficio adicional sobre la salud son denominados alimentos nutracéuticos.

El término "alimento nutracéutico" es definido como "alimentos o sustancias derivadas de
los alimentos, que proveen beneficios medicinales y para la salud (Wild-Oats, 1998). Fan
(1998) los define como "alimentos o extractos de plantas que son seguros, no toxicos y
saludables, que causan un cambio farmacoldgico benéfico en el organismo”. Alin mas, los
alimentos nutracéuticos pueden ser definidos como "alimento o ingrediente alimenticio que
provee beneficios medicinales o de salud, incluyendo la prevencién y el tratamiento de

enfermedades" (Culhane, 1995; Fox, 1998).

Esta categoria de alimentos ha alcanzado proporciones gigantescas en los Estados Unidos
de América, en Japon y en los paises Europeos; tanto la industria de alimentos como la
farmacéutica estan interesados en desarrollar este mercado en forma innovadora (Culhane,

1995).

La definicion de alimentos funcionales propuesta por Robertfroid (1996) postula que "un
alimento es funcional si contiene un componente alimenticio (sea un nutriente 0 no) con
efecto selectivo sobre una o varias funciones del organismo, cuyos efectos positivos

justifican su papel fisiologico o incluso saludable

La Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos ha definido los alimentos
funcionales como alimentos que "engloban productos potencialmente saludables" en los

que se incluye "cualquier alimento o ingrediente alimenticio modificado que pueda



proporcionar un beneficio para la salud ademas de los nutrientes tradicionales que

contiene" (Thomas ef al., 1994).

De acuerdo a su definicion, los alimentos nutracéuticos incluyen una amplia variedad entre
los que se encuentran: suplementos dietéticos, sustitutos del aziicar y de grasa, alimentos
enriquecidos con fibra, hortalizas, carnes magras, dietas bajas en calorias, bebidas
refrqscantes (por ejemplo agua de jamaica entre otras), tés de diferentes plantas, etc.
(Culchane, 1995). De acuerdo con Fox (1998) no se trata de concentrados vitaminicos o de
minerales, sino de alimentos altamente especializados que contribuyen con los

requerimientos esenciales del cuerpo.

1.2 Propiedades de los alimentos nutracéuticos

En los Gltimos afios se ha comprobado que existe una gran cantidad de componentes en los
alimentos que presentan un potencial benéfico para la salud y cada vez existe mayor
evidencia cientifica del papel que juegan esos componentes de los alimentos (denominados
también como elementos fitoquimicos y/o promotores de la salud en la prevencion vy
tratamiento de enfermedades cronico degenerativas, como: el cancer y cardiovasculares

(De Flora et al. 1993; Guzman-Maldonado y Paredes-Lopez, 1998).

Guzmém—Maldonado y Paredes-Lopez (1998) recientemente realizaron una revision sobre
propiedades que presentan algunas plantas indigenas de América Latina. Los autores
sefialan que para los Aztecas y los Incas, el amaranto y la quinoa jugaban un papel
medicinal y algunas veces magico. La ciencia moderna ha demostrado que estas dos
semillas presentan un potencial medicinal gracias a su composicion proteica y lipidica, asi
como su contenido en fibra, elementos fitoquimicos y compuestos menores (vitaminas y
minerales entre otros). De acuerdo con la revision bibliografica realizada por los autores
citados, la composicion en acidos grasos de la quinoa sugiere que puede tener aplicaciones
nutracéuticos. en tratamientos del sistema inmune, intflamacion y cicatrizacion. Asimismo,
la composicion en minerales de estas semillas puede ayudar a prevenir problemas de

osteoporosis. hipertension y cancer de colon Los autores también mencionan los efectos



benéficos que presentan diferentes constituyentes menores de estas semillas, tales como

pigmentos y compuestos fendlicos.

En el mismo documento, Guzman-Maldonado y Paredes-Lopez (1998) revisaron algunas
propiedades nutracéuticas del frijol comun, de algunas frutas como el limon, guayaba, pina
y capulin, que se han considerado como excelentes fuentes de azucar y vitaminas, asi como
los componentes bioactivos de algunas verduras como la calabaza, el chile, aguacate y
tomate. También mencionan que algunas hierbas y plantas como el nopal, el epazote, la
arnica, la gobernandora, el cardo santo, el cabello de elote, aloe y cempasuchil, poseen
dichas sustancias con propiedades nutracéuticas. A todos estos materiales se les ha
reconocido por tener ciertos efectos bioldgicos y son usados en problemas relacionados con
el mal de estomago, como analgésicos, en Ulceras, problemas urinarios, fiebre, diabetes,

laxante, calculos renales, estimulantes y antiinflamatorios.

