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RESUMEN

1. RESUMEN

Diversos estudios han demostrado relevantes propiedades biolégicas de lectinas obtenidas de
diversas leguminosas. En el afio de 1999, Jordison y colaboradores realizaron estudios con la lectina
proveniente de Vicia faba (Haba) denominada VFA, entre otras lectinas, distinguiéndose de las demas
por tener la capacidad de inducir diferenciacién morfolégica en células de cancer de colon. A fin de
dilucidar un poco més a cerca de los mecanismos por medio de los cuales estas proteinas poseen un
efecto anticancerigeno, se diseiié este trabajo, en el que se emplearon ensayos que permitieron
observar los efectos de proteinas extraidas de Vicia faba, sobre cultivos celulares de linfocitos
humanos, provenientes de sangre periférica.

Se realiz6 la extracciéon de las proteinas contenidas en semillas de Vicia faba, mediante un
método de disoluciéon o “salting in”, aprovechando las propiedades quimicas de las proteinas. Una
vez obtenido el extracto proteinico de Vicia faba (EpVf), se determiné la concentraciéon de proteinas
mediante el Método de Biuret, ésta fue de 26.4 mg/mL de proteinas. Posteriormente, el EpVf se
someti6 a un proceso de Liofilizaciéon a fin de mejorar su manejo y conservacion, con lo que ademas
se logré concentrarlo al triple (95.6 mg/mL), facilitando su empleo sobre los cultivos de linfocitos.

Se disefiaron dos ensayos: un Genotéxico y otro Antigenotoxico a fin de observar el efecto que
el EpVf pudiera tener sobre el DNA. Esto se realiz6 mediante el ensayo de Intercambio de Cromatidas
Hermanas (ICH), el cual permite evaluar no solamente la frecuencia de los ICH, sino también el
Indice Mitético (IM) e Indice de Replicacion (IR).

El IM indicé que el EpVf a la concentracién de 1 mg/mL, no posee la capacidad de inducir a
que los linfocitos en cultivo entren en mitosis, a diferencia del efecto mitogénico ya comprobado de la
PHA a la misma concentracién. Para conocer si los efectos ejercidos por el EpVf se encontraban en
funcién de su concentracion, se emplearon diferentes concentraciones del extracto: 1, 2 y 6 mg/mL, en
combinacién con la PHA, obteniéndose que a la dosis mads alta, el extracto potencializ6 el efecto
mitogénico de la PHA, mediante el aumento del IM de las células en cultivo.

El ensayo Antigenotéxico fue disefiado con la finalidad de “retar” al EpVf con un potente
mutdgeno, la Mitomicina C (MMC), que en combinacién con el extracto a diferentes concentraciones,
no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos, pero si lo hicieron con respecto
a su Control Positivo (CP). El IR por otro lado, no se vi6 afectado por el EpVf a ninguna concentracion
ni en ningdn tratamiento. Respecto a la frecuencia de ICH, se puede decir que el EpVf no induce la
formaciéon de éstos a ninguna concentracién, sin embargo, logra abatir el efecto de la MMC,
independientemente de la concentracién del extracto empleada.

Las proteinas presentes en el EpVf lograron separarse e identificarse mediante la elaboracion
de una Electroforesis SDS-PAGE, que mostré la presencia de 12 proteinas conformando el extracto,
ademdas de que por medio de la determinacién de sus Pesos Moleculares (PM), presuntamente
también se logré identificar a la lectina VFA como parte del extracto.

Los resultados obtenidos llevaron a las conclusiones de que el EpVf tiene la capacidad de
contrarrestar los efectos producidos por la MMC, ayudando a las células a entrar en mitosis; por otro
lado, el IR indic6 que el extracto no produce efecto citotoxico alguno. El efecto de disminucién de la
frecuencia de ICH ejercido por el EpVf, indica un efecto de proteccién sobre el material genético, es
decir, ejerce un efecto Antigenotoéxico, el cual puede atribuirsele a la lectina VFA, identificada en la
electroforesis SDS-PAGE realizada al EpVf.

A
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2. MARCO TEORICO

2.1. CANCER
2.1.1. Generalidades

El cancer es un desorden caracterizado por una incontrolada division celular, de modo que es
un desorden genético. Se han identificado mdas de 100 tipos de canceres humanos que pueden
comportarse de maneras diferentes segin los tipos celulares que se encuentren implicados,
clasificados de acuerdo al tipo de célula en el cual se origina (Klug et al., 2006). Sin embargo, el cancer
es una coleccion de muchos desérdenes y algunas caracteristicas mas comunes son:

e Se origina en una sola célula, la cual sufre una serie de cambios que se acumulan durante
la divisién celular. El distintivo de una célula cancerosa es que, al dividirse, produce dos
células hijas cancerosas.

e A nivel genético y celular, es un proceso que se produce poco a poco, comenzando con un
cambio genético precanceroso, con cambios genéticos adicionales y progresando al
crecimiento de células cancerosas.

e Una vez que el crecimiento celular se ha vuelto maligno, las células cancerosas producen
invasion y metdstasis, migrando a otras partes del cuerpo. (Brooker, 2005).

Una de las caracteristicas fundamentales de las células cancerosas, es la pérdida de la
capacidad de controlar su crecimiento y divisiéon, haciéndolo cuando y donde, no deben hacerlo,
produciendo una proliferaciéon desorganizada que origina un tumor. Desde los primeros afos de
investigacion, se han formulado dos hipétesis que tratan de explicar el fenémeno tumoral basdndose
en la genética: la primera sostiene que el cancer se produce debido a una acumulacién de mutaciones
somadticas, de manera que los fenotipos cancerosos méas extremos son el resultado de una serie de
mutaciones. Por otro lado, también se cree que la mayoria de los canceres pueden ser resultado de la
inserciéon de material genético extrafio como el de virus tumorales que infectan células normales
(Santos et al., 1986). Los estudios recientes demuestran que estas dos hipdtesis no explican todos los
tipos de cancer aunque tampoco se excluyen mutuamente por lo que posiblemente ambos fenémenos
desempefian un papel fundamental en algunas clases de céncer.

Los avances realizados en materia del cancer han permitido incluso, llegar a afirmar que el
cancer es una enfermedad genética, ya que se asocia a alteraciones genémicas que pueden ser desde
la sustitucién de un s6lo nucleétido, hasta grandes reorganizaciones cromosémicas, amplificaciones y
deleciones que se producen predominantemente en células somaticas (Klug et al., 2006). A pesar de

esto, en la mayoria de los casos no puede considerarse una enfermedad hereditaria, ya que las

,
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alteraciones asociadas a tumores casi siempre son de tipo somatico, adquiriéndose a lo largo de la
vida del individuo y no por herencia. Se considera que solo del 5 al 10% de los canceres, poseen una
alta predisposicion a desarrollarse por factores hereditarios, incrementando la susceptibilidad de la
persona a determinados tipos de cancer; mientras que un 90 a 95% son los adquiridos por el
individuo a lo largo de su vida (Brooker, 2005).

A diferencia de otras enfermedades genéticas, el cancer no es producto de una mutacién
especifica, sino més bien de una acumulacién de mutaciones que se ha llegado a estimar entre 6y 10.
Dichas mutaciones, afectan a diversas funciones celulares tales como: reparacion del DNA,

proliferacion celular, apoptosis, diferenciaciéon celular y adhesion celular.

21.1.1.  Ciclo Celular

El ciclo de celular, es el mecanismo mediante el cual todo organismo vivo se propaga. Pero
ademads de dar origen a nuevas células, también tienen el objetivo de asegurar que dicha divisién se
lleve a cabo de forma correcta y con la regulacion adecuada (Lewin, 2000).

Los organismos multicelulares requieren muchas mas secuencias de divisiones celulares para
crear un nuevo individuo, ademds de que es necesaria para reemplazar células perdidas por el
desgaste, mal funcionamiento o bien, por muerte celular programada; mientras que en los organismos
unicelulares la divisién celular implica mas bien una reproduccion.

La velocidad de la divisién celular en un organismo multicelular es critica, pues debe ser la
adecuada para la produccion de la cantidad de células necesarias para el crecimiento y reemplazo de
la cantidad exacta eliminada por el organismo mediante una muerte celular programada o por
deterioro. Sin embargo, si en este proceso se genera un desbalance como un aumento exagerado de la
divisién celular de una célula en particular, cuando no es necesario, se produce un funcionamiento
anormal primeramente del érgano y posteriormente del organismo, como se puede presenciar en
algunos casos de cancer. (Kohn et al., 2002; Celada, 1996).

Sin embargo, todos los procesos ocurridos durante el ciclo celular, se encuentran regulados
mediante un sistema de control central, el cual es un dispositivo bioquimico ciclico, compuesto de un
grupo de proteinas que inducen y coordinan los procesos que ocurren durante el ciclo celular. El
sistema de control se encuentra regulado por factores de retraso capaces de parar el ciclo celular en
puntos de control determinados, por medio de sefales de retroalimentacion que puede retrasar el
sistema control a fin de evitar que se pase a la etapa siguiente cuando el anterior no ha terminado

adecuadamente (Darzynkiewicz, 2002).

o
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Figura 1. Puntos de control y decision a lo largo del ciclo celular (Klug et al., 2006)

El sistema de control del ciclo celular, se encuentra a cargo de dos familias de proteinas:

e Cinasas Dependientes de Ciclinas (CDK): son proteinas (enzimas), cuya actividad se
encuentra regulada por ciclinas y catalizan la fosforilacién transitoria y reversible, de
residuos de serinas y treoninas de las proteinas diana que es determinada por la ciclina

que se le asocia.

¢ Ciclinas (CDCQ): estas proteinas aparecen y desaparecen durante el ciclo celular y se unen a
las cdk controlando las reacciones de fosforilacion, dependiendo de la fase en la que se
encuentre. Existen dos clases de ciclinas, las que se unen a cdk durante G2 induciendo a la
célula a entrar en mitosis, por lo que se llama Factor Promotor de la Mitosis (FPM), y la

segunda clase se unen durante G1 para promover el paso de G1 aS.

Ambas proteinas, al unirse, producen complejos capaces de activar o desactivar los procesos
centrales que dirigen el ciclo celular ya que la fosforilacién es el principio de una cascada de sucesos
cuyo objetivo es la activacién de factores de transcripcion especificos que promueven la expresion de

genes cuyos productos se requieren en la siguiente fase del ciclo celular (Griffiths et al., 2000).

A
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Figura 2. Pasos de la fosforilacién por el complejo ciclina-CDK (Griffiths et al., 2000)

En la Figura 2, se representan los pasos mediante los cuales, las proteinas diana son
fosforiladas. Primero se produce la unién de la ciclina con la CDK para la formacién de complejo
ciclina-CDK activo; posteriormente la proteina diana se une a la ciclina del complejo de modo que los
sitios de fosforilaciéon se encuentren préximos al centro activo de la CDK. Finalmente, cuando la

proteina diana es fosforilada, pierde la capacidad de unién a la ciclina, liberandose del complejo.

Cada punto control del ciclo celular, asi como, cada una de las actividades de las moléculas
que controlan el ciclo celular, se encuentran regulados genéticamente por la interacciéon de genes
cuyos productos promueven o inhiben la divisién celular. Mutaciones o la expresion errénea de
cualquiera de los genes que controlan el ciclo celular, contribuyen al desarrollo de cancer de muchas
maneras. Un ejemplo de esto es: si los genes que controlan los puntos de control G1/S o G2/M son
defectuosos, la célula puede continuar el ciclo antes de reparar los dafios en el DNA, produciéndose
una acumulacién de mutaciones en genes que producen una proliferaciéon incontrolada y metéstasis.
Pero si los genes que controlan la progresion por el ciclo celular, como los que codifican para las
ciclinas, se expresan inadecuadamente, la célula puede continuar ciclando y ser incapaz de salir del

ciclo y entrar a GO (Klug et al., 2006).
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Figura 3. Tipos de complejos ciclina-CDK, formados a lo largo del ciclo celular en células de mamiferos. La anchura de

las bandas indican la actividad de la cinasa relativa a los diferentes complejos (Griffiths et al., 2000)

2.1.1.2. Apoptosis o muerte celular programada

La apoptosis o muerte celular programada, es un tipo de muerte celular que ocurre bajo
condiciones fisioldgicas, se encuentra bajo control genético al igual que los procesos de proliferacion y
diferenciacioén celular, y debido a que la célula tiene una participacion activa en su destruccion, se le
ha comparado con un “suicidio”, ademés de que se presenta de manera predecible a lo largo del
desarrollo de un organismo (Gémez, A.y Zentella, A., 1999).

Los estudios realizados sobre este proceso, evidencian que la mayoria de las células animales
son capaces de seguir esta via atin en aquellas en las que normalmente no se activa, pues esta
programacion genética de autodestruccién forma parte de las respuestas celulares a sefiales externas
0 a cambios en las condiciones celulares internas.

Generalmente los términos apoptosis y muerte celular programada se utilizan como
sinénimos, sin embargo, el término muerte celular programada se refiere al proceso de decisién que
lleva a la autodestruccién de la célula, mientras que apoptosis se refiere al proceso bioquimico y
cambios morfolégicos que ocurre durante la muerte celular, una vez que se ha llevado a cabo la
activacion del programa de muerte (Gémez, A. y Zentella, A., 1999).

La apoptosis implica una misma serie de pasos independientemente de las circunstancias que
la provoquen:

1. Condensacioén del citoplasma y reduccién del volumen celular, con cambios estructurales

o

de la estructura del nicleo (fragmentaciéon del DNA cromosémico)
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2. Condensacién de la cromatina con formacién de cimulos densos adosados a la membrana
nuclear

3. Invaginacién de la membrana nuclear

4. Fragmentacion del ndcleo en estructuras membranosas con cantidades variables de
cromatina

5. Formacién de cuerpos apoptéticos que son fragmentos de la célula formando racimos de
vesiculas de tamafo variable que contienen organelos intactos que no se fusionan con
lisosomas, con pérdida de la morfologia normal de la célula

6. Fagocitosis de los cuerpos apoptéticos a cargo de los macréfagos in vivo, mientras que in

vitro, éstos se desintegran (Goémez, A.y Zentella, A., 1999; Klug et al., 2006).
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Figura 4. Proceso de Apoptosis (Yau, 2004)

Kerr, Wyllei y Currie, en 1972, propusieron que este proceso es determinante en el
mantenimiento de la constitucién celular de los tejidos, por lo que es un mecanismo fisiolégico de
seleccion (Gomez, A. y Zentella, A., 1999). La muerte celular programada, representa un importante
mecanismo homeostético, cuya principal funcion es mantener mas o menos constante la cantidad de
células a lo largo de toda la vida. Los procesos bioquimicos y macromoleculares ocurridos durante la

apoptosis, son diferentes a los producidos por la muerte celular por necrosis. Una de las principales

o
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consecuencias fisiolégicas de la apoptosis es que la célula que muere no activa el sistema inmunitario
del huésped, ya que el material intracelular no es liberado al medio intersticial, ni afecta a las células
vecinas, a diferencia de la necrosis que generalmente va acompanada de una respuesta inflamatoria
por la liberacion de contenido citoplasmaético al espacio intersticial, afectando las células adyacentes

(Gémez, A.y Zentella, A., 1999; Klug et al., 2006).

APOPTOSIS La cromatina e Los cuerpos apoptoticos
La célula se encoge, la condenza. La célula ze son fagocitados sin
cromatina e condensa cubre de burbujas. inflamacion
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Figura 5. Diferencias entre necrosis y apoptosis (Valenzuela, 2008)

Las caspasas, poseen un elevado contenido de cisteinas que al activarse, cortan residuos de
aspartato de proteinas diana. En células normales, éstas se encuentran en forma inactiva llamada
zimoégeno, que es activado al eliminarse una parte del polipéptido que lo compone mediante
protedlisis. Existen dos tipos de caspasas: las iniciadoras y ejecutoras; al ser activadas las iniciadoras,

acttian sobre las ejecutoras que activan la cascada proteolitica.

y o
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Figura 6. Accion de las caspasas ejecutoras en la apoptosis (Griffiths et al., 2000)

La cascada comienza cuando una caspasa corta la forma zimégeno o inactiva de la caspasa
ejecutora en sitios especificos donde se encuentren residuos de aspartato, liberando varios
fragmentos proteinicos. La subunidad grande y pequefia se unen y configura la caspasa
enzimaticamente activa; entonces, las caspasas ejecutoras actdan sobre las proteinas diana (cortando
las proteinas en residuos de aspartato especificos), promoviendo los procesos que conducen a la
muerte y eliminacion de células (Griffiths et al., 2000).

El proceso de apoptosis se encuentra genéticamente controlado de modo que la regulacién de
productos génicos especificos como las proteinas Bcl2 y BAX, pueden estimular o evitar la apoptosis.
En una célula normal la concentracién de Bcl2 y BAX se encuentran equilibradas, forméandose
heterodimeros inactivos, pero un exceso de Bcl2 resulta en la formaciéon de homodimeros Bcl2
evitando la apoptosis, por tal motivo, las células cancerosas con una sobreexpresién de Bcl2 son
resistentes a la quimioterapia y radioterapia. Por otro lado, un exceso de BAX produce homodimeros
BAX, induciendo a apoptosis. La proteina p53 activada induce la transcripcién de BAX e inhibe la de

Bcl2, conduciendo a la muerte celular, sin embargo, en muchas células cancerosas, p53 es defectuosa,

o

lo que evita que la ruta apoptética elimine las células cancerosas.
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Figura 7. Proteinas Bcl2 y BAX reguladoras de la apoptosis (Klug et al., 2006)

Debido a que la muerte celular programada se encuentra controlada por informacién genética,
este proceso también puede verse afectado por mutaciones que al alterar la regulacién del proceso de
muerte, podria resultar en un retardo o ausencia de la misma, este resulta fundamental pues,
elimindndose las células dafiadas, se reduce el nimero de mutaciones que pueden propagarse a la
siguiente generacion, incluyendo las que poseen genes causantes de cancer. Se sabe también, que los
mismos genes que regulan los puntos control del ciclo celular pueden estimular la apoptosis, mismos,
que se encuentran mutados en una amplia variedad de cédnceres (Gémez, A. y Zentella, A., 1999; Klug
et al., 2006).

2.1.1.3. Mecanismos de Reparaciéon del DNA

Para la permanencia de un organismo vivo, es requisito indispensable que el DNA dentro de
sus células, permanezca practicamente invariable conforme la informacién pasa de una célula a otra o
de un individuo a otro; esta molécula es una de las més susceptibles al dafio ambiental. La variacion
que surge de los cambios en las secuencias de DNA, produce la variabilidad fenotipica, adaptacion a
los cambios ambientales y evolucién, por lo que las mutaciones génicas son el origen de la variacion
genética entre las poblaciones, aunque también, son el origen de cambios genéticos que conducen a la
muerte celular, enfermedades genéticas y al cancer (Klug et al., 2006).

Existen mecanismos de reparacion muy eficientes para los dafios producidos en el material
hereditario, sin embargo, cuando la magnitud de éstas lesiones es grande y no pueden reparase, se
produce entonces una lesion permanente, es decir, una mutacién en el DNA, la cual puede definirse
como una alteracion en la secuencia de pares de bases, los cambios en cualquier parte de la molécula
de DNA que puede comprender la substitucién de un solo par de bases, la delecién o inserciéon de

uno o mas pares de bases, asi como una alteraciéon importante en la estructura de un cromosoma.

o
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Las mutaciones pueden ser de tres tipos: Espontdneas, que son aquellas que se producen de
manera natural y se encuentran relacionadas a procesos quimicos o biolégicos normales del
organismo que alteran la estructura de las bases nitrogenadas; Inducidas que son resultado de
agentes naturales y artificiales; y Adaptativas que gira en torno a la idea de que un organismo puede
seleccionar o dirigir la naturaleza de una mutacién génica para adaptarse a un cambio ambiental
concreto (Klug et al., 2006).

Si la lesién o mutacién ocurre en una célula que se encuentra en camino a convertirse en
gameto, la alteracion genética puede heredarse a la préxima generacion, pero si dicha mutacion se
produce sobre una célula no reproductiva, puede conducir a una transformacién maligna de la célula
(Karp, 1998).

Tanto las células procariotas como las eucariotas poseen varias enzimas que vigilan el DNA a
fin de detectar alteraciones que puedan reparar, y en la mayor parte de dichos sistemas de reparacion,
requieren que la secciéon dafiada sea escindida (eliminada) selectivamente. Esto puede llevarse a cabo
gracias a una de las propiedades del DNA duplex, en el que cada cadena contiene la informacién
necesaria para servir de plantilla y reconstruir a la cadena complementaria (Karp, 1998).

e Reparacién por excision de nucleétidos: Estos sistemas actian eliminando una pequefia
seccion de la cadena de DNA como dimeros de pirimidina o nucleétidos a los cuales se
han fijado ciertos grupos quimicos. Un par de endonucleasas practican incisiones en el
esqueleto de la cadena alterada a cada lado de la lesién. El oligonucleétido dafiado unido
Unicamente por puentes de hidrégeno, es removido por una DNA helicasa, posteriormente
una DNA polimerasa rellena el hueco producido por complementariedad de bases y la
cadena finalmente es sellada por un DNA ligasa.

e Reparacién por excision de bases: Una DNA glucosilasa, reconoce el dafio y elimina la
base por desdoblamiento del enlace glucosidico que la une al aztcar. Existen diferentes
tipos de DNA glucosilasas, cada una més o menos especifica para cada tipo de base, una
vez extraida, el fosfato de desoxirribosa que permanece en el sitio es removido por una
endonucleasa. Una fosfodiesterasa amplia la abertura, una DNA polimerasa rellena el
hueco y la cadena nuevamente vuelve a sellarse por accion de una ligasa.

¢ Reparaciéon de desigualdades: Las células pueden eliminar bases no coincidentes
incorporadas por la DNA polimerasa durante la duplicacién y que escaparon a la
correcciéon de la endonucleasa. Esta desigualdad entre los pares de bases provoca una
deformacion de la doble hélice la cual puede ser reconocida por una enzima de

reparacion. Para esto, es sumamente necesario que se reconozca la cadena recién
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sintetizada, es decir, aquella que contiene el nucleétido incorrecto a fin de no eliminar el
nucleétido correcto y causar una mutaciéon permanente. Por lo tanto, se elimina y sustituye

el nucledtido correctamente (Karp, 1998).

2.1.1.4. Diferenciacién celular

La diferenciacion celular es el proceso mediante el cual se generan diferencias entre las células
de un organismo, ocurriendo durante toda la vida del mismo, aunque es mas notorio en el periodo
embrionario. La especializacién gradual en estructura y funcion que sufren las células durante la
histogénesis, que comprende el desarrollo desde células no diferenciadas de una capa germinativa
hasta células diferenciadas de un tejido, es la expresién de la diferenciacion celular, la cual se basa en
variaciones de la actividad del material genético. Esto no quiere decir que el material genético se
modifique sino mds bien que la especializacién, que es una consecuencia de la diferenciacién, no se
basa en diferencias genéticas, sino en los distintos genes que se expresan; cuando la célula se
diferencia, se deben activar determinadas zonas del genoma, mientras que otras se desactivan (Finn,
2001).

La regulaciéon normal de la proliferaciéon y diferenciacién celular implica un gran namero de
productos génicos que controlan las fases del ciclo celular, la muerte celular programada y la
respuesta de las células a las sefiales externas de crecimiento. Las células cancerosas, poseen
mutaciones en los genes encargados de controlar estas funciones o se expresan de manera aberrante,
conduciendo a una proliferacion celular incontrolada (Klug et al., 2006).

Ciertos tipos de células, no dejan el ciclo celular pasando por las fases G1, S, G2 y M hasta
recibir la sefial que les indique que dejen de proliferar y entrar a GO donde permanecen
metabdlicamente activas pero no crecen ni se dividen. Por otro lado, existen células que nunca
vuelven a entrar al ciclo celular. En cambio, las células cancerosas son incapaces de entrar a GO y
ciclan de manera continua. Si bien su tasa de proliferaciéon no es mayor a la normal, no puede
convertirse en quiescente en el momento y lugar necesarios (Klug et al., 2006).

Sin embargo, las células en GO pueden ser estimuladas por sefiales de crecimiento externas
que le indican que deben volver al ciclo celular. Esto se lleva a cabo mediante moléculas como:
factores de crecimiento y hormonas que se unen a los receptores transmitiendo la sefial desde la
membrana plasmaética hasta las moléculas de transduccion de sefiales localizadas en el citoplasma, lo
que implica una cascada de fosforilaciones proteinicas y de cambios conformacionales que a través de
una via multiproteica hacen llegar la sefal al ntcleo. Pero muy a menudo, las células cancerosas

poseen defectos en las vias de transduccion de sefiales, debido a receptores de superficie celular o
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moléculas citoplasmaéticas anormales, que envian continuamente al ntcleo, sefiales de crecimiento,

incluso en ausencia de ellas (Klug et al., 2006).

Los diferentes tipos de cancer se desarrollan en pasos sucesivos, de células ligeramente
aberrantes a células cada vez mas tumorigénicas y malignas. La naturaleza en multiples pasos del
desarrollo del cancer y su relaciéon con la diferenciacion celular, puede ilustrarse con la observaciéon
del desarrollo de canceres cervicales por ejemplo, pues en un cérvix normal, las células de la capa
basal se dividen y diferencian en células quiescentes que con el tiempo salen a la superficie del cérvix.
Cuando las células de la capa basal adquieren mutaciones, crecen de manera anormal y pierden parte
de su capacidad para diferenciarse y convertirse en quiescentes formandose una displasia que al paso
de los afios va adquiriendo mas mutaciones y sin poder diferenciarse, se convierte en un carcinoma
in situ que puede progresar gradualmente hasta una malignidad completa caracterizada por células

que se separan del tumor, atraviesan ldmina basal e invaden los tejidos adyacentes (Klug et al., 2006).

Figura 8. Estadios de desarrollo del cancer cervical (Klug et al., 2006)
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2.1.1.5. Adhesién celular

A parte del crecimiento incontrolado que presentan las células cancerosas, también poseen
otra caracteristica, la metéstasis, que es la capacidad de desprenderse del tumor original, entrar al
sistema sanguineo o linfatico, invadir los tejidos adyacentes y desarrollar tumores secundarios. Para
dicho fin, se produce la digestion, por accién de enzimas, de componentes de la matriz extracelular y
de la lamina basal que separan los tejidos, las cuales se encuentran conformadas por proteinas y
carbohidratos que forman el andamio para el crecimiento de los tejidos, inhibiendo la migracion
celular. Se sabe poco a cerca de los genes que controlan la metéstasis, pero es probable que sea
controlada por un gran namero de genes, incluyendo los que codifican para moléculas de adhesion
celular y enzimas proteoliticas, por ejemplo, en tumores especialmente malignos algunas enzimas
proteoliticas como las metaloproteinasas se encuentran presentes en niveles mas altos a los normales,
siendo insensibles al control de moléculas reguladoras como los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMP).

Por tanto, la expresion inadecuada de moléculas de adhesion celular y enzimas proteoliticas
pueden ayudar a que las células tumorales relajen las restricciones normales de localizacion celular y
generen agujeros por los que las células tumorales puedan pasar y llegar a sistema circulatorio.
Ademas, las células malignas no responden a sefiales externas de las células vecinas que
normalmente inhiben la proliferacién celular en un tejido maduro (Klug et al., 2006).

Existen muchos mecanismos de regulacion del nimero celular, rutas de control de la
proliferacion y apoptosis. Sin embargo, la activaciéon de estas rutas requiere la presencia de un
conjunto especifico de estimulos positivos, asi como la ausencia de estimulos negativos o inhibitorios.
Las células poseen mecanismos tanto para evaluar su estado y capacidad de proliferacion, ademas
que las células vecinas pueden comunicarse con ellas emitiéndoles 6rdenes mediante sefiales
intracelulares, indicaAndoles acciones como proliferacién o detencién de la progresion del ciclo celular,

asi como, para que se inicie o posponga la apoptosis (Klug et al., 2006).

2.1.2. Mutagénesis y Carcinogénesis
La mutagénesis es una modificaciéon del material genético que resulta estable y transmisible a
las células hijas surgidas del proceso de division celular o mitosis. Es un proceso toxico mediante el
cual algunos xenobiéticos son capaces de inducir una mutacién o cambio en la secuencia normal de
los pares de bases que caracterizan la estructura de cada molécula de DNA. Dicha mutacién puede

ser espontdnea debido a un error en la replicacién o reparaciéon del DNA; o bien, puede ser inducida

A

por efecto de agentes fisico y quimicos que han penetrado al organismo vivo.
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Cuando el DNA afectado corresponde a células de linea germinal, se produciran mutaciones
potencialmente transmisibles a la descendencia, es decir, hereditarias; mientras que si corresponden a
células somadticas tnicamente afectardn las caracteristicas especificas de la célula en cuestion,
transmitiéndose a células hijas del propio individuo. Las consecuencias de dichas mutaciones pueden
variar, desde, dar lugar a malformaciones congénitas, enfermedades de caradcter hereditario o
susceptibilidad a determinadas enfermedades, hasta el desarrollo de un proceso canceroso (Bello, J. y

Lopez de Cerain, A., 2001).

En la década de los afios 80 se confirm¢ experimentalmente el papel de la mutacién en el
desarrollo del proceso canceroso con el descubrimiento de los oncogenes derivados de
protooncogenes mutados. En la actualidad se sabe que la mayoria de los compuestos quimicos
carcinogénicos también ejercen un efecto mutagénico, denominados carcindgenos genotoxicos, aunque
existen otros que actian mediante mecanismos distintos conocidos como carcindgenos no genotoxicos o

epigenéticos.
Las mutaciones pueden reunirse en dos grandes grupos:

MUTACIONES

CROMOSOMICAS
(citolégicamente visibles)

o

Alteraciones Alteraciones
numéricas estructurales

GENICAS

Sustituciones Desfases

Figura 9. Tipos de mutaciones (Bello, J. y Lépez de Cerain, A., 2001)

1. Mutaciones génicas: son de tamafio pequefno afectando a uno o varios de los pares de
bases del DNA. No interfieren en el proceso de mitosis o meiosis, a no ser que el gen

afectado sea alguno de los que codifican proteinas que desarrollan funciones en esos

i

procesos.
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2. Mutaciones cromosdémicas: son cambios que afectan a grandes fragmentos de DNA y
pueden contener cientos, o miles de pares de bases e incluso cromosomas enteros o
guarniciones cromosémicas completas, también denominadas aberraciones cromosémicas,

detectables al microscopio 6ptico con la aplicacion de técnicas citogenéticas.

Ahora se conoce el papel de los desérdenes genéticos sobre el desarrollo de algunas
enfermedades, por lo que resulta evidente el gran impacto que las mutaciones y alteraciones
cromosOmicas ejercen sobre la salud humana. Muchas enfermedades se heredan de acuerdo con un
patron de herencia mendeliana simple aunque las mutaciones génicas también influyen en el
desarrollo de otras enfermedades que presentan un componente genético con etiologia muy compleja

(Bello, J. y Lopez de Cerain, A., 2001).