Los taninos son un grupo de compuestos fendlicos que se encuentran comunmente en [os
alimentos de origen vegetal y recientemente han recibido atencion por la comunidad
cientifica, particularmente porque algunos compuestos presentan caracteristicas con
actividades anticancerigenas. Sin embargo, estos compuestos también presentan otras
propiedades como actividad antinutricional, carcinogénesis, antimutagénesis y actividad
antimicrobiana y existe una gran divergencia entre los investigadores sobre sus efectos
benéficos, los cuales son dependientes de la dosis (Weisburger et al., 1996, Chung y Wei,

1997; Franke, 1997).

Por otro lado, han sido incorporados a los alimentos ingredientes con conocido efecto
anticancerigeno como carotenoides, flavonoides, antioxidantes naturales de frutas vy
hortalizas o como extractos concentrados de éstos Ultimos (Zammer, 1995). Asimismo, se
han elaborado alimentos como las bebidas refrescantes de materias primas que contienen en
forma natural componentes del tipo nutracéutico, tales como las flores de jamaica
(H. sabdariffa), las cuales son ricas en elementos fitoquimicos entre los que destacan.
antocianinas, flavonoides, compuestos fendlicos simples y esteroles, Estos ultimos
compuestos son considerados como seguros por su inocuidad en los humanos. Se les
‘reconoce como sustancias biologicamente activas v se considera que pueden jugar un papel

importante como antioxidantes naturales, pues pueden prevenir el dano oxidativo causado



por los radicales libres de oxigeno activo en los sistemas vivos. Se sabe también que las
antocianinas pueden inhibir la peroxidacion de los lipidos de las lipoproteinas de baja

densidad (Lee et al., 1997).

De acuerdo con Pszczola (1998) los ingredientes mas empleados y propuestos para este aio
por la industria en la "1998 IFT Food Expo" son los ingredientes naturales con propiedades
antioxidantes. Entre ellos se encuentran: componentes de la soya, vitaminas saborizantes y
aromatizantes de humo, fracciones de aceites de cereales, miel de frambuesa, cereza,-
mostaza, polifenoles del té verde y negro, productos del tomate, jugos ricos en -caroteno y
compuestos fendlicos, entre otros, muchos de los cuales presentan propiedades

nutracéuticas.

1.3 Mecanismo de accion

Los ahora llamados elementos nutracéuticos se les conocia anteriormente como
quimioprotectores, sustancias que disminuyen o inhiben los efectos genotoxicos
provocados por agentes mutagénicos. A estas sustancias se les ha denominado
antimutagenos y representan a una gran variedad de compuestos quimicos como son
polifenoles (flavonoides, flavonoles, fenoles simples, taninos), tocoferoles, acidos grasos
(acidos grasos esenciales), tioles micronutrientes (minerales y vitaminas), algunos tipos de
proteinas (inhibidores de proteasas, lectinas entre otras) abundantes en el reino vegetal y
que aun no se ha determinado su caracterizacion bioquimica y biologica como agentes

antimutagénicos.

El mecanismo de accion de los antimutagenos es bastante complejo, y su efectividad
depende de muchos factores y condiciones, pudiendo ser el resultado de un simple evento.
o la accién simultanea de varios factores. Stavric (1994) clasifico a los antimutagenos
seglin su mecanismo de accion en: dos categorias y establece que la actividad
antimutagénica generalmente es la combinacion de dos o méas formas de actuar ya sea a

nivel extra o intracelular (Cuadro 1).

S



Cuadro 1. MECANISMOS DE ACCION DE ANTIMUTAGENOS

MECANISMO EXTRACELULAR
A. Durante la preparacion de los alimentos

e Reduciendo (inhibiendo) la formacion de M/C*

B. Efecto en el intestino

¢ Formacion de complejos no M/C

e Reduccion en la biodisponibilidad

e Dilucién con fibra dietaria

e Incremento en la adsorcion de otros componentes alimentarios
e Aceleracion del transito intestinal

e Proteccidn de la barrera de la mucosa

e Modificacion de la microflora

e Inhibicidn de la penetracion de los M/C a las células

MECANISMO INTRACELULAR

e Incremento de las actividades enzimaticas involucradas en Ia
desintoxicacion de M/C

e Inhibicidn de las actividades enzimaticas involucradas en la formacion de
los metabolitos de M/C

e Atrapamiento de especies oxigenadas activas

¢ Inhibicion de la activacion metabolica

e Proteccion de los sitios nucleofilicos del ADN

e Inhibicion del efecto deletéreo de procarcindgenos sobre el ADN

*M = Mutageno, C = Carcinogeno

(Stavric, 1994).