El estudio molecular de oncogenes y genes supresores ha manifestado la importancia de la

mutacion en el desarrollo del cancer:

ONCOGENES: Son genes cuya actividad normal promueve la proliferaciéon celular. Las
mutaciones de ganancia de funciéon en células tumorales crean formas que muestran actividad
excesiva o inapropiada. Un alelo mutante aislado puede afectar el fenotipo de la célula, los de tipo no

mutante se denominan protooncogen (Strachan et al., 2004).

GENES SUPRESORES DE TUMOR (ST): Los productos de este tipo de genes, inhiben
acontecimientos que conducen al cancer. La version mutante en células cancerosas, han perdido su
funcién. Algunos productos de estos los genes ST impiden la progresion inapropiada del ciclo celular,
otros provocan que las células entren a apoptosis, mientras que varios mantienen estable el genoma y
las tasas de mutacion bajas a fin de asegurar la replicacion, reparacion y segregacion precisas del
DNA celular. Es necesario afectar ambos alelos de un gen ST para cambiar la conducta de la célula

(Strachan et al., 2004).

Mientras que los protooncogenes codifican proteinas que controlan el crecimiento y la
diferenciacién celular, cuando mutan, pueden transformarse en oncogenes que causan cancer. La
mayoria de los oncogenes se comportan como mutaciones dominantes con ganancia de funcién que
dan lugar a la pérdida de la regulacion del ciclo celular. A diferencia de los genes supresores de

tumores, la gran parte de los oncogenes no muestran mutaciones germinales que causen sindromes
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de céncer hereditarios. Se han observado mutaciones somaticas que producen cancer esporadico

(Carey, J. y White, B; 2004).

Se ha confirmado la existencia de la asociacion entre una mutacién y el desarrollo de muchos
tipos de cancer debido a:
- Alta correlacion entre la mutagenicidad y la carcinogenicidad de diversos
compuestos quimicos.
- Elevado riesgo de padecer cancer por personas con sindromes de inestabilidad
cromosOmica o deficiencias en la reparaciéon del DNA.
- Alteraciones cromosdmicas observadas en Leucemias y tumores solidos (Bello, J. y

Lopez de Cerain, A; 2001).

EXPOSICION A UN

AGENTE
MUTAGENICO
MUTACION
en una célula en una célula
somdtica germinal
2 Alteracidén en el Transmisible a la No transmisible ala
Neoplasia

desarrollo embrionario descendencia descendencia

Figura 10. Posibles consecuencias de la mutacién (Bello, J. y Lopez de Cerain, A; 2001)

La carcinogénesis quimica es considerada un proceso multiestadio que generalmente posee
un desarrollo lento, se inicia con la primera exposicién al agente causal, le sigue un periodo de
latencia que posee una duracién variable y desemboca en la manifestacion clinica de un tumor.
Estudios han llevado a la conclusiéon de que la patogénesis neoplasica transcurre a través de un
complejo mecanismo que puede dividirse en tres etapas definidas: iniciacion, promocion y propagacion

(Figura 11).

El término multiestadio se refiere a que las células normales de un organismo no se

transforman en células malighas de manera inmediata o por un solo evento, sino que por lo general, a
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medida que el tumor crece van surgiendo, progresivamente, células méas malignas, que poseen
mayores diferencias geno y fenotipicas de la célula inicial. Se considera que los cambios estructurales
en el genoma se producen en la primera y ultima etapa del proceso neopldsico (iniciaciéon y
progresion), mientras que en la etapa intermedia, se origina una multiplicacién de la célula alterada,

originando un clon de células preneoplasicas (Bello, J. y Lépez de Cerain, A., 2001).

En esencia, el proceso de carcinogénesis es el mismo, pero los diferentes compuestos quimicos
a los que puede estar expuesto un organismo, a lo largo de su vida, pueden modificar la velocidad de
todo el proceso alterando diversos factores como: frecuencia de mutacion, ritmo de crecimiento de las
células o la expresion fenotipica de los genes alterados. Sin embargo, la susceptibilidad de cada
individuo, asi como, sus niveles de defensas pueden interactuar con modificaciones en cada una de
las etapas de este proceso. Por tanto, el mecanismo de carcinogénesis humana se ha descrito en una

secuencia de eventos:
1. Exposicion al agente carcindgeno
2. Metabolizacién del carcinégeno

3. Interaccién del agente con componentes celulares, principalmente con DNA, con la
ocurrencia de varias posibilidades:
- Reparacién del DNA dafado
- Muerte de la célula
- Persistencia de la célula mutada: origen de una célula “iniciada”, cuya replicaciéon
puede dar lugar a un clon de células anormales dentro del tejido. Etapa de

iniciacion.

4. Crecimiento de clones anormales a partir de células “iniciadas” (etapa de promocion), no

detectable clinicamente.

5. Crecimiento de tumor y extensiéon a otras partes del cuerpo (etapa de propagacion),

apareciendo los signos y sintomas clinicos.

A
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Figura 11. Etapas de la carcinogénesis (Pérez, 2000)

Se han clasificado los agentes quimicos de acuerdo a la incidencia que éstos puedan tener
sobre las tres etapas principales:

a) Agentes iniciadores o carcinégenos incompletos: Ginicamente son capaces de inducir
la etapa de iniciacion, originando células mutadas iniciadoras, por ejemplo, metil y etil-
nitrosourea y uretano.

b) Agentes promotores: poseen la capacidad de causar la expansién clonal a partir de la

célula mutada inicial, por ejemplo, fenobarbital y sacarina.

P
19 ¢



MARCO TEORICO

COmo:

c) Carcinégenos completos: son estructuras quimicas que poseen la capacidad de
inducir cancer a partir de células normales, generalmente tienen propiedades de
agentes iniciadores y promotores como los hidrocarburos aromaticos policiclicos,

aminas arométicas y nitrosaminas (Bello, J. y Lopez de Cerain, A., 2001).

2.1.2.1. Métodos de Identificacion de Carcinégenos

Existen diversos métodos que ayudan al estudio e identificacion de agentes carcinégenos, tales

a) Pruebas a corto plazo

e Valoracion de mutacion de gen:

- Valoracion Bacterial-Ames (valoracién de reversion de histidina en Salmonella)

- Valoraciéon de timidincinasa en linfoma de ratén, mamifero Hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa en ovario de criceto chino

e Aberracion cromosdmica:

- Valoracioén in vitro en lineas celulares

- Microntcleos en ratén

- Estudios citogenéticos en médula 6sea de rata

e Dafio primario del DNA:

- Aductos de DNA luego de etiquetado con 32P

- Rotura de filamento

- Induccién de reparacion de DNA, bacterias: respuesta SOS

- Higado de rata: induccién de sintesis no programada de DNA (UDS)

- Induccién de Intercambio de Croméatidas Hermanas (ICH)

e Transformacién morfolégica:

- Embrién de cricetos sirio (SHE)

- Balb/c3T3

b) Pruebas a mediano plazo:

e Andlisis Cualitativo y Cuantitativo de preneoplasias
¢) Pruebas a largo plazo:

e Bioensayo crénico en animales: biovaloracion de dos afios (Klaassen, C. y Watkins, J.,

2005).

/f’
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2.1.3. Manejo terapéutico del cancer

Un tratamiento ideal implicaria la remocién o destruccion de las células cancerosas, pero en
muchos casos, los pacientes sucumben con el tiempo debido a metéstasis a sitios distantes o bien, no
puede aplicarse dicho tratamiento debido a que el tumor involucra érganos vitales. Casi todos los
tratamientos actuales para estos casos emplean agentes citotéxicos u hormonales o a veces, ambos y
recientemente se han introducido también, algunos agentes inmunitarios. Los farmacos
antineoplasicos son empleados para eliminar metastasis establecidas, prevenir recurrencias después
de un tratamiento local o reducir el tamafio del tumor antes de tratamiento local (Kalant, H. y

Roschlau, W., 2002).

2.1.3.1. Tratamiento farmacolégico

¢ Quimioterapia

Involucra el empleo de farmacos cuyo objetivo es destruir células proliferativas. Estos
farmacos son llevados en circulaciéon por lo que es particularmente aceptada en el tratamiento de
tumores que han producido metdstasis, aunque al igual que la radioterapia presenta el problema que
inhibe la division de células tanto cancerosas como normales, trayendo consigo reacciones
secundarias (diarrea, pérdida de cabello y susceptibilidad a infecciones). La efectividad aumenta con
el empleo de varios farmacos en combinacién, aunque esto también implica el aumento de sus efectos

secundarios. Es empleada en conjunto con cirugia y radiacion (Kleinsmith, L. & Kish, V., 1995).

Tabla 1. Clasificacion de agentes antineoplasicos de acuerdo a su mecanismo de accion (Kalant, H. y Roschlau, W., 2002)

Clase Agente antineoplasico
Antimetabolitos Metotrexato, 5-fluorouracilo, 6-mercaptopurina, arabindsido citosina (Ara-C),
gemcitabina, 6-tioguanina, fludarabina, 2-clorodesoxiadenosina
Antibiéticos Actinomicina D, bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina,
Mitoxantrona

Agentes alquilantes Mostaza nitrogenada, melfalan, clorambucil, ciclofosfamida, ifosfamida,
mecloretamina, busulfan, nitrosoureas, cisplatino, carboplatino,
dacarbacina (DTIC), procarbacina, mitomicina C

Inhibidores mitéticos | Vincristina, vinblastina, vinorelbina, etopdsido (VP-16), tenipésido (VM-26),
paclitaxel y docetaxel, derivados de camptotecina

Hormonas Glucocorticoides, tamoxifeno, agentes progestacionales, aminoglutetimida,
Agonistas HLG, antiandrégenos

Agentes diversos L-Aspariginasa, hidroxiurea

7
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Biosintesis de Biosintesis

pirimidina de purina
!

ANTIMETABOLITOS

inhiben la formacion o
polimerizacién de acidos
desoxinucleicos para
sintesis de ADN

ANTIBIOTICOS

causan rotura de cadenas
ADN o se unen a ADN para
impedir el desenvolvimiento

de la hélice
AGENTES ALQUILANTES INHIBIDORES MITOTICOS
causan enlaces cruzados entre se unen a la tubulina e inhiben
ADN y ADN-proteina la funcién de los microtibulos

Figura 12. Mecanismos de accion de los principales grupos de farmacos antineoplasicos (Kalant, H. y Roschlau, W., 2002)

Algunos cientificos predicen que en los préximos 25 afios, las terapias génicas reemplazaran a

las quimioterapias (Klug et al., 2006).

e Terapia Hormonal
Tiene el objetivo de atenuar mas que curar; los estudios han sugerido que las hormonas
empleadas como adyuvantes a la terapia primaria puede aumentar la probabilidad de cura. Alteran el
medio hormonal corporal por eliminacién o desplazamiento natural de hormonas por alguna
extirpacion médica del 6érgano que la producia o por el tratamiento con cantidades farmacolégicas de
hormonas o antihormonas. Las hormonas combinadas con otras o con agentes quimioterapéuticos
ofrecen ventajas y desventajas sobre el uso secuencial de cada clase de agentes:
- Al combinarse la terapia hormonal con la quimioterapia, se pierden los beneficios del
tratamiento hormonal no téxico
- Se desconoce el componente que produce la respuesta dentro de la combinaciéon
- Los agentes hormonales pueden interferir con la acciéon del farmaco citotéxico y viceversa

(Joshina, 2001).
Para el tratamiento de canceres dependientes de hormonas, se emplean algunos andlogos

sintéticos de hormonas y sus antagonistas, principalmente en canceres de mama y prostata (Kalant,

H. y Roschlau, W., 2002).
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Tabla 2. Agentes hormonales anticancerigenos (Kalant, H. y Roschlau, W; 2002; Joshina, 2001; Wesley, 1992)

Tipo de cancer Agente hormonal

Céncer de mama Antiestrégenos, progestinas, estr6genos, aminoglutetimida,
andrégenos, glucocorticoides, tamoxifeno

Cancer endometrial | Acetato de megestrol, acetato de medroxiprogesterona,
caprotato de hidroxiprogesterona

Cancer prostético Agonistas de la hormona liberadora de gonadotropina, estrégenos,
antiandrégenos

Cancer de tiroides Tiroxina

Linfoma/ Leucemia | Glucocorticoides, corticosteroides

La terapia hormonal es utilizada en pacientes con enfermedad de progresion lenta que permite
su observacion durante 2 a 3 meses. El empleo de estrégenos y andrégenos se debe a la observacion
de que los carcinomas mamarios y prostaticos son en cierto modo, dependientes de las hormonas, y
su eleccién para el tratamiento depende de la edad del paciente. Sin embargo los efectos adversos de
los estrégenos implican sintomas gastrointestinales, hipercalcemia, edema, hemorragia uterina y
feminizacién en varones; los producidos por andrégenos en el tratamiento de cancer mamario

avanzado son virilizacién, edema e hipercalcemia (Wesley, 1992).

e Modificadores de respuestas bioldgicas
Estudios sugieren que anticuerpos inyectados pueden alcanzar tumores in vivo y unirse a
células blanco y aunque se observa una aclaracién de células circulando, el efecto posee una vida
corta y tiene un impacto completo en el curso de la enfermedad. Sin embargo, la pérdida de la
superficie antigénica debido a la modulacién inmunitaria (internalizaciéon del complejo antigeno-
anticuerpo) o el esparcimiento de la superficie puede ser un impedimento en el uso efectivo de esta
terapia, pues la respuesta inmunitaria es requerida para atraer a la célula blanco. Las citocinas son
otras propuestas debido a:
- La destruccion de las células tumorales directamente
- Inmunomoduladores para la activacion de células como linfocitos NK y monocitos
- Agentes bloqueadores o reversores de la toxicidad relacionada a la quimioterapia
- Estimulantes para la sensibilizacién de células tumorales o como protecciéon de las
células normales durante la quimioterapia

- Pueden alterar la expresion de antigenos de superficie celular (Joshina, 2001).
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2.1.3.2. Tratamiento no farmacoldgico

e Cirugia

Empleada para remover tumores localizados en una regioén particular del cuerpo, resultando
un método efectivo en una etapa temprana de la enfermedad para minimizar las probabilidades de
metastasis, desgraciadamente, el cancer que involucra érganos internos presentan sintomas hasta que
se han diseminado por el cuerpo, por lo que la probabilidad de realizar una cirugia puede reducirse
también (Kleinsmith, L. & Kish, V., 1995). Por tanto, en la actualidad se ha comenzado a desarrollar la
cirugia con laser o criocirugia empleando sondas con nitrégeno liquido que coagula las células
cancerosas in situ (Franks, L & Teich, M., 1998).

Dadas las diferencias entre la biologia tumoral, se ha podido diferenciar las fases de la
enfermedad y con esto, la variedad de los procedimientos quirdrgicos, han aumentado, por lo que
antes de optar por este tipo de tratamiento es necesario considerar varios aspectos como localizacién

del tumor, tipo histolégico, edad y sexo del paciente, tipo de vida, etc. (Joshina, 2001).