Por otro lado, Ayrton ef al (1992) informaron que el acido elagico podria ejercer su
actividad antimutagénica y anticarcinogénica a través de uno o mas mecanismos entre los
que estan' inhibicion de las enzimas responsables de la activacion del carcinogeno,
estimulando enzimas involucradas en la destoxificacion; interaccion entre el fenol con los
intermediarios reactivos, inhibiendo asi la formacion de aductos; interaccidon de acido
elagico con el ADN, disminuyendo con ello el numero de sitios-disponibles de interaccion

con los mutagenos.

Kudora y Hara (1999) informaron que la inhibicion de la mutagenicidad y carcinogenicidad
de los polifenoles presentes en extractos de té, cuyos estudios fueron realizados in vitro e in
vivo, sugieren que los compuestos fenolicos podrian ejercer su accion a través de diferentes
mecanismos intra y extracelulares, incluyendo la modulacién del metabolismo enzimatico,
bloqueando o suprimiendo la interaccion de los agentes mutagénicos, modulando la
replicacion y efectos de reparacion del ADN, asi como la promocién e invasion por

metastasis e induccion de nuevos mecanismos.

'

{

Por otro lado, la cantidad de quimioprotectores o sustancias nutracéuticas en las diferentes
categorias de alimentos puede variar considerablemente, aun cuando se trate del mismo tipo

de alimento (Stavric, 1994).
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2. COMPUESTOS FENOLICOS EN ALIMENTOS

2.1 Generalidades

Los compuestos fenolicos son ubicuos en plantas comestibles y una cantidad considerable
de ellos es consumida diariamente (1 g) por el humano (Ho, 1992). A los mas comunes en

alimentos se les puede clasificar en tres grandes grupos:

A. Fenoles simples y acidos fenoélicos
B. Derivados acidos-hidroxicinamicos

C. Flavonoides

El grupo mas importante de compuestos fenolicos presentes en los alimentos son los
flavonoides (como las catequinas, las proantocianinas, las antocianinas), flavonas,
flavonoles y sus glucosidos. El flavonol biologicamente mas activo y presente en la dieta es
la quercetina. Se ha observado que los polifenoles juegan un papel dual en la
carcinogénesis: reduciendo la biodisponibilidad del posible(s) carcindégeno(s), o bien
interfiriendo con su biotransformacion en el higado (Ho, 1992; Leighton, 1992; Stavric,

1994).

A los compuestos fendlicos también se les ha asociado con cualidades antinutricionales y
caracteristicas sensoriales (como el color, el sabor, el aroma y la textura) tanto en alimentos

frescos como en procesados. (Ho, 1992).

Algunos compuestos fenolicos han sido reconocidos como antioxidantes naturales. Los
antioxidantes naturales de mayor importancia y comercialmente explotados son los
tocoferoles, los que presentan la habilidad de inhibir la peroxidacion lipidica in vivo,
atrapando los radicales peroxilo, v que algunas veces retardan la oxidacion lipidica

inhibiendo la actividad lipooxigenasa (Ho, 1992).



2.2 Propiedades biolégicas de los compuestos fenélicos

Huang y Ferraro (1992) informaron que la mayoria de los compuestos fendlicos presentes
en los alimentos son los flavonoides provenientes de plantas. La mayoria de ellos poseen

propiedades bioldgicas y quimicas comunes, entre las que se puede citar:

¢ Actividad antioxidante

e Habilidad de captar especies oxigenadas activas

e Habilidad de captar especies electrofilicas

e Habilidad de inhibir nitrosacion

» Habilidad de quelar metales

e Potencial de autoxidacion, produciendo peréxido de hidrégeno en presencia
de ciertos metales

e Capacidad de modular ciertas actividades enzimaticas

Se han realizado una serie de investigaciones donde proponen a los compuestos fenolicos
como agentes antimutagénicos. Ferguson (1994) muestra que el acido elagico (flavonoide)
inhibe la genotoxicidad de una gran variedad de carcinogenos, compuestos N-nitrosos,

aminas aromaticas y algunas micotoxinas.