¢ Radioterapia
Tratamiento basado en el hecho de que las células empleadas en la sintesis de DNA o mitosis
son particularmente sensibles a los efectos destructivos de la radiacién por rayos X. Sin embargo, su
efectividad para destruir células cancerosas en proliferacién, repercute también en la destrucciéon de
tejidos normales, sin contar con que las radiaciones por si mismas, son carcinogénicas (Franks, L &
Teich, M., 1998; Kleinsmith, L. & Kish, V., 1995). Debido a lo anterior, se ha observado que la
radiaciéon es maéas efectiva utilizdndola en dosis fraccionadas a diferencia de la unidosis,
produciéndose en el tejido una respuesta con cuatro procesos:
1. Reparacion: ocurre pocas horas después de la irradiacion y sucede tanto en células sanas
como en malignas
2. Repoblacion: es el reemplazo de células supervivientes mediante la multiplicacion celular
tanto de células sanas como malignas
3. Redistribucion: ocurre una redistribucion de las células en las etapas del ciclo celular;
existe una radiosensibilidad de las células a través del ciclo celular, siendo mas sensibles
durante G1, My G2.
4. Reoxigenacion: Las células radioresistentes de un tumor hipéxico se sensibilizan debido a

la redistribucion del oxigeno.
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e Dieta

Mucho se ha hablado sobre la relacion entre el tipo de alimentacién y el riesgo a desarrollar
cancer por un individuo. Divisi y colaboradores, en un estudio realizado acerca de la relacién entre la
dieta y la aparicién de céncer, afirman que de un 30 a 40 % de los tipos de cancer, pueden prevenirse
con un estilo de vida y dieta saludables, pues se ha encontrado que el sobrepeso es responsable del 14
% de las muertes por cdncer en hombres y 20 % en mujeres, sefialando al bajo consumo de fibra,
ingesta de carnes rojas, deficiencia de grasas como el Omega 3 y 6 en la dieta, entre otros, como
factores que contribuyen al riesgo para el desarrollo de cancer.

A través de diversos estudios, se han identificado elementos especificos que ejercen un efecto
protector contra el riesgo de aparicion de cancer como el selenio, 4cido félico, vitamina Bi», vitamina
D, clorofila y antioxidantes carotenoides como el a y -caroteno, licopeno, luteina, etc. Pero ademas se
ha descubierto que estos factores pueden inclusive, inhibir el proceso cancerigeno, entre los que se
encuentran los retinoides, vitaminas E, Ds, C, polifenoles, fibras, calcio, soya, selenio y 4cidos grasos
poliinsaturados como el Omega-3 (Kushi et al., 1999; Divisi et al., 2006).

Existe un ntmero creciente de evidencia que demuestra que el consumo de cereales y
leguminosas, juega un papel importante en la prevencioén tanto de enfermedades crénicas como de
cancer (Kushi et al., 1999).

A este respecto, la soya ha llamado mucho la atenciéon dado que se ha encontrado una relacién
entre el consumo de proteinas provenientes de ésta, y la reduccién del riesgo a desarrollar algunos
tipos de tumores. La soya también, es la tinica leguminosa fuente de isoflavoides, los cuales poseen
acciones estrogénicas, por lo que en los tltimos afios han llamado la atencién debido a su potencial
papel en la prevencion y tratamiento de osteoporosis y cancer, especificamente se le ha asociado a
cancer de prostata y colon, entre otros (Messina, 1999; Divisi et al., 2006).

La relacion entre la dieta rica en fibra y el cancer de colon, ha sido tema de muchas
investigaciones. El consumo de fibra es uno de los factores dietéticos mas estudiados respecto a la
etiologia del cancer colorectal, aunque también se ha encontrado una gran relacién entre este factor y
el cancer de seno, reportandose un modesto descenso en el riesgo de este tipo de cancer con el
incremento de 20 g de fibra en la dieta. En otros estudios, se reporté inclusive, una asociacién inversa
entre el consumo de fibra y el riesgo a desarrollar cancer de seno (Kushi et al., 1999).

Pero el tipo de alimentacién no solamente posee impacto en la prevencion del cancer, sino que
juega un papel muy importante en el desarrolla de la enfermedad, ya que frecuentemente, en
pacientes con canceres avanzados, se les ha diagnosticado una malnutriciéon de tipo proteinico-

caldrica. Generalmente en el momento del diagnéstico ocurren alteraciones del estado nutricional,
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con pérdida inclusive de peso antes de la terapia. Debido a esto, la nutricién parenteral se emplea en
pacientes con cancer con una malnutricion profunda o en quienes se prevén toxicidades en vias
gastrointestinales que impidan la ingestiéon de alimentos durante dias. El apoyo nutricional entonces,
no solamente mejora los indices de nutricién del paciente, sino también su estado funcional global
(Mahan, 1998).

Gracias a los resultados de todas las investigaciones desarrolladas en este tema, el Instituto
Nacional de Cancer (NCI) ha establecido puntos importantes para la prevenciéon de del cancer:

e Guardar un correcto control de peso

e Variar la dieta

¢ Incluir frutas y verduras en la dieta diaria

e Consumir alimentos ricos en fibra como cereales, harina de trigo y leguminosas

e Reducir el consumo de grasas

e Limitarse en el consumo de alcohol

e Reducir el consumo de alimentos procesados

2.1.3.3. Desarrollo de nuevos tratamientos

A pesar de que algunos tumores sélidos pueden curarse con quimioterapia complementaria, la
mayoria suelen ser resistentes, por lo que es necesario el desarrollo de nuevos farmacos y estrategias
que mejoren los resultados de la quimioterapia. El cribado de compuestos naturales y sintéticos es
una estrategia para la elaboraciéon de farmacos; estos nuevos compuestos se estudian in vitro en
relacion con la actividad contra estirpes celulares tumorales para humanos y animales (Kalant, H. y
Roshlau, W., 2002).

Los tratamientos actuales como la quimioterapia y la radiacién, no poseen la capacidad para
destruir selectivamente las células cancerosas, sin dafar simultdneamente las células normales;
motivo por el cual, los pacientes no pueden someterse a dosis suficientemente altas para destruir
todas las células tumorales de su cuerpo. Por tal motivo, en la actualidad, los esfuerzos para
desarrollar tratamientos innovadores contra el cancer se han centrado en lograr la participacién mas
activa del sistema inmunolégico contra las células malignas.

Desde hace més de veinte afios, se contemplé la posibilidad de inducir que el sistema
inmunolégico de una persona, tuviera la capacidad de reconocer a las células cancerosas como
cuerpos extrafos, estableciendo un ataque contra éstas, y aunque en la actualidad se ha observado

que el sistema inmunolégico no es tan eficiente para destruir las células cancerosas, se han planteado
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pruebas clinicas de numerosos agentes estimuladores del sistema inmunoldgico también llamadas

“vacunas contra el cancer” (Molldrem et al., 2005).

2.14. Fitoterapia y Cancer

La Fitoterapia o “Terapia con plantas”, es la ciencia que estudia el empleo de los productos de
origen vegetal con una finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, atenuar o inclusive curar un estado
patolégico. La Fitoterapia, utiliza cualquier tipo de producto de origen vegetal independientemente
de su potencia farmacoldgica y toxicidad, en realidad se emplea productos con actividad suave y
moderada, con margenes terapéuticos relativamente amplios para dar lugar a tratamientos menos
agresivos y que convierten a la Fitoterapia en una terapéutica suave, por lo que se le considera
especialmente ttil en el tratamiento de afecciones leves o0 moderadas, o bien, en afecciones crénicas
(Weiss, 1992; Canigueral, 2002).

Los medicamentos Fitoterapicos poseen como base, drogas vegetales asi como diversos
productos que de ellas se obtienen. En 1978, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) defini¢
planta medicinal como “cualquier planta que en uno o mas de sus 6rganos contiene sustancias que
pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son precursores para la semisintesis quimico-
farmacéutica”. Esta misma organizacion define droga vegetal como: “parte de la planta medicinal
utilizada en terapéutica”, sin embargo, la Real Farmacopea Espafiola ofrece una definicién mas
precisa: “las plantas, partes de plantas, algas, hongos o liquenes, enteros, fragmentados o cortados,
sin procesar, generalmente desecados, aunque también a veces en estado fresco. También se
consideran drogas vegetales ciertos exudados que no han sido sometidos a un tratamiento
especifico”. Por lo tanto, la Fitoterapia utiliza drogas vegetales, extractos de dichas drogas o los
principios activos de éstas una vez que han sido aislados, administrandosele al paciente en la forma
farmacéutica mas adecuada (Cafiigueral, 2002).

Desde tiempos histéricos, la terapéutica inicié con la utilizacién de las plantas, pero la
integracion de la Fitoterapia en la Terapéutica también posee bases quimicas dadas las estructuras de
los principios activos independientemente que sean de origen natural o sintético; de hecho, gran parte
de los farmacos empleados en la actualidad derivan directa o indirectamente de principios activos
que inicialmente fueron aislados de plantas (Bruneton, 2001).

El regreso al empleo de la Fitoterapia responde a diversas causas tales como:

- Efectos adversos de los medicamentos sintéticos

- Investigacion y mejor conocimiento de las drogas de origen vegetal en aspectos quimicos,

L
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- Implementacién de métodos analiticos que favorecen el control de calidad

- Debido a que los productos fitoterdpicos son generalmente menos peligrosos, se

consideran aptos para la automedicacion, sin mencionar su facil acceso para la poblacién

Sin embargo, dadas las caracteristicas de los fitofarmacos (medicamentos de Fitoterapia), no
pueden ser empleados en casos de emergencia, sino més bien, se aplican en pacientes con afecciones
leves, moderadas o crénicas, por lo que no poseen trascendencia en el ambito hospitalario. Dado que
el empleo de estos productos en afecciones crénicas, han producido un aumento en la esperanza de
vida, su empleo ha ido en aumento, por lo que se requieren preparados con margen terapéutico
amplio como lo ofrece la Fitoterapia (Reuter, 1991).

Los medicamentos fitoterapicos son aquellos cuyos ingredientes activos estdn constituidos por
productos de origen vegetal, a la cual se le debe de proporcionar una forma farmacéutica adecuada
para su administracién en el paciente, empledndose principalmente:

e Drogas vegetales en presentacién macerada o pulverizada

e Productos obtenidos por extracciéon

e Principios activos purificados.

Pero es importante recalcar que, las drogas vegetales poseen también otras sustancias carentes
de actividad farmacolégica (matriz inerte), la cual pudiera causar efectos adversos dada su toxicidad
o potencial alergénico.

La Fitoterapia en la actualidad se considera una terapia alternativa que resulta ser un
verdadero apoyo en la lucha contra el cancer actuando de diversas maneras:

1. Evitar o disminuir los dafiinos efectos colaterales de las radiaciones y quimioterapia.

2. Fortalecer el sistema inmunolégico de los pacientes que ya han sido tratados con agentes
antineoplasicos.

3. Contribuir a la reduccién tumoral en forma directa.

4. Acortar los tiempos de tratamiento con quimioterapia y/o radiaciones, actuando de manera
indirecta

5. Mejorar la calidad de vida, minimizando el sufrimiento de aquellos enfermos que se
encuentran en estadio terminal de la enfermedad.

En los dltimos afios, se ha comenzado a estudiar la capacidad del organismo para reconocer
“vida extrafia” y defenderse de ella, por tanto, la inmunologia ha comenzado a centrar su atencién en
el problema del cédncer pues se ha descubierto que el organismo de los enfermos de céncer se
encuentra “ciego” a esa vida extrafa, no poseyendo las fuerzas suficientes para defenderse contra

ella. Esto por tanto, abre las puertas a una nueva posibilidad de tratamiento contra el cancer: el
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fortalecimiento de las defensas, lo que constituye en la actualidad, un programa de investigacion

mundial cuyos primeros resultados ya se estdn aplicando en la practica. El bisturi y los rayos, ya no

son las tinicas armas contra este mal (Molldrem et al., 2005).

2.2

PROTEINAS
2.2.1. Clasificacion y propiedades

Las proteinas son polimeros formados por subunidades monoméricas llamadas aminodcidos,

poseen la capacidad de plegarse y formar diversas estructuras tridimensionales, confiriéndoles una

gran variedad de funciones entre las que destacan:

amino

Acttian como catalizadores bioquimicos (enzimas)

Se unen o otras moléculas para su transporte y almacenamiento (hemoglobina,
mioglobina, albimina)

Proporcionan soporte y forma a las células y por tanto a tejidos y organismos (tubulina,
actina, colagena)

Efecttian trabajo mecanico en conjunto (movimiento flagelar, separaciéon de cromosomas
en mitosis, contraccién muscular)

Descodificacion de la informacién celular (traduccién, regulacion de la expresion genética
al unirse a acidos nucleicos)

Regulacion de actividades bioquimicas en células o tejidos blancos (hormonas, receptores)
Funciones especializadas de proteccion en forma de anticuerpos en vertebrados y toxinas

en microorganismos (Horton et al., 2008).

Los aminoécidos son moléculas que poseen dos grupos funcionales caracteristicos: un grupo

-NH: y un grupo carboxilico -COOH, que se encuentran unidos a un mismo atomo de

carbono: el atomo de carbono a. Al carbono a se unen otros dos sustituyentes: un atomo de

hidrégeno y una cadena lateral (R) tinica para cada aminoacido (Horton et al., 2008). Se han

identificado 20 aminoécidos, codificados genéticamente, formando parte de las proteinas y pueden

ser clasificados en 4cidos, basicos o neutros (alifaticos, arométicos y azufrados) aunque otra

clasificacion mas significativa es la basada en la polaridad de sus grupos R, en solucién acuosa a pH

proximo a 7.0 (Teijon et al., 2005). Todos los organismos emplean los mismos 20 aminoacidos como

bloques constructivos para la biosintesis de las proteinas que se lleva a cabo en los ribosomas.
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Figura 13. Estructura general de los aminoacidos (Horton et al., 2008)

El pka de un grupo es el valor de pH al cual la concentracién del grupo protonado es igual a la
del grupo no protonado. Dentro de las células, bajo condiciones fisiol6gicas normales, el grupo amino
estd protonado (-NHs*) por que el pka de este grupo es cercano a 9, mientras que el grupo carboxilo
estd ionizado (-COO-) porque el pka de ese grupo es menor que 3. A pH fisiolégico, el grupo a-
carboxilo de un aminoacido se encuentra cargado negativamente y el grupo a-amino positivamente.
El intervalo de pH es de 6.8 a 7.4, por tanto los aminoacidos son zwitteriones o iones dipolares (*HsN-
R-COO), aunque su carga neta pueda ser cero (Roskoski, 1998).

Todos los aminoacidos a excepcioén de la glicina, poseen atomos de carbono asimétricos y en
consecuencia presentan actividad 6ptica, esteroisomeria (enantiémeros L y D). Se dice que un carbono
es asimétrico, cuando sus cuatro valencias estan saturadas por cuatro radicales distintos. Todos los
aminodacidos que se encuentran en las proteinas son enantiomeros L. Los aminodacidos y las proteinas
son anfolitos, es decir, poseen un punto isoeléctrico que es el valor del pH para el cual la
concentracion de la forma anidnica es igual a la de la forma catiénica, es decir, que el aminoécido no
posee una carga neta. Las propiedades quimicas de los aminoacidos se encuentran asociadas a sus
grupos funcionales de manera que existen reacciones especificas del grupo carboxilo, otros del grupo
amino y otros del grupo R de cada aminoacido; también hay aminoacidos que tienen reacciones
especificas propias (Teijon et al., 2005).

Un enlace peptidico es la combinacién de un grupo a-amino de un aminoécido con el grupo
carboxilo de un segundo aminodcido, con eliminacion de agua. El resultado es un dipéptido,
tripéptido (tres residuos de aminoacidos), oligopéptido (varios residuos de aminoacidos) o
polipéptido (muchos residuos de aminoacidos). Las proteinas son polipéptidos, una cadena
polipeptidica promedio de una proteina contiene alrededor de 500 residuos de aminoécidos y pocas
posee mas de 2 000 residuos. Las masas moleculares de las cadenas sencillas de polipéptidos oscilan
entre 5 000 y 300 000 Da. Para determinar el nimero aproximado de aminoécidos en una proteina, se

divide el peso molecular entre 110 Da, ya que este valor es el peso molecular promedio de un residuo
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de aminoacido en una proteina promedio. Las proteinas posee una o mas cadenas polipeptidicas

(Roskoski, 1998).
La estructura de las proteinas se considera en cuatro niveles jerdrquicos:

e Estructura primaria: es una secuencia lineal de residuos de aminoacidos en una proteina.

Figura 14. Estructura primaria de proteinas (Horton et al., 2008)

La estructura tridimensional de una proteina se describe con tres niveles adicionales, las

fuerzas que las mantienen o estabilizan son principalmente de tipo no covalente.

e Estructura secundaria: se refiere a las regularidades de las conformaciones locales
mantenidas por puentes de hidrégeno entre los hidrégenos de amida y los oxigenos de
carbonilo en la estructura principal del péptido. Pueden encontrarse de tipo hélices a y las

hebras p.

Figura 15. Estructuras secundarias de proteinas: beta-lamina y alfa-hélice (Horton et al., 2008)

e Estructura Terciaria: describe la cadena polipeptidica totalmente plegada y compacta.
Muchos polipéptidos plegados consisten en varias subunidades distintas, unidas por un
tramo corto de residuos de aminoacidos. Estas estructuras se estabilizan por las

interacciones de cadena laterales de aminoacidos en regiones no vecinas de la cadena

L

polipeptidica, acercando partes lejanas de la estructura primaria y secundaria.
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Figura 16. Estructura terciaria de proteinas (Horton et al., 2008)

e Estructura cuaternaria: implica la asociaciéon de dos o mds cadenas polipeptidicas en una

multisubunidad o proteina oligomérica, cuyas cadenas polipeptidicas pueden ser idénticas

O no.

Figura 17. Estructura cuaternaria de proteinas (Horton et al., 2008)

Las proteinas son componentes esenciales de todas las células vivas, cuya mision puede ser de

tipo estructural o funcional, lo que da origen a una clasificacion:

e Por su composicion

a) Simples u Holoproteinas: solo se encuentran compuestas de a-aminoacidos o derivados,
distinguiéndose entre si, en funcién de sus propiedades fisicas y quimicas (albimina,
globulinas, glutelinas, prolamina, protemina, histonas, escleroproteinas).

b) Conjugadas o Heteroproteinas: compuestas no solamente de aminoacidos sino también de
otros componente organicos e inorganicos, denomindndose grupo prostético a la porcién no

animoacidica, cuya naturaleza produce una subclasificaciéon (nucleoproteinas, lipoproteinas,
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glucoproteinas,

flavoproteinas.

fosfoproteinas, cromoproteinas, metaloproteinas, hemoproteinas,

e Por sus propiedades fisicas y solubilidad

Albtmina

Globulinas

Glutelinas

Prolaminas

Protaminas

Histonas

Escleroproteinas

Soluble en agua y soluciones salinas, precipitan en sulfato amoénica a
saturacion, coagulan con calor

Solubles en 4cidos y bases fuertes, insolubles en agua, precipitan en sulfato
amonico por emisaturacion

Solubles en soluciones de acidos y bases diluidas, insolubles en disolventes
neutros, coagulan con calor, presentes en trigo.

Solubles en alcohol el 70 a 80%, insolubles en agua, disolventes neutros y
alcohol absoluto, no coagulan con calor, ricas en prolina

Solubles en agua y amoniaco diluido, no coagulan con calor, son
polipéptidos bésicos

Solubles en agua y acidos diluidos, insolubles en amoniaco diluido, no
coagulan con calor, son muy bésicas

Insolubles en agua, soluciones salinas, &cidos y bases diluidos y alcohol,

forman parte de tejidos de sostén y revestimiento con estructura fibrosa.

e Por su conformacion

a) Fibrosas: poseen cadenas polipeptidicas en forma paralela con formaciéon de laminas

largas, resistentes. Son elementos basicos estructurales del tejido conjuntivo de animales

superiores (coldgeno, elastina, queratinas).

b) Globulares: constituidas por cadenas polipeptidicas plegadas adoptando formas esféricas

o globulares compactas. Su funciéon en las células es de tipo dindmico (enzimas,

anticuerpos, proteinas de transporte).

e Por sus grupos prostéticos

Proteinas conjugadas que se clasifican atendiendo a la naturaleza de su grupo proteinico, son

heteroproteinas.

e Por su funcién biolégica

Catalizadores biolégicos (enzimas), proteinas de reserva, transportadoras, protectoras,

contréctiles, moduladoras de funciones (hormonas) y estructurales (Teijon et al., 2005).
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2.2.2. Aislamiento y purificacion de proteinas

Dado que en las células se encuentran presentes una gran cantidad de proteinas, es necesario
que para el estudio y caracterizacion de alguna proteina especifica, previamente es necesario aislarla
y purificarla. El objetivo de un protocolo de purificacién, es el aislamiento de una determinada
proteina con el mejor rendimiento posible.

Para la extraccion de proteinas, es necesario considerar la fuente de la misma, de ser posible,
seleccionar un material que posea una gran cantidad de la proteina. La proteina puede localizarse en
orgdnulos subcelulares, por lo que es indispensable un fraccionamiento subcelular antes de la
purificacion. Estas fracciones subcelulares se obtienen generalmente mediante varios pasos de
centrifugacion y sedimentacién (Teijén et al., 2005).

Los métodos de homogenizacion permiten romper las células y extraer su contenido, la
eleccion depende del tipo de tejido y organismo que se emplee como fuente de la proteina. Los
métodos de separacion se basan en propiedades especificas de la proteina en estudio. Estos métodos
aprovechan las propiedades como: las cargas, tamafio, solubilidad o incluso que posean sitios
especificos de union para algan compuesto (Teijon et al., 2005).

Existen diversos métodos de acuerdo a las propiedades de las proteinas en estudio o de los
intereses que éste persiga:

e Métodos que dependen del tamafio o la masa:

- Ultracentrifugacion

- Electroforesis SDS-PAGE

e Método de velocidad de sedimentacién: permite determinar la masa molecular de las

proteinas.

e Métodos que dependen de la carga:

- Cromatografia de intercambio i6nico

- Electroforesis

e Métodos que dependen de la presencia de sitios de union especificos:

- Cromatografia de afinidad

- Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
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2.2.3. Solubilidad y precipitacion de proteinas

La solubilidad de una proteina se encuentra en funciéon de la composicién iénica del medio, de
la fuerza iénica, pH, de las proporciones y distribuciones de los grupos hidrofilicos polares y de los
hidrofébicos no polares en la molécula, asi como del momento dipolar de la proteina y la
temperatura. Los grupos polares i6nicos de las moléculas de proteinas entran en interacciéon
electrostatica dentro de la misma molécula y con moléculas circundantes tendiendo a formar
agregados, disminuyendo la solubilidad. Esta interaccién entre grupos cargados de las proteinas
disminuye en agua pura con una constante dieléctrica alta, es decir, el grado de interaccion es
inversamente proporcional a la constante dieléctrica del disolvente. Las moléculas polares del agua
entran en interaccién con los grupos polares de las proteinas y tienden a aumentar su solubilidad
(Teijon et al., 2005).

Si se le agrega a una soluciéon de proteinas en agua pura, pequefas cantidades de sal, disminuye
el coeficiente de actividad de la proteina y su solubilidad aumenta. A este fenémeno de disolucién
salina también se le conoce como “salting in”, producido por las fuerzas de atraccion entre los iones
de la proteina y los iones de la sal. En concentraciones bajas de sal el aumento del logaritmo de la
solubilidad de la proteina es proporcional a la fuerza iénica del disolvente. El “salting in” se explica
porque al afiadir una pequefia cantidad de iones extrafios, aumenta el desorden molecular, la entropia
se hace mayor y no habiendo variacién de la entalpia, el cambio de energia libre es negativo y esto
supone una tendencia espontdnea al aumento de solubilidad (Teijon et al., 2005).

Por otro lado, a concentraciones elevadas de sales muy solubles como el sulfato aménico, se
observa el fenémeno de precipitacion salina o “salting out” de las proteinas, provocada por la
disminucién de la actividad del agua, lo que a su vez también disminuye las interacciones
solubilizantes entre el agua y los grupos de las proteinas. Al aumentar la cantidad de iones extrafios,
la interaccién proteina-proteina se hace mayor que la interaccién proteina-agua, baja la movilidad de
las cargas proteinicas y por tanto, las proteinas precipitan (Teijon et al., 2005).

La fuerza iénica baja hace que una proteina se solubilice, pero cuando esta fuerza se eleva,
entonces disminuye la solubilidad y la proteina precipita. El pH también influye en la solubilidad de
la proteina. Las proteinas también pueden precipitarse de sus soluciones por diversos iones positivos
0 negativos. Los iones positivos de uso mas comun para precipitar proteinas son los de metales
pesados como Zn**, Cd++, Hg** y Fe**, etc. Estos iones precipitan proteinas de soluciones a pH
superior al isoeléctrico de cada proteina, dado que a este pH la proteina est4 disociada como proteina

negativa que se combina con el i6n metédlico positivo puede dar un precipitado insoluble de

L

proteinato del metal (Teijon et al., 2005).
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2.2.4. Lectinas

En 1888, Stillmark descubri6 el efecto hemaglutinante que producian extractos de semillas de
castor (Ricinus communis), denominando a la proteina responsable como Ricina (RCA) vy
posteriormente Hellin, descubri6 la abrina (APA) en semillas de Abrus precatorius, por las mismas
caracteristicas hemaglutinantes (Ohba et al., 2004). Pero fue hasta 1963 que Abu y colaboradores
hicieron un importante descubrimiento: las lectinas de plantas pueden distinguir entre células
normales y células malignas debido a las diferencias entre sus superficies (Aub et al., 1963).

Las lectinas [de lego, legere (lectum)= leer, escoger, seleccionar (Bruneton, 2001)] son
glicoproteinas de origen no inmunolégico (no inducido), las glicoproteinas son proteinas que poseen
la propiedad de enlazarse especifica y reversiblemente a carbohidratos, en forma libre o formando
parte de estructuras mas complejas, sin mostrar actividad enzimaética. Poseen al menos dos sitios de

unién, pudiendo enlazarse a un aztcar especifico y a una molécula glicosilada (Goldstein et al., 1980).

Figura 18. Estructura de lectina VFA (Reeke, G. & Becker, J., 2005)

Muchas lectinas son capaces de aglutinar eritrocitos, de ahi que se les conozcan también como
hemaglutininas o fitohemaglutininas (por ser de origen vegetal) y varias de ellas lo hacen con
especificidad de grupo (Bruneton, 2001), sin embrago también tienden a aglutinar a otro tipo de
células a las cuales se unen como linfocitos, espermatozoides, plaquetas, bacterias y virus (Goldstein
et al., 1980).

Se les han encontrado en microorganismos, hongos, animales y plantas. En estas tltimas, la
mayoria de las lectinas se encuentran en los cotiledones y endospermos de las semillas, constituyendo
cerca del 2 a 10% del total de sus proteinas (Hernandez, 1999) y se forman durante la maduracion
(Bruneton, 2001). Se ha sugerido que algunas de las funciones que desempefian dentro de las plantas
son:

e
s
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Regulacion fisiologica

Defensa mecénica contra microorganismos

Almacenamiento de proteinas

Transporte de carbohidratos

Estimulacion mitogénica

Reconocimiento de bacterias fijadoras de nitrégeno del género Rhizobium, etc. (Castillo-

Villanueva, A. y Fikrat, A; 2005).

En la actualidad, las lectinas han adquirido gran importancia en el campo de la Genética,

Bioquimica, Biologia celular, Biomedicina e Inmunologia, dada su capacidad de combinacién con

diversos glicoconjugados presentes en las superficies celulares, ademas de que sus propiedades

mitogénicas permiten su empleo en estudios con base a la proliferacion de linfocitos en cultivos, tales

CcoOmao:

Evaluacién de la produccién de citoquinas (interferéon e interleucinas), asi como la
expresion de sus receptores en sobrenadantes de sueros de pacientes con enfermedades
con alto impacto social (Erickson et al., 1995; Itichi et al., 1996).

Caracterizacion de aspectos relacionados con la respuesta inmunitaria e inmunosupresiéon
Interaccién entre virus, susceptibilidad y resistencia a estos (Baveja et al., 1995; Segerson,
1995).

Evaluacion de la efectividad de terapias antirretrovirales de acuerdo con la respuesta de
los linfocitos a la estimulacién con lectinas antes y después del tratamiento (Casseb et al.,
1995).

Analisis de funciones linfoproliferativas y citotéxicas en células mononucleares causadas
por drogas.

Anadlisis de la influencia nutricional en la proliferacion de linfocitos y su cinética de
proliferacion (Lahfa et al., 1995).

Induccién de genes en linfocitos (Schwarz et al., 1995).

Deteccion de anormalidades cromosémicas (Tomasseti et al., 1995).

Pero el estudio de las lectinas también ha jugado un rol importante en la terapia contra el

cancer (quimioterapia), ya que diversos estudios in vitro e in vivo, con diferentes lectinas de plantas,

han demostrado su actividad antitumoral por medio de la inhibicién del crecimiento tumoral ademas

de un efecto anticarcinogénico, por inhibicién de la induccién de cancer por agentes carcinégenos.

Existen trabajos en los que se experimentan con diferentes lectinas provenientes de plantas en

L
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diferentes tipos de cancer (Tablas 3 y 4), tratando de dilucidar los mecanismos de accion de éstas,

descubriéndose que varian segin diversos factores (Castillo-Villanueva, A. y Fikrat, A., 2005).

Sin embargo, a pesar de que se han descrito a las lectinas en su actividad antitumoral, es
importante mencionar que existen vegetales que deben su toxicidad a la presencia de estas. Aunque
las lectinas son toxicas tnicamente por via parenteral, algunas son poco atacadas o no por enzimas
del tracto digestivo (Bruneton, 2001). Al ingerirse leguminosas mal cocinadas, con fitohemaglutininas,
éstas se unen a las membranas de las células del tubo digestivo produciendo nauseas, vomitos y en
ocasiones, molestias abdominales e incluso puede progresar hasta shock; la intoxicacion por

absorcion se manifiesta de 2 a 3 h después de la ingestion.

Las fitohemaglutininas son especialmente abundantes en las judias rojas (Phaseolus vulgaris),
hasta el extremo de que bastan media docena de judias mal cocinadas para producir efectos nocivos,
ya que las lectinas se desnaturalizan por coccién (Bruneton, 2001). Las alubias blancas contienen
solamente alrededor de un tercio de la cantidad de toxina que poseen las rojas, mientras que las habas

menos del 10%.