En recientes investigaciones se ha demostrado que las bebidas como el té son ricas en
flavonoides, particularmente catequinas y flavonoles, los cuales tienen la capacidad de
atrépar radicales libres y especies de oxigeno reactivas (Graham, 1992; Salah ef al., 1995)
Efectivamente los flavonoides estabilizan los electrones libres a través de varios
mecanismos, incluyendo delocalizacion de electrones, formacion de enlaces de hidrogeno
intramoleculares (van Acker et al., 1996) v rearreglo de otras estructuras moleculares

(Morel er al . 1993, Miller ef al., 19906).

Hertog ¢f al. (1993) y Blot ef ul. (1990), investigadores que muestran gran interés en |os
compuestos fendlicos, especificamente los flavonoides. establecen por diversos estudios

cpidemiologicos que existe una relacion inversa entre el consumo de alimentos ricos en



flavonoides y el bajo riesgo de enfermedades cronico degenerativas tales como
padecimientos cardiovasculares y ciertos tipos de cancer. Las actividades antioxidantes de
los flavonoides pueden ser benéficas sobre la salud. La ingesta de bebidas como el té
contribuyen de una forma mayoritaria en la dieta el contenido de flavonoides totales por
dia, con potencialidades antioxidantes de mayor interés (Wiseman et al., 1997). Estos
autores mencionan también que una tipica tasa de té contiene aproximadamente 600 mg de

solidos totales y 200 mg de flavonoides.

Por otro lado, cabe mencionar que a un grupo de los compuestos fendlicos también se les
atribuyen propiedades antinutritivas. Los taninos pertenecen a este grupo y se encuentran
principalmente en alimentos de origen vegetal (Chung y Wei, 1997), son solubles en agua
con un peso molecular de 300-500 Da que enlazan proteinas para formar complejos
solubles e insolubles (Hagerman ef al., 1992; Savelkouly et al, 1992). Los taninos en la

dieta de algunos mamiferos disminuyen la digestibilidad de la materia seca y proteinas.

De acuerdo a su estructura quimica los taninos se clasifican en: condensados
(proantocianidinas) que son polimeros de antocianidinas e hidrolizables, a este grupo
pertenecen el acido galico, el acido hexahidroxidifénico, los ésteres de la glucosa y otros
polioles (Hagerman ef al., 1992). Los taninos condensados son los mas comunes en las
plantas, se localizan principalmente en las cubiertas de los cereales y las leguminosas
(Savelkoul ef al., 1992). El frijol comln se encuentra entre las especies ricas en taninos y
son mas abundantes en las semillas de color oscuro. El remojo y la coccion extraen una

gran proporcion de los taninos presentes en la semilla reduciendo su efecto (Valle, 1991)

En un revision realizada por Wiseman (1999) argumenta que los factores biodisponibles no
nutritivos de las plantas son los flavonoides v los estrogenos, los cuales, tienen diversos
efectos protectores contra enfermedades del corazon y diferentes tipos de cancer Los
posibles mecanismos de accidn de estos compuestos antinutricios podrian ser explicados
por sus potenciales antioxidantes /17 vivo e i vitro, vy por la proteccion contra el dano

oxidativo de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) implicadas en la aterogeénesis.



Aun que existe evidencia que los compuestos fendlicos tienen efectos antinutricios de gran
importancias, por ejemplo, en la inhibicion de las enzimas que catabolizan las proteinas en
el intestino, en la formacion de complejos con los micronutrientes, desestabilizacion de
vitaminas, los cuales tienen efectos secundarios en la nutricién y en la salud de las
personas. Las actividades biologicas de los compuestos fendlicos también son de gran
interés en las recientes investigaciones por presentar: propiedades antioxidantes, agentes
quelantes, atrapadores de radicales libres, inhibidores de la lipoperoxidacion, como agentes
antivirales, inhibidores de la transcriptasa reversa del VIH, moduladores de enzimas que
intervienen la mutagénesis y carcinogénesis entre otras. (Carmona, 1996; Hollman y Katan,

1997; Bravo, 1998; Croft, 1998; Arora et al., 1999; Matthee et al., 1999).

En resumen, las actividades biologicas de los compuestos fendlicos son bien conocidas,
siendo quizas, la de mayor importancia, sus efectos inhibitorios sobre la mutagénesis y

carcinogénesis (Ho, 1992).



3. LA FLOR DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)
3.1 Origen

La jamaica es una planta de origen africano que se cultiva en las regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo. En América la introdujeron los esclavos provenientes de
Africa hace varios siglos, y su cultivo no se ha extendido mucho (Ledn, 1968). A pesar de
ello, en México el extracto acuoso de la flor de jamaica se usa éon fines medicinales contra
algunos padecimientos estomacales y en ocasiones como simple bebida refrescante (Duke,

1983; Morton, 1987).

En México, el Estado de Guerrero es el principal productor de este planta, ademas de
Oaxaca, Michoacan, Colima y Puebla. Los municipios de Ayutla, Tecoanapa y Juan R.
Escudero constituyen la zona jamaiquera del Estado de Guerrero, contribuyen con el 92%

de la produccion nacional (Escalante, 1997a).
3.2 Morfologia general

H. sabdariffa (Malvaceae), es un arbusto hasta de 3 m de altura; las hojas miden 15 cm, en
forma de mano. Las flores estan en la union del tallo y las hojas. La parte donde nacen los
pétalos en forma de copa es de color rojo brillante y los pétalos son amarillos con una

mancha roja oscura. Los frutos son una capsula de 2 cm de largo y peludita (Ledn, 1968).

En la Figura 1, se muestra la planta de H. sabdariffa. Su morfologia es la siguiente: el tallo
y las ramas son rojos, flexibles y lisos, la corteza que es rojiza y manualmente desprendible,
al hacerlo se pueden ver las fibras blancas que constituyen al tallo y ramas, las cuales en
algunos paises las usan como sustituto del yute. Las hojas tienen diversas formas segun su
madurez, al iniciar su formacion son ovaladas, las jovenes son trilobuladas o tetralobuladas
y las maduras son pentalobuladas, sus nervaduras principales y secundarias son rojas. Los

primordios florales que son axilares, desarrollan una flor por hoja madura.









2. Clasificac 1 taxc mica de Hibiscus sabdariffa L.

Reino: Vegetal
Division: Antophyta
Subdivision: ngiosperma
Clase: Dicotiledonea
Orden: Malvales
Familia: Malvace:

St tribu: Hibisceae
Genero: Hibiscus

E ecie sabdariffa
Variedad Linn

(Escalante, 1997b).





















arilan 1as, lo cui le confiere la capacidad de ser altamente sensible a las acciones
mutagénicas de N-hidroxiarilamii 5 d vadas de aminas arométicas y nitroarenos (Ames

el al . 1975; Watanabe ef al., 990; Einisto e/ al , 1991).

En el presente trabajo se utilizo el ensayo de microsuspension para estudiar el posible
potencial antimutagénico de algunos compuestos fendlicos presentes en extractos de la flor
de jamaica (H. sabdariffa) contra la mut. nicidad inducida por I-nitropireno (1-NP) asi

como su posible mecanismo de accion.
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5. Efecto de los extractos de la flor de jamaica (H. sabdariffa) sobre la cepa YG1024

Con el proposito de saber si los extractos hidroalcohélico (HSEc) y la fraccion soluble de
acetato de etilo (HSAE) de la flor de jamaica (H. sabdariffa) no ocasionaban mutagenicidad
o toxicidad a la cepa de prueba YG1024, se realizaron ensayos siguiendo la misma
metodologia anteriormente descrita, donde se evaluaron los extractos a concentraciones de

125, 250 y 500 pg/tubo, empleando como vehiculo el DMSO.

6. Potencial antimutagénico de los compuestos fenolicos presentes en los extractos de

la flor de jamaica (H. sabdariffa)

Los extractos HSEc y HSAE de la flor de jamaica H. sabdariffa a las concentraciones de
125, 250 y 500 pg/tubo se evaluaron contra la mutagenicidad inducida por el 1-NP (4 y 8

ng/tubo). En el Cuadro 3 se muestra el disefio experimental.
7. Potencial antimutagénico del acido protocatecuico (APC)

El 4cido protocatecuico (APC) se tomd como control de antimutagenicidad y las
concentraciones probadas fueron 25, 50 y 125 pg/tubo. El disefio experimental es semejante

al Cuadro 3.
8. Ensayo de microsuspension con dos incubaciones (Mecanismo de accion)

Con la finalidad de explorar el posible mecanismo de accion de los compuestos fendlicos
presentes en los extractos de flor jamaica (/1. sabdariffa) sobre la mutagenicidad inducida
por el I-nitropireno, se utilizaron dos incubaciones en el ensayo de microsuspension descrito

por Loarca-Pifia ef al. (1996) (Cuadro 4)

En el Cuadro 5 se muestra el disefio experimental para el APC como control de

antimutagenicidad.