Tabla 3. Mecanismos de accion de lectinas de plantas en

células malignas in vitro (Castillo-Villanueva, A. y Fikrat, A; 2005)

LECTINA MECANISMO DE ACCION TIPO
PHA (Phaseolus vulgaris) Inhibicién del crecimiento de tumores Linfoma ascitico de
raton
SBA (Glycine max) Fortalecimiento del sistema inmunitaria del huésped Linfoma ascitico de
raton

Ratén con células de

TMA Iy Il (Triholoma

Inhibicién del tumor y prolongacion de la vida de los

mongolicum) animales sarcoma 180
GS-1 (Griffonia Inhibicién del crecimiento de tumor Ratén con células
simplicifolia) asciticas Ehrlich

VCA (Viscum album, L
coloratum)

Inhibicion del crecimiento de tumores y metastasis por el
incremento de la apoptosis y la inhibicién de la
angiogenesis

Ratoén inoculado con
células de melanoma
B16-BL6

KML-C (Korean

mistleotoe; Viscum album

coloratum)

Actividad inmunomoduladora para fortalecer el sistema
de defensa del huésped, efecto en metéstasis asociado a
muerte natural y macréfagos

Melanoma de ratén,
carcinoma de colon y
linfoma

ML-1 (Viscum album)

Efecto antitumoral con reduccidn del crecimiento del
linfoma trasplantado

Ratén con tumores de
linfoma no-Hodgkin

/f’
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Tabla 4. Mecanismos de accion de lectinas de plantas
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en células malignas in vivo (Castillo-Villanueva, A. y Fikrat, A; 2005)

LECTINA MECANISMO DE ACCION LINEA TIPO
CELULAR
PHA-L Inhibicién del crecimiento a altas LoVo, HCT- Cancer colorectal
(Phaseolus concentraciones 15, SW837 humano
vulgaris)
Con A Inhibicion del crecimiento a altas LoVo, HCT- Cancer colorectal
(Concavalina A) concentraciones 15, SW837 humano
GSA (Griffonia  Estimula el crecimiento celular a altas y SW837, LoVo  Cancer colorectal
simplicifolia I-A)  bajas concentraciones. Inhibe el humano
crecimiento celular a altas
concentraciones
WGA (Triticum  Inhibicién del crecimiento a altas LoVo, HCT- Cancer colorectal
vulgare) concentraciones 15, SW837 humano
DSA (Datura Induccion de diferenciacion irreversiblee  C6 glioma, Glioma de rata,
stramoniuim) inhibicién de proliferacion U251, SNB-75, tumor de cerebro
SNB-78 humano
VCA (Viscum Inhibicién del crecimiento dosis- Molt-4 T linfoblastico
dlbum, L dependiente humano agudo
coloratum)
Inhibicién de proliferacion dosis Melanoma
dependiente, con induccién de apoptosis ~ B16-BL6 metastatico
Induccion de la apoptosis a través de la Leucemia
caspasa-3 HL-60 promieloide aguda
Inhibicién de la telomerasa SK-Hep-1, Hepatocarcinoma
Hep3B humano
Induccion de apoptosis por la A253 Cancer humano

defosforilacién de Akt

ML-I (Viscum

Induccién de apoptosis: inactivacion

Jurkat T-cell,

Leucemia humana

dalbum) intracelular de caspasas BJAB B-cell
ABL (Agaricus Inhibicién de proliferaciéon sin
bisporus I) citotoxicidad, se internaliza y HT29 Adenocarcinoma de
selectivamente bloquea la importacién de colon humano
proteinas nucleares dependientes de NLS
a través de Orp-150 truncada
VFA (Vicia faba)  Inhibicién de la proliferacion no asociado ~ LS174T, SW Cancer de colon
a citotoxicidad, posible interacciéon conla 1222 y HT29 humano
molécula de adhesion epCAM
AAL (Agrocybe  Induccién de apoptosis con actividad de  HelLa, SW480, Cénceres humanos
aegerita) ADNasa SCG-823,
HL-60, S-180 Sarcoma de raton
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2.3. Vicia faba (HABA)

2.3.1. Caracteristicas y generalidades
Las leguminosas, poseen un importante lugar en la dieta de muchas regiones alrededor del
mundo entre ellos, México (Messina, 1999). Comtnmente conocida como haba, haba de mayo,
haboncillo, faba o baba, su nombre cientifico es Vicia faba y pertenece a la familia de las leguminosas.
Esta planta es nativa de la regién del mediterraneo y es una de las plantas de cultivo conocidas mas

antiguas, cuya produccion se extiende a épocas prehistoricas.

Se trata de una planta facil de cultivar y muy prolifera en zonas templadas, empleada para
consumo humano tanto en fresco como en seco. Es una planta robusta que desarrolla follaje
abundante, es una dicotiledénea anual, puede alcanzar hasta 1.5 m de alto (segtn la variedad), posee
un tallo grueso, de color verde grisaceo que pertenece a la familia de las fabaceas (papiliondceas).
Posee hojas compuestas de uno a tres pares de hojas grandes, elipticas que terminan siempre en hoja
par, con un pequeho apéndice agudo. Produce flores grandes, blancas con una coloracién negra a

cada lado, agrupadas en corto nimero sobre un pequerio rabillo (Infoagro, 2008).

Figura 19. Planta de Vicia faba (Haba) (Infoagro, 2008)

Su fruto es tipo legumbre, en vainas de longitud variable (hasta méas de 35 cm), con un ntimero
de granos que varia de 2 a 9, cuyo crecimiento se produce de forma simultdnea a la elongacién de la

vaina, la cual, antes de la maduracién, es perfectamente comestible. Los granos inmaduros van

o
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incrementando su tamafio hasta alcanzar su madurez 6ptima para su consumo en verde con una
humedad de 72 a 74 % en promedio. Una vez alcanzada su madurez, el color de los granos o semillas
es verde amarillento, y entonces comienza un rdpido descenso en el contenido de humedad, tomando
un color cada vez mds opaco, menos verdoso (amarillento), se endurecen y ganan almidén, motivo

por el cual deben recolectarse antes de su maduracién (Lagordo, 2003).

Existen ejemplares cultivados para forraje y pertenecen a las variedades botdnicas minor y

equina, semillas que son de menor tamafio que las empleadas para consumo humano (var. major).

La limpieza de las semillas implica un proceso largo y ofrecen un bajo rendimiento en peso al
“pelar” la vaina. Son recolectadas y seleccionadas a mano, eligiendo las mejores vainas que son de
tamafio mediano, gruesas, crocantes, poseen un color verde intenso y brillante; las semillas dentro de
éstas deben presentar un desarrollo uniforme. El grado de madurez se evidencia por el grado de
humedad. Se comercializan sin proceso industrial alguno presentdndose en forma fresca o seca, esta

altima implica el secado de las vainas en la propia mata (Infoagro, 2008).

2.3.2. Contenido nutricional y propiedades medicinales

Diversos estudios han considerado al haba como una leguminosa de alto valor nutritivo,
pudiéndose caracterizar un alto contenido en proteinas, vitaminas del grupo B, minerales, fibra y
muchos otros compuestos definidos como no-nutrientes (Chau et al., 1997; Igbal et al., 2006; Prakash
et al., 2001). Se ha informado sobre una alta variacién en su contenido proteinico, que puede variar en
un 20 a 41 %, influenciado por factores tanto genéticos como ambientales; por ejemplo, se ha
detectado un mayor contenido proteinico durante el invierno que en la primavera
(www.hort.purdue.edu). Por tal motivo, es empleada principalmente para consumo humano, aunque
minoritariamente también como alimento de ganado y aves de corral, que en comparacién con el
guisante forrajero, puede resultar menos productivo, pero presenta mayor valor nutricional por su

contenido de carbohidratos y proteinas, sin contar los factores que facilitan su recoleccién.



Tabla 5. Composicién quimica de Vicia faba (haba) en126 g

(www.nutritiondata.com)
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INFORMACION CALORICA PROTEINAS Y AMINOACIDOS

Calorias 465 K] | Proteinas 10g

Carbohidratos 330 KJ

Grasa 32.2KJ | CARBOHIDRATOS

Proteina 102 K] | Carbohidratos totales 22¢g
Fibra 3%

VITAMINAS

Vitamina A 420U | GRASAS Y ACIDOS GRASOS

Vitamina C 47 mg | Grasas totales 09¢g

Vitamina Bl 0.4mg | Grasas saturadas 01g

Vitamina B2 0.3 mg | Grasas Monoinsaturadas 01g

Tiamina 0.2mg | Grasas poliinsaturadas 04g

Riboflavina 0.4mg | Total de acidos grasos omega-3 37.8 mg

Niacina 2.8 mg | Total de acidos grasos omega-6 393 mg

Folato 186 mcg

Acido pantoténico 03mg | MINERALES
Calcio 46.6 mg
Hierro 2.0mg

ESTEROLES Magnesio 41.6 mg

Fitoesteroles 27.7 mg | Fosforo 163 mg
Potasio 418 mg
Sodio 31.5mg

OTROS Zinc 1.3 mg

Agua 975¢g Cobre 0.5mg

Cenizas l4g Manganeso 0.8 mg
Selenio 1.0 mcg

La forma mas comutn de preparacion de habas es cocinandolas en agua, con o sin cascara y
hierbas aromaticas. Las habas frescas o secas, son un buen ingrediente para sopas, puré, ensaladas y
platillos en general, conservando su valor nutricional segtin estudios realizados, en los que se han
demostrado que su contenido en aminoacidos no es alterado por tratamientos, como la coccién
(Lisiewska et al., 2007).

Desde la antigiiedad, el cultivo del haba ha tenido un interés tnicamente de tipo alimenticio,
dado que en la medicina tradicional no se le reconocen propiedades medicinales algunas. Sin
embargo, desde hace algtin tiempo, los estudios han demostrado que algunos mitégenos como las
lectinas, derivados de leguminosas como el haba, pueden actuar sobre el sistema inmunolégico

modulando su respuesta (Wimer, 1998), y el descubrimiento de sus actividades antitumorales

L
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(Castillo-Villanueva, A. y Fikrat, A., 2005), han llamado la atencién al estudio de leguminosas como

el haba, cuyos estudios ya han comenzado a dar frutos, con importantes descubrimientos como:

Recientes estudios han demostrado un efecto anticonvulsivante del extracto de Vicia faba
(Mustafa, A. & Alj, A., 2008)

Es rica en tiramina, lo que podria evitar la captura de los inhibidores de la
monoaminoxidasa (MAOI) (www.answers.com).

Las habas crudas, contienen vicina y convicina, los cuales pueden inducir una anemia
hemolitica en pacientes con una condicion hereditaria que consiste en la deficiencia de la
enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDD) (Gerald et al., 1999).

El consumo de habas puede tener un efecto mortal en personas con “favismo”, que es un
desorden de tipo hereditario y se presenta principalmente en poblaciones originarias del
sur de Europa, Africa y Asia. Es producido por una deficiencia de la enzima G6PDD, que
impide la digestiéon de sus proteinas (lectinas) como anteriormente se ha mencionado,
especialmente en casos cuando las habas se encuentran crudas o parcialmente cocinadas.
Los sintomas presentados por los pacientes, son similares a los de hepatitis toxica aguda e
influenza, afectando principalmente a varones y nifios (www.sica.gov.ec).

También poseen altos contenidos de L-dopa, utilizada en el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson (Vered et al., 1997).

Se ha descubierto que la L-dopa también es un agente natriurético, por lo que el haba
podria ayudar en el control de la hipertension (Vered et al., 1997).

Puede ser empleada como una alternativa natural del Viagra, ya que se ha citado una
relacion entre la produccion de la L-dopa y el libido en el humano (Emmerson, 2006).

Vicia faba también posee un valor como herramienta en Genotoxicologia ya que desde
1920, es utilizada para la evaluacién de aberraciones cromosémicas, empleandose también
en ensayos como Microntcleos e Intercambio de Crométidas Hermanas para la deteccion
de diversos agentes genotoxicos (Kanaya et al., 1994; Cotelle et al., 1999).

Un descubrimiento relevante, es la capacidad de la lectina de Vicia faba, denominada VFA,
para estimular la diferenciacion de una linea celular no diferenciada de cancer de colon, en
el interior de las estructuras glandulares; incrementa la diferenciacién morfolégica
disminuyendo el fenotipo maligno de las células de cancer colorectal, ademéds de inhibir la
proliferacion de diferentes lineas celulares de cancer de colon por interaccién con la

molécula de adhesion epCAM de células epiteliales, confiriéndole una accién protectora

i

contra este tipo de cancer (Jordinson et al., 1999).
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24. GENOTOXICOLOGIA
24.1. Antecedentes

La Genotoxicologia o Genética Toxicolégica, es una rama de la Toxicologia cuyo objetivo es
identificar agentes genotoxicos, es decir, aquellos con toxicidad dirigida hacia el material genético de
un organismo vivo; ademas de analizar y detectar las propiedades de dicha sustancia que le confieren
la capacidad de interaccionar con el material genético (Brusick, 1980; Kilbey, 1978).

En 1927, H. ]J. Muller, descubri6 que los rayos X podian causar mutaciones en Drosophila
produciendo rearreglos en el orden de los genes, lo que propicié el descubrimiento de agentes
mutagénicos, su estudio, desarrollo de nuevos métodos de identificacion, asi como, formulacién de
nuevas teorias y postulados en el campo de la Genotoxicologia.

Standler, en 1928 demostré que las mutaciones podian ser inducidas utilizando los Rayos X y
Radio. En 1938 Sax, estudi6é los efectos de los Rayos X en Drosophila y Tradescantia, demostrando la
relacion entre el incremento de las aberraciones con la dosis de radiacién; y en 1940, a pesar del total
desconocimiento de la arquitectura molecular de los cromosomas eucarioticos, sugirié que la ruptura
de los mismos, era un fenémeno indispensable para la formacién de las aberraciones cromosémicas.
Lea y Catcheside mostraron que la energia de radiaciéon determina el tipo y frecuencia de las
aberraciones cromosémicas después de observar que la radiaciéon de baja energia, causaba un débil
efecto en los cromosomas de Tradescantia (Garcia-Sagredo, 2008).

El afio de 1941, marcé una nueva etapa de la Genotoxicologia; Auerbach y Robson,
descubrieron el efecto mutagénico del gas mostaza, durante la 2* Guerra Mundial, el cual producia el
mismo tipo de lesiones a las provocadas por las radiaciones ionizantes. Este tipo de descubrimientos
realizados en la década de los afios 40, llevaron a la conclusién de que los dafios producidos en los
cromosomas son causados por agentes presentes en el medio ambiente, evidencidndose como
anormalidades estructurales. En el caso de la irradiacién, Sparrow observé una relacién lineal entre
dosis, las aberraciones cromosémicas y las mutaciones genéticas, lo que evidencié una clara relaciéon
entre las mutaciones y las aberraciones cromosémicas. (Garcia-Sagredo, 2008).

El parteaguas para la Genética Humana, fue primeramente el descubrimiento del ntmero
cromosémico humano realizado por Tjio y Levan (Hulten, 2002). Asi mismo Moorhead y
colaboradores, en 1960 realizaron una gran aportaciéon con la descripcion de un sencillo método para
la obtencién y estudio de los cromosomas humanos, lo que significé una invaluable ayuda en el
analisis de mutaciones, pudiéndose entonces, describir la causa de Sindromes como Down,
Klinefelter y Turner, asi como, el descubrimiento del cromosoma filadelfia causante de la Leucemia

Mieloide Croénica (Garcia-Sagredo, 2008).
+
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Durante la década de los afios 60, Tough y colaboradores, asi como otros autores, describieron
las aberraciones cromosémicas producidas por las radiaciones ionizantes, paralelamente Hamper y
Ellison describieron las aberraciones cromosémicas causadas por virus. Ademds, comenzaron a
analizarse los efectos mutagénicos de algunos antineoplasicos tales como metotrexate y 6-
mercaptopurina, y algunos antibiéticos con accion sobre el DNA, presentando resultados positivos.

Para la década de los afios 70, dos factores impulsaron el rapido desarrollo de Ia
Genotoxicologia: disponer de bacterias genéticamente definidas con mutaciones en genes
particulares, asi como, el empleo de sistemas de activacion metabdlica in vitro, que permitié la
obtencién de metabolitos electrofilicos reactivos con el DNA. Ames, publicé los primeros estudios
que demostraban que un elevado porcentaje (60 a 90 %) de sustancias identificadas como
carcinogénicas en estudios con animales, se comportaban también como agentes mutagenos en los
sistemas bacterianos (Bello, J. & Lopez de Cerain, A., 2001).

Otro importante descubrimiento, fueron los agentes capaces de alterar el proceso natural de
divisién y segregacion cromosémica durante la meiosis, produciendo la no disyuncién y por tanto un
desbalance que originan trisomias o monosomias. Wassom en 1989, analiz6 los estudios realizados en
agentes quimicos capaces de producir mutaciones principalmente sobre las células germinales con el
consecuente riesgo que esto implicaba (Wassom, 1989).

Debido a los numerosos grupos de investigacion y a los descubrimientos en materia de
Genotoxicologia y Citogenética, en 1964 surgi6 el Journal Mutation Research, el cual reunié importantes
publicaciones. La Enviromental Mutagen Society creada en Estados Unidos, naci6é en 1969 y un afio
después, en el mes de mayo, ésta reconocié formalmente a la Genética Toxicolégica como una
disciplina; en este mismo afio, surgié también la European Enviromental Mutagen Society (Wassom,

1989).

2.4.2. Importanciay aplicaciones

Existe una gran relacion entre la Citogenética humana y la Genotoxicologia. Cada uno de sus
avances y descubrimientos convergen en su aplicacion en la Genética Clinica y los procesos de
Mutagénesis, desde el empleo de biomarcadores citogenéticos, los cuales fueron introducidos y
aceptados (Garcia-Sagredo, 2008).

Hacia finales de la década de los afios 60, la lista de quimicos mutagenos, incluia ya mas de
200 sustancias capaces de producir aberraciones cromosémicas en humanos, al mismo tiempo que
surgia el término de clastégeno. El andlisis citogenético de las aberraciones cromosémicas en cultivos

de células somaticas, es considerado uno de los métodos primarios para la evaluaciéon de la inducciéon
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de Mutagénesis en mamiferos. El cultivo de linfocitos humanos es utilizado como un indicador de

dafio genético cuando se produce una exposicién a determinado agente in vivo o in vitro (Meisner et

al., 1987).

Las pruebas utilizadas en Genética Toxicolégica son empleadas también para el Diagndstico
de Sindromes de Inestabilidad cromosémica tales como Anemia de Fanconi, Xeroderma Pigmentoso,
Ataxia Telangiectasia o la determinacién de los Intercambios de Cromatidas Hermanas (ICH) para el
diagnostico del Sindrome de Bloom, en los que las aberraciones cromosémicas 6 el incremento de los
ICH son observados. En realidad, la Citogenética es una coleccién de pruebas de gran utilidad a nivel
de Clinica Diagnostica, ya que son las primeras pruebas que pueden realizarse en recién nacidos con

malformaciones o nifios con retraso mental (Garcia-Sagredo, 2008).

Por tanto, la Genotoxicologia posee gran importancia y puede emplearse en:

- Capacidad de prediccion de Céncer mediante la relaciéon entre la Genotoxicidad e
iniciacién de una neoplasia (Garcia-Sagredo, 2008).

- Identificacién de nuevos agentes genotdxicos que pudiesen entrar en contacto con la
poblacién en general y su probable mecanismo de accién.

- Evaluacion de nuevos agentes terapéuticos, sobre el dafio genotdxico que pudieran
producir sobre el organismo.

- Monitoreo de personal de alto riesgo de tipo ocupacional (Chandrasekhar et al., 2006).

- Empleo en la Agricultura, Industria e inclusive el d&rea Cosmética (Montero et al., 2006;
Kirkland et al., 2005).

- Evaluacion de la accién de agentes antigenotdxicos como los antitumorales,

antioxidantes, etc.

Pero ademas de todo esto, no solamente tiene la mision de identificar los agentes genotodxicos,
sino que ademads, instituir nuevos métodos para la evaluacion del peligro e impacto que estos
pudiesen tener sobre el material genético (Sasaki, 1982), fenémeno observado cada vez con mayor

frecuencia.
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2.5. ENSAYO DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS
2.5.1. El Acido Desoxirribonucleico (DNA)

En 1953, ]J. Watson y F. Crick en la revista Nature, escribieron: “Queremos sugerir una
estructura para la sal del acido desoxirribonucleico (D.N.A.). Esta estructura presenta rasgos
novedosos que son de un interés biolégico considerable” (Griffiths et al., 2000).

El Acido desoxirribonucleico (DNA), es considerado como el material fundamental del que se
encuentran compuestos los genes, siendo el principal portador de la informacién genética. Se trata de
una macromolécula que normalmente se encuentra conformada por cadenas polinucleotidicas
antiparalelas unidas por puentes de hidrégeno, en la que el residuo azacar es la desoxirribosa
(Griffiths et al., 2000; Klug et al., 2006).

El DNA posee cuatro caracteristicas fundamentales: capacidad de replicacién, almacenaje de la
informacién, expresion de dicha informacién y variacién por mutacion, las cuales le confieren la
calidad de material genético (Klug et al., 2006). Este acido nucleico, se encuentra conformado por
nucleétidos que son las unidades de repeticién bésica de una cadena de DNA (Strachan, T. y Read,
A., 2004). Los nucleétidos estan formados por tres componentes: una base nitrogenada, un aztcar

pentodsido (de cinco carbonos) y un grupo fosfato.

Figura 20. Estructura de nucleétidos. En color azul se presenta la base nitrogenada (adenina),

en amarillo el aztcar (desoxirribosa) y el grupo fosfato en rojo (Klug et al., 2006)

Existen dos tipos de bases nitrogenadas (Strachan, T. y Read, A., 2004):

e Purinas: incluyen la Adenina y Guanina, que poseen dos anillos heterociclicos engranados.

/f’
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H H

Figura 21. Estructura quimica de las purinas (Klug et al., 2006)

e Pirimidinas: Citosina, Timina y Uracilo (en el caso del RNA); poseen solamente un anillo.

B0

Figura 22. Estructura quimica de las pirimidinas (Klug et al., 2006)

El nombre de los acidos nucleicos, se debe a la presencia del azicar pentésido: el acido
ribonucleico o RNA contiene ribosa, mientras que el acido desoxirribonucleico o DNA contienen

desoxirribosa.

Figura 23. Estructuras quimicas de la ribosa (RNA) y 2-desoxirribosa (DNA) (Klug et al., 2006)

La estructura primaria de una molécula de DNA consiste en residuos de aztcar y grupos

fosfato, alternados en forma de enlace 3’, 5'-fosfodiéster, es decir, un grupo fosfato une el atomo del

W

carbono 3’ de un aztcar, con el &tomo de carbono 5" del aztcar contiguo.
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Figura 24. Unién de nucledtidos mediante el enlace fosfodiéster 3'-5' (Klug et al., 2006)

La estructura secundaria del DNA es una doble hélice en la cual se encuentran unidas entre si
dos moléculas de DNA por enlaces de hidroégeno débiles para formar un DNA duplex. El enlace de
hidrégeno ocurre entre las bases opuestas lateralmente y los pares de bases (pb) de ambas cadenas
siguen las reglas de Watson-Crick: se enlazan de manera especificala A con Ty C con G (Strachan, T.

y Read, A., 2004).

Par de bases adenina-timina

‘d\ C-1"dela

C-1" del c 1“d I desoxirribosa desoxirribosa
- e la = e la

f e Guanina Citosina
desoxirribosa desoxirribosa
Adenina Timina - - = Puente de hidrégeno

Figura 25. Enlaces formados entre A y T (izquierda) y G y C (derecha),

unidas mediante enlaces de hidrégeno (Klug, et al., 2006)

El DNA puede adoptar diferentes tipos de estructuras helicoidales, pero en condiciones
fisiolégicas la mayoria del genoma eucariotico es de la forma B-DNA (hélices que forman un espiral y
gira en forma dextrdgira), en la que cada cadena helicoidal tiene una vuelta completa de 3.4 nm. Al

formarse los enlaces fosfodiéster entre los residuos de azticares sucesivos, un extremo 5 de cada
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cadena de DNA posee un residuo de aztcar terminal, mientras que el otro extremo se denomina 3’
por la ausencia del enlace fosfodiéster en el atomo de carbono nimero 3’ del residuo de aztcar
terminal. Se dice que las dos cadenas de DNA duplex son antiparalelas porque siempre se relacionan
en forma: 5’-3" de una cadena, con otra 3’-5’, siendo la opuesta a su compafiera (Strachan, T. y Read,

A., 2004).

Figura 26. Estructura doble hélice del DNA, presenta sus caracteristicas estructurales: el esqueleto aztcar fosfato, las
uniones entre los pares de bases nitrogenadas (10 pb por vuelta), su caracter antiparalelo y la disposicién horizontal de

las bases (Klug, et al., 2006)

En las células eucariotas, el DNA y proteinas asociadas a él, llamadas histonas, forman
complejos, formando estructuras nucleoproteicas denominadas cromosomas, que se encuentran
formados por fibras de cromatina estrechamente espiralizadas y sélo son visibles al microscopio
optico durante la fase de mitosis, sin embargo, durante la interfase del ciclo celular, esta cromatina se

despiraliza y los cromosomas no pueden ser observables. Durante la interfase, la cromatina se
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encuentra dispersa en el ntcleo, y se replica el DNA de cada cromosoma, pero al continuar el ciclo
celular, gran parte de las células vuelven a entrar en mitosis, en la que la cromatina se espiraliza de
nuevo en cromosomas visibles. Se dice que esta condensacién implica una contraccién de unas 10 000

veces para cada fibra de cromatina (Klug et al., 2006).

Nu

Hi

Figura 27. Asociacién entre histonas y DNA, esquema de enrollamiento de la cromatina

produciendo cromosomas condensados y visibles (Klug et al., 2006)

L
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El proceso de sintesis del DNA (replicaciéon), que ocurre durante la interfase del ciclo celular,
es de tipo semiconservativo, ya que durante este proceso ambas cadenas de DNA de cada
cromosoma, se desenrollan por acciéon de una helicasa y cada cadena de DNA dirige la sintesis de una
nueva cadena de DNA complementaria, formandose asi dos hijas daplex de DNA, cada una idéntica

a la molécula original o parental (Strachan, T. y Read, A., 2004).

VO

Figura 28. Modelo general de replicacién semiconservativa

del DNA (Strachan, T. y Read, A., 2004)

El DNA se replica durante la fase S del ciclo celular, donde se obtiene de cada cromosoma, un
duplicado asociado como crométida hermana unidas por el centrémero. Como ya se menciond
anteriormente, las croméatidas hermanas pueden ser visibles durante la profase tardia o metafase del
ciclo celular, antes de la segregaciéon para la formaciéon de las células hijas. De acuerdo a la

localizacion del centrémero, los cromosomas humanos pueden clasificarse en:

L
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Figura 29. Tipos de cromosomas basados en la posicién de su centrémero (Klug et al., 2006)

Los genes son unidades organicas que controlan la herencia y se encuentran arreglados
linealmente en los cromosomas, donde cada gen ocupa un sitio o locus especifico. Los cromosomas
son los elementos intracelulares que los transportan y son visibles en el microscopio 6ptico. Los
cromosomas se encuentran localizados dentro del niicleo de la célula; cada célula soméatica normal de
un individuo dentro de una misma especie, posee un namero fijo o constante de cromosomas, que en
los organismos de reproduccién sexual se denomina ntimero cromosémico diploide (2n). Por otro
lado, las células encargadas de la reproduccién, llamadas gametos, tiene un ntimero cromosémico

igual a la mitad del namero diploide, llamado ntimero haploide o simple (n).

Los humanos poseen 46 cromosomas en las células sométicas y 23 en los gametos (6vulo y
espermatozoide). De los 23 pares, 22 son comunes para ambos sexos y se denominan autosomas; el
par restante recibe el nombre de gonosomas 6 cromosomas sexuales: 2 cromosomas X en la mujer (46,
XX) y un Xy unY, en el varén (46, XY) (Salamanca, 1993). Pero los cromosomas no s6lo poseen un
namero constante en cada especie, sino que como ya se mostrd, presentan una estructura y forma

definidas.
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2.5.2. Los Intercambios de Cromatidas Hermanas (ICH)
Los ICH, son producidos por el intercambio reciproco de material genético entre las dos
cromatidas hermanas de un mismo cromosoma (Cornet, 2007), es decir, representan el intercambio
entre locus homologos, de DNA replicado. Estos intercambios, presumiblemente implican el

rompimiento, intercambio y reunién de regiones fisicas, entre las cromatidas (Oztas et al., 2007).

El mecanismo molecular por medio del cual se forman los ICH, atin no ha sido bien
dilucidado (Kanaar et al., 1998), aunque diversos autores a lo largo de los afios han propuesto
diversas formas mediante las cuales probablemente se lleven a cabo. Uno de los caminos propuestos,
es el que se explica en la figura 30. El paso 1y 2, ejemplifica una horquilla de replicacién préxima a
una ruptura en una de las cadenas en replicacién. Una vez que la horquilla de replicacién alcanza
dicha ruptura, la horquilla se rompe (paso 3), a lo que se produce una reparacién tomando como
molde la otra cadena sin ruptura (paso 4; la flecha negra curveada indica simplemente un giro para
facilitar la comprensién de los siguientes pasos); la sintesis contintia en la cadena rota 3" (paso 5),
mientras que Rad51, acttia como mediador para producir la invasion de la otra cadena a fin de seguir
con la sintesis (paso 6), produciéndose una conexién e intercambio entre ambas cadenas, con la
consecuente formaciéon de un ICH (paso 7). Una vez solucionado el problema, la replicacién en la

horquilla es restaurada y sigue su curso (paso 8) (Wilson, D & Thompson, L., 2007).

A través de los afios, se han desarrollado técnicas que permiten la evidenciaciéon de los ICH
aprovechando la caracteristica semiconservativa de la replicacion del DNA, ademas de que para su
evidenciacion es necesario tener dos divisiones sucesivas. Las primeras técnicas empleadas, utilizaban
colorantes fluorescentes, por lo que se requeria de un microscopio de fluorescencia, ademas de que la
fluorescencia se extinguia rdpidamente durante la observacion (Latt, 1973). Fue hasta 1974 que Perry
y Wolff, propusieron un nuevo método en el cual se empleaba ademés de la 5-bromo-2’-deoxiuridina
(BrdU) y el colorante 33258 de Hoescht, un buffer de solucién salina doble citratos (2x SSC a 60°C) y
el colorante de Giemsa (Perry, P. & Wolf, S., 1974).
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Figura 30. Probable mecanismo de formacién de ICH (Wilson, D & Thompson, L., 2007)

En esta técnica se adiciona BrdU, que es un andlogo de la base timidina y se incorpora en su
lugar de manera eficiente durante la elongacién de las cadenas del DNA en la replicaciéon (Wilson, D
& Thompson, L., 2007). Las células son tratadas con el colorante 33258 de Hoeschst, quien se une a la
BrdU intercalada en las cadenas de DNA; un posterior tratamiento de fotolisis, elimina los complejos
formados entre el Hoeschst y la BrdU, para dejar en su lugar huecos a lo largo de toda la cadena de
DNA y cuyas cargas logran estabilizarse mediante el empleo del buffer 2x SSC. La tincién con el
colorante de Giemsa tifie fuertemente las cromdtidas con mayor densidad de material genético
(original o que han sido sustituidas en menor cantidad con BrdU), mientras que las que presentan
una coloracién menor, es debido a que poseen una menor cantidad de material genético remanente
(Tucker et al., 1993), pudiéndose observar y analizar facilmente en un microscopio éptico de campo
claro. Al microscopio, en las metafases de segunda division, los cromosomas se observan con una
crométida fuertemente tefiida y otra clara, ademdas de que también pueden presentarse segmentos
intercambiados, lograndose su observaciéon mediante la diferencia en la coloracion de ambas

cromatidas; es asi como se pueden observar los ICH (Salamanca, 1993).
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Figura 31. Incorporacién de la BrdU a través de 3 ciclos de replicacién continua, esto gracias al tipo de replicacién
semiconservativa del DNA. Las hebras de color gris, representan las cadenas de DNA originales o no sustituidas con
BrdU, mientras que las de color rosa, ejemplifican las cadenas recién sintetizadas a las cuales la BrdU ha sido
incorporada. Se ilustra también, la forma en la que los cromosomas pueden observarse en metafases de 1a, 2ay 3a

division

Por tanto, el conteo de los ICH, se realiza en metafases de segunda divisiéon, ya que son en

estas donde se pueden observar los intercambios reciprocos entre las dos cromdtidas de un

cromosoma.
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Figura 32. Metafases de 1a, 2a y 3a division (izquierda a derecha), vistas al microscopio éptico y teiiidas con Giemsa

(Macias, 2009)
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Los ICH se clasifican en tres tipos, se pueden encontrar mas de un ICH dentro de un mismo

cromosoma:

TI"H trinla

I )

;

tidas
Nas

Figura 33. Tipos de ICH. Esquema de cromosomas de 2 divisién sin intercambios y

con intercambios: sencillo, doble y triple, que corresponde al,2y 3 ICH

Se ha observado, que los ICH ocurren de manera natural como un evento asociado a la
replicacién normal del DNA, estimdndose con una ocurrencia de 3 a 4 intercambios por cada ciclo y
por célula, en condiciones donde la incorporacién de la BrdU es muy bajo o igual a cero (Pinkel et al.,
1985; Stoilov et al., 2002). Un incremento de los ICH ocurre cuando un agente mutdgeno produce
lesiones al DNA (Madeiros et al, 2008), por lo que tanto las lesiones, como los defectos en los sistemas
de reparacion de éste, juegan un importante rol en la formacion de los ICH (Oztas et al., 2007). Dado
lo anterior se puede entender que, para que se produzcan los ICH es condicionante que se lleve a

cabo la sintesis del DNA, produciéndose durante la fase S del ciclo celular.