Cuadro 3.  Diseiio experimental para estudiar la mutagenicidad inducida por
I-nitropireno y la actividad antimutagénica de compuestos fenélicos

presentes en los extractos de la flor de jamaica (H. sabdariffa)

Extractos
Tratamiento DMSO [1-NP],, [Tl [Cl [C)s
Control Negativo +
Control Positivo + _
YG1024 + [1-NP]., + + + +
DMSO Dimetilsulfoxido, 10 ul/tubo
I-NP l-nitropireno: |1-NP},= 4 ng/tubo, [1-NP],= 8 ng/tubo
[C] Concentraciones de los extractos (HSEc y HSAE) de H. sabdariffa evaluadas.

[Cli = 125 pg/tubo. [C], = 250 ug/tubo, [CJ; = 500 ug/tubo

'
]




Cuadro 4. Disefio experimental para estudiar los posibles mecanismos de accién de
los compuestos fenélicos presentes en los extractos de la flor de Jamaica
(H. sabdariffa) contra la mutagenicidad inducida por 1-NP
Serie Primera Segunda Efecto
Experimental Incubaciéon® ~ Incubacién” Esperado
1 DMSO DMSO Control negativo
2 1-NP DMSO Control de
mutagenicidad
3 I-NP + Extractos DMSO Extracelular
Acomplejamiento
4 1-NP Extractos Intracelular
Reparacion
S DMSO 1-NP Control de
_ mutagenicidad
6 DMSO 1-NP + Extractos Extracelular
Acomplejamiento
7 Extractos I-NP Intracelular

Quimioproteccion

" Primera Incubacion: YG1024 + DMSO. YG1024 + I-NP. YG1024 + I-NP + Extractos. YG1024 +
Extractos: fucron incubados a 37°C con la mescla de cofactorcs por 90 min. lavados con PBS.
resuspendidos en PBS y se les adiciond mezcln de cofactores fresco.

b Segunda incubacion. DMSO. Extractos  [-NP. 1-NP + Extractos: fucron adicionados o mcubados

posteriormente por 90 nim

[HSEc v HSAE} - 500 ng/tubo. [1-NP] = & ngftubo




Cuadro 5. Diseiio experimental para estudiar los posibles mecanismos de accién del

acido protocatecuico (APC) contra la mutagenicidad inducida por 1-NP

Serie Primera Segunda Efecto
Experimental Incubacion® Incubacién® Esperado
1 DMSO DMSO Control negativo
2 1-NP DMSO Control de
mutagenicidad
3 1-NP + APC DMSO Extracelular

Acomplejamiento

4 1-NP APC Intracelular

Reparacion

5 DMSO 1-NP Control de
mutagenicidad

6 DMSO I-NP + APC Extracelular

Acomplejamiento
7 - APC 1-NP Intracelular

Quimioproteccion

* Primera Incubacion: YG1024 + DMSO, YG1024 + 1-NP. YG1024 + |-NP + APC. YGI1024 + APC: fucron
incubados a 37°C con la mescla de cofaclores por 90 min. lavados con PBS. resuspendidos cn PBS v se les

adiciond mercla de cofactores fresco.

" Segunda incubacion DMSO. APC. 1-NP. 1-NP + APC: fueron adicionados ¢ incubados postcriormentc por
90 min

[APC] = 125 ng/tubo, | 1-NP] = & ng/tubo




9. Analisis cualitativo de HSAE por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

El extracto HSAE se analizé de una forma cualitativa por técnicas de HPLC, para realizar
un escrutinio de los compuestos fenolicos (elementos fitoquimicos) ahi presentes. Se
inyectaron 20 pl de una alicuota de HSAE disuelto en metanol al HPLC equipado con una
columna analitica Water Nova Pak HR Cy5 60 A, 6 um, (3.9 X 300 mm). Se usé como fase
movil agua grado HPLC con un flujo de 0.5 ml/min, la muestra se analizb con un detector
de UV a una longitud de onda de 250 nm. En las mismas condiciones, se inyecto el acido
protocatecuico (APC) empleado como estandar. Se compararon los tiempos de retencién

del APC estandar y HSAE.
10. Analisis Estadistico

La cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizé por triplicado en experimentos

independientes obteniéndose la media y la desviacion estandar como medida de dispersion.

Para los ensayos de microsuspension se realizaron dos experimentos independientes con tres

repeticiones para cada concentracién del agente mutagénico y extractos evaluados.

La diferencia estadistica entre el control correspondiente y los tratamientos se analizo
utilizando el método estadistico de Dunnett. Asimismo, para comparar estadisticamente los
diferentes tratamientos se utilizo la prueba de Tukey (Montgomery, 1991). Todos los datos

fueron analizados mediante el paquete estadistico SAS.



VIL RESULTADOS Y DISCUSION

1. Curva de calibracién del 4acido protocatecuico (APC)

En la Figura 3 se muestra la curva de calibracién del APC, la ecuacion que se obtuvo fue
Y =-0.02085 + 0.08851X con un coeficiente de correlacion (r*) de 0.99824. Esta curva se
realizé con la finalidad de cuantificar los compuestos fendlicos presentes en los extractos de
la flor de jamaica (/. sabdariffa), expresados como mg equivalentes de APC por 20 g de
flor seca. El APC es uno de los compuestos fendlicos simples mayoritarios presentes en la

fraccion de acetato de etilo (HSAE) de acuerdo como lo informa Tseng ef al. (1996).

Por otro lado, Kinsella e al. (1993) reportan el contenido de fenoles totales en vinos tintos
ricos en: flavonoides, catequinas, antocianinas y taninos expresados como mg equivalentes
de acido galico (compuesto fendlico simple), empleado como estandar para la

cuantificacién.

2. Cuantificacion de los compuestos fenolicos presentes en la flor de jamaica

(H. sabdariffa)

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la cuantificacion de los compuestos fendlicos de
la flor de jamaica (H. sabdariffa), para el extracto hidroalcoholico (HSEc) y la fraccion
soluble en acetato de etilo (HSAE). El contenido de compuestos fendlicos resultd ser de
42098 + 5040 y 15242 + 29.10 mg equivalentes de acido protocatecuico (APC)

respectivamente por 20 g de flor seca.

Duke ef al. (1983) y Pouget ¢/ al. (1990) mencionan que los calices secos de la jamaica
contienen mezclas complejas de compuestos fitoquimicos como el acido malico, acido
citrico, dos tipos de antocianinas: gosipetina (hidroxiflavona) e hibiscina en un 13%. de
acido hisbisco 15 3% y de acido ascorbico 0 004-0.005%. Por otro lado. en una revision

realizada por Argueta ¢/ al. (1994) comentan que los elementos fitoquimicos presentes en
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Figura 3. Curva de calibracion estandar del acido protocatecuico (APC) en metanol a
A=258.24 nm. Cada punto representa la media de cinco experimentos
independientes con dos repeticiones = DS.
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Tabla 1.
Contenido de compuestos fendlicos presentes en los extractos HSEc y HSAE de la flor de
jamaica (H. sabdariffa) expresados como mg equivalentes de APC por 20 g de flor seca.

Naturaleza Cantidad analizada Equivalentes de APC %
(mg) (mg)®

Material Vegetal 20100 = 157.7

seco
HSEc 6195.7 £252.1 420.98 + 50.4 6.79
HSAE 22354 +2453 152.42 £ 29.1 6.82

® Cada valor representa la media de tres experimentos independientes + DS.
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los calices secos de la jamaica son flavonoides: crisantemina, cianidina-3-sambubiosido,
gosipetina, hibiscina, malvina, mirtiyina y sabdaretina, un compuesto fenolico simple: acido
protocatecuico. Estos autores no expresan la concentracion de compuestos fendlicos totales
en los calices secos de H. sabdariffa s6lo mencionan que el APC esta presente en los
extractos  crudos como en extractos parcialmente purificados y los identificaron

cualitativamente por métodos espectrofotométricos y HPLC.

Morton et al. (1987) informaron que extractos de célices secos de H. sabdariffa son ricos
en una gran variedad de compuestos fenolicos, pertenecientes al grupo de los flavonoides y
acidos fenolicos, pero no especifican en qué concentracion. Ademas estos autores
argumentan que los elementos fitoquimicos que se encuentran en los extractos presentan

poca toxicidad, sin mencionar el bioensayo en el cual fueron evaluados.

Los compuestos fenolicos son ubicuos en las plantas medicinales, frutos, vegetales vy
semillas. Se estima que el consumo promedio de compuestos fendlicos en la dieta humana es
de 1-2 g/dia. El acido protocatecuico (APC) es un acido fenolico simple que se encuentra
distribuido en las plantas como metabolito secundario y esta presente en pequenas
cantidades (Spanos ef al., 1992). Tanaka ef al. (1994) mencionan que 10 g de lechuga o
fresas contienen de 10 - 40 mg de APC/100 g del vegetal y muestran tambien que el
consumo de alimentos con bajos niveles de compuestos fendlicos pueden ser efectivos en la

inhibicion de tumorogénesis.
3. Potencial mutagénico de 1-NP sobre la cepa de prueba YG1024
Con el propésito de seleccionar la dosis de 1-nitropireno (1-NP) que diera mas de dos veces

el numero de colonias que revierten espontaneamente de la cepa prueba YG1024 de

S. typhimurium, se desarrolld una curva dosis-respuesta para el agente mutagénico



En la Figura 4 se muestra la curva dosis-respuesta del 1-nitropireno (1-NP) para la cepa
YG1024. Las concentraciones evaluadas 2, 4, 6, 8, 10y 16 ng de 1-NP/tubo dieron 216 =+
24, 376 £ 12, 478 + 24, 557+46, 681 *+ 38 y 1020 £ 95 colonias revertantes por caja

respectivamente, siendo la reversion espontanea de 43 + 3.

Los resultados obtenidos requieren solo de ng/tubo del 1-NP, comparados con los trabajos
de Watanabe ez al. (1990) y Scheepers ef al. (1991), donde las dosis se requiere en el orden
de pg/tubo en la modalidad de incorporacién de placa, demostrando una vez mas la

sensibilidad del ensayo de microsuspension.

Por otro lado, Gonzalez de Mejia ef al. (1997 ab; 1998 y 1999) evaluaron la actividad
mutagénica del 1-NP y sus metabolitos en la cepa YG1024 a las concentraciones de 0.01,
0.03, 0.06 y 0.10 pg de 1-NP/tubo, empleando el método de incorporacién de placa. Las
dosis son diez veces mayores en comparacion con las que se utilizaron en esta investigacion,

al utilizar el ensayo de microsuspension.

Al realizar el analisis estadistico y aplicando la prueba de Dunnett, se encontr6 que existe
diferencia significativa (p<0.05) entre el numero de colonias revertantes del control negativo
(10 pul de DMSO/tubo, solvente utilizado como vehiculo) con respecto a las revertantes
obtenidas por cada una de las concentraciones evaluadas de 1-NP (2, 4, 6, 8, 10y 16 ng de
1-NP/tubo); ademas, la mutagenicidad inducida por el 1-NP en la cepa YG1024 es

dependiente de las dosis probadas.

A partir de los resultados obtenidos, se eligieron las concentraciones de 4 y 8 ng de
|-NP/tubo, que muestran mas de dos veces la mutacion espontanea de la cepa Y(G1024 para

realizar los ensayos de antimutagénesis.
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Figura 4. Curva dosis-respuesta del 1-nitropireno (1-NP) como agente mutagénico en la
cepa YG1024 de S. typhimurium. Cada punto representa la media de dos
experimentos independientes con tres repeticiones = DS. La reversion espontanea
fue de 43 £ 3.
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4. Efecto de los extractos (HSEc y HSAE) de H. sabdariffa en 1a cepa YG1024

Con el proposito de estudiar el efecto de los extractos hidroalcohélico (HSEc) y la fraccion
soluble de acetato de etilo (HSAE) de la flor de jamaica (H. sabdariffa) sobre la
mutagenicidad o toxicidad en la cepa de prueba YG 1024, se llevaron a cabo ensayos en los
cuales se evaluaron los extractos (HSEc y HSAE) a concentraciones de 125, 250 y 500

ug/tubo.

En la Figura 5, se muestra el efecto de los extractos (HSEc y HSAE) sobre la cepa YG1024
mediante el ensayo de microsuspension. Los resultados obtenidos muestran que HSEc y
HSAE con un promedio de 69 y 78 colonias revertantes/caja respectivamente no sobrepasan
el doble de colonias que revierten espontaneamente en la cepa YG1024 (73 rev/caja). En
otras paiabras, los extractos (HSEc y HSAE) a las concentraciones evaluadas no son ni

mutagénicos ni toxicos para la cepa.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Morton er al. (1987), donde a
pesar de no especificar el bioensayo utilizado concluyen que los extractos de la flor de

jamaica no ejercen toxicidad.
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Figura 5. Curva dosis-respuesta de la toxicidad de los extractos (HSEc y HSAE) de la flor
de jamica (H. sabdariffa) mediante el ensayo de microsuspension. Cada punto
representa la media de dos experimentos independientes con tres repeticiones +
DS. La reversion espontanea promedio fue de 62 + 3
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Figura 8 Actividad antimutagénica del acido protocatecuico (A. J) como control de
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