Para el andlisis de los ICH, es necesario tomar algunas consideraciones tales como: elegir
metafases de segunda division, que dichas metafases posean un nimero completo de cromosomas
(46), los cromosomas deben encontrarse méds o menos dispersos (el empalme entre éstos pueden
dificultar el conteo e incluso ocultar el verdadero niimero de ICH) y los cromosomas deben de poseer
un tamafo adecuado para la clara visualizaciéon de los mismos (evitar los cromosomas muy

pequenios).
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Figura 34. Metafase de segunda division de linfocitos humanos,

las flechas indican algunos ICH presentes (Mpountoukas et al, 2008)

Se ha demostrado que la prueba de ICH resulta ser muy efectiva para la identificacion de
mutdgenos de tipo S-dependientes y tipo UV, siendo menos efectiva para agentes G-dependientes.
Los agentes mutagénicos S-dependientes, son aquellos capaces de inducir rupturas en los
cromosomas (como los agentes alquilantes), requiriendo para esto que la célula atraviese la fase S (de

sintesis) del ciclo celular.

Los sistemas de anélisis de los ICH para la deteccién del dafio genético se han utilizado tanto
en sistemas in vivo en diferentes tejidos de animales intactos, como en sistemas in vitro en cultivo
celular. Tanto las pruebas in vivo e in vitro, poseen ventajas y desventajas; para la segunda, a

continuacién se mencionan algunas:
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Tabla 6. Ventajas y desventajas de los sistemas de prueba de ICH in vitro

(Stetka et al., 1976; Latt, S. & Shreck, R., 1980 Tucker et al., 1993)

VENTAJAS

DESVENTAJAS

de
experimentacién como rata, ratén, hamster, conejos,

peces 'y
necesarios para los sistemas in vivo.

- No se requiere el empleo de animales

plantas, insectos, embriones de pollo,

- Se reducen los costos de mantenimiento de los
animales de experimentacion, ademas del tiempo en su
cuidado y limpieza.

- Se de
administracion de la BrdU a los

eliminan los problemas manejo y

de

animales
experimentacion, durante tiempos prolongados.

- Pueden realizarse cultivos celulares a partir de un
gran namero de tejidos: fibroblastos, ovocitos, V79,
ovogonias de Hamster chino, lineas celulares de
como linfocitos

pulmén, piel fetal humana, asi

humanos.

- Facil obtencion de los tejidos empleados (ej. Linfocitos

humanos obtenidos de una muestra de sangre

periférica).

- Los sistemas in vitro, contribuyen enormemente al
desarrollo de la Genética Toxicoldgica.

- La técnica de obtencion de las células en los sistemas
in vitro, es relativamente maés facil que la empleada in
vivo pues no implica el sacrificio del animal de
experimentacion.

- Se requiere de cultivos celulares que
puedan realizar por lo menos, dos ciclos
celulares necesarios para la incorporacién
de la BrdU.
- Los medios de cultivo y reactivos
empleados producen, por si solos, ICH.

- No todos los mutdgenos y carcinégenos
son activos in vitro, por lo que se debe
adicionar al medio, microsomas hepéticos
para su activacién metabdlica.

- No es factible la determinaciéon de la
frecuencia espontanea de los ICH en cada
ciclo de division, sélo en cada dos.

- La dosificaciéon por concentracion
empleada en la técnica in vitro, suele ser
menos apropiada que la dosificaciéon por
peso en los sistemas in vivo.

- Técnicamente, la preparacion de las
figuras metafasicas a partir de sistemas in
vivo como las médula 6sea, resultan ser mas
simples y rapidas.

En los sistemas in vitro, como el cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica (empleado

en el presente trabajo), es necesario adicionar al cultivo celular, un agente mitogénico, como la PHA, a

fin de estimular la clonacion de las células; posteriormente, se debe adicionar un agente que logre

detener dichas células en metafase como lo logra hacer la colchicina, para poder visualizar los

cromosomas y analizarlos.
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2.5.3. Importancia de los ICH.

En 1975, en la revista Nature, se report6 que la prueba de ICH era un método rapido y sensible
método para la deteccion de agentes quimicos capaces de producir mutaciones cromosdémicas,
representando un nuevo y poderoso método para la detecciéon de mutdgenos ambientales (Wilson, D
& Thompson, L., 2007), en cuya época fué considerado uno de los métodos mads sensibles para

detectar dafio genético, hasta 100 veces mas sensibles que las aberraciones cromosémicas (Latt et al.,

1980).

Diversos agentes tanto fisicos como quimicos, asi como algunas enfermedades, producen un
aumento en la frecuencia de ICH (Oztas et al.,, 2007), enfermedades en las cuales se encuentran
implicadas inestabilidades cromosémicas y defectos en los sistemas de reparacién del DNA, que
generalmente desembocan en el desarrollo de tumores malignos, inclusive se han encontrado
aumentos de ICH en pacientes con carcinomas, por lo que se les ha relacionado con una alta
incidencia al desarrollo de cancer, tanto, que se ha propuesto su empleo como un biomarcador en
cancer (Bonassi, S. & Au, W., 2002). Ademads, como ya se ha mencionado anteriormente, la EPA
(Enviromental Protection Agency), considera esta prueba dentro de los métodos para la identificacion
de agentes carcinogénicos, como una prueba a corto plazo capaz de detectar un dafio primario al

DNA (Bello, J. y Lépez de Cerain, A., 2001).

El ensayo de ICH’s junto a otras pruebas como MN y AC, son considerados como marcadores
citogenéticos para la deteccion temprana de dafios al DNA causados por diversos agentes pudiéndose
emplear también como biomarcadores para la salud ambiental y ocupacional, examinando los efectos
genotoxicos que pidiesen inducir diversos xenobidticos presentes en los alimentos, medicamentos,
agua y el medio ambiente en general (Theodorakis, 2001; Serap et al., 2008; Mpountoukas et al., 2008;
Knudsen, L. & Hansen, A., 2007).



JUSTIFICACION

3. JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad que debido a su impacto sobre la salud humana y a la esperanza
de encontrar una cura, ha sido foco de esfuerzos intensos de investigacién durante décadas, los
cuales, a pesar de presentar notables avances en el conocimiento de las bases celulares y moleculares
del mismo, practicamente no tienen impacto en la prevencion o aumento de la tasa de supervivencia
de personas afectadas con la mayor parte de los tipos de cancer. Actualmente, se considera uno de los
mas importantes problemas de salud mundial y se ha reconocido como la tercera causa de mortalidad

en nuestro pais (INEGI, 2006).

En un intento por disminuir la tasa de mutaciéon en humanos y por lo tanto, de los procesos
neoplasicos, se ha tratado de identificar agentes antimutagénicos y anticarcinogénicos, para aumentar
la exposiciéon a éstos, especialmente a través de la dieta como parte de un tratamiento. Estos
antimutagenos, son sustancias capaces de contrarrestar el dafio mutagénico, independientemente de
los mecanismos involucrados, los cuales pertenecen a una gran variedad de familias quimicas tales
como: los fenoles, tocoferoles, acidos grasos, tioles y proteinas que en su mayoria, se han aislados de

diversos vegetales como por ejemplo, las leguminosas (lectinas).

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmunitario, fijadoras de carbohidratos
con capacidad hemaglutinante y de precipitacion de glicoconjugados. Desde los afios setenta, se ha

reportado la actividad antitumoral de lectinas de origen vegetal.

Dado que se han estudiado estas proteinas desde el punto de vista anticarcinogénico (Jordinson et
al., 1999), pero no se ha encontrado antecedentes sobre una evaluacién por medio de un ensayo
antigenotoxico, en el presente trabajo se busca realizar un estudio a cerca del efecto de un extracto
proteinico de Vicia faba (EpVf), sobre la frecuencia de ICH en un cultivo de linfocitos humanos, y con
esto dilucidar un poco més acerca del mecanismo antimutagénico, adjudicado a estas proteinas o

lectinas.
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4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto antigenotéxico del extracto proteinico proveniente de semillas de Vicia

faba (Haba), por medio del ensayo de ICH in vitro, y la identificacién de proteinas contenidas en dicho

extracto mediante electroforesis SDS-PAGE.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Obtener un extracto proteinico a partir de semillas de Vicia faba (EpVf), mediante el

método “salting in” o disolucién.

Liofilizar el EpVf obtenido, a fin de concentrarlo para utilizarlo en un cultivo celular de

linfocitos humanos extraidos de sangre periférica.

Determinar la eficiencia del proceso de liofilizacién en el extracto proteinico (EpVf)

mediante la cuantificacién de proteinas por el método de Biuret.

Determinar si el EpVf obtenido, posee un efecto Genotéxico por medio de la prueba de

ICH in vitro, empleando un cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica.

Determinar si el EpVf obtenido posee un efecto Antigenotéxico mediante el ensayo de ICH

in vitro, retdndolo con un potente mutdgeno como lo es la MMC.

Separacion e identificacion de proteinas presentes en el EpVf por electroforesis SDS-PAGE.

HIPOTESIS

Si el extracto proteinico obtenido a partir de semillas de Vicia faba (Haba) disminuye la

frecuencia de ICH in vitro, esto sugeriria que posee una accién antigenotdxica, y ésta podria

contribuir al efecto anticancerigeno adjudicado a las proteinas (lectinas) de esta leguminosa.
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5.

REACTIVOS

MATERIALES

*5-Bromodesoxiuridina
(5-BrdU)

¢ Aceite de inmersion

* Acido acético glacial

¢ Acrilamida

* Agua destilada y
desionizada

¢ Albumina bovina

* Alcohol etilico

* Azul de Coomasie R-250

*Bis-acrilamida

* Bisbenzimida Hoechst
33258

e Citrato tris6dico
dihidratado

* Colchicina

e Colorante de Giemsa

*Fitohemaglutinina
(PHA)

eFosfato de sodio
monohidratado

*Glicerol

*Glicina

*HCI concentrado

*Heparina

*KCl

*Medio de cultivo RPMI

* Metanol absoluto

* Mitomicina C (MMC)

e Persulfato de amonio

*Reactivo de Biuret

*SDS

*Solucién hipoténica de
NaCl al 0.9%

*Tris base
* 3-mercaptoetanol

EQUIPO

* Agitador-Parrilla
CORNING

eBalanza analitica
SCALTEC
INSTRUMENTS

eBano Maria GRANT
W14

*Campana de flujo
laminar

* Centrifuga IEC
Clinical

e Contador celular

*Equipo para
electroforesis Mini-
Protean Bio Rad

* Espectrofotémetro
SPECTRONIC 20D+
eIncubadora BLUE M

*Lampara de luz UV
Ultra-Violet Products
INC

eLiofilizadora
LABCONCO
FREEZONE 6

* Microscopio LEICA

¢ Potenciometro
CONDUCTRONIC
pH130

¢ Ultracentrifuga IEC
Centra MP4R

e Vortex SUPER-
MIXTER LAB-LINE
INSTRUMENTS, INC

pd

MATERIAL BIOLOGICO

* Sangre comple

* Semillas de Vi
faba (Haba)

P
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METODOLOGIA GENERAL

Extraccién de proteinas
a partir de semillas de
Vicia faba (Haba)

Evaluacion del IM, IR y
frecuencia de ICH's

Separacion e
Identificacién de
componentes del

EpVf, mediante
Electroforesis SDS-
PAGE

Cuantificacion de
proteinas mediante
Biuret antes y después
de proceso de:

Ensayo Antigenotoxico
del EpVf mediante
ICH's in vitro

METODOLOGIA GENERAL

Liofilizacion del EpVf{

Ensayo Genotoéxico del
EpVf mediante ICH's in
vitro
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METODOS Y PROCEDIMIENTOS

7. METODOS Y PROCEDIMIENTOS

7.1. Extraccion de proteinas a partir de semillas de Vicia faba (Haba)

Se pesaron 21.009 g de semillas de Vicia faba (haba) y se sumergieron en agua destilada durante
45 hrs a temperatura ambiente. Se licu6é con SSF hasta la obtencién de una pasta homogénea y se llevo
hasta 100 mL con SSF. La mezcla se refrigeré durante 24 hrs con agitaciéon ocasional. Transcurrido el
tiempo, se filtr6 empleando una gasa y posteriormente el filtrado se someti6 a un proceso de

Ultracentrifugacién a 11 000 rpm, 15 min, para la obtencién del sobrenadante (EpVf).

7.2.  Cuantificacién de proteinas por el Método de Biuret
Reactivos necesarios para la realizacion de la Curva Patrén de proteinas:
- Solucién Patrén de Albamina de concentraciéon 1 mg/mL
- Solucién hipoténica de NaCl al 0.9 %
- Reactivo de Biuret
Se realiz6é una curva patrén de proteinas empleando albamina (marca MCIB) como estdndar,
como se indica en la tabla 7; al mismo tiempo que se prepard un tubo problema con 0.1 mL de EpVf,

3.4 mL de NaCl y 1.5 mL del reactivo de Biuret.

Tabla 7. Preparacioén de la Curva estandar de proteinas.

TUBO | Albamina | NaCl | Biuret
(mL) | (mL) | (mL)
B 0 3.5 1.5
2 0.1 3.4 1.5
3 0.5 3.0 1.5
4 1.0 2.5 1.5
5 1.5 2.0 1.5
6 2.0 1.5 1.5
7 2.5 1.0 1.5

Los sistemas fueron incubados 10 min a 50 °C en bafio maria y posteriormente se leyeron sus
absorbancias en un espectrofotémetro a una A=540 nm. Se procedi6 a realizar una regresion lineal con

los valores de absorbancias obtenidas en la curva patrén para obtener la ecuaciéon de la recta e
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interpolar el valor de absorbancia obtenida de la muestra. Se efectuaron los calculos pertinentes para

la obtencion del valor de la concentracion de proteinas en la muestra del EpVf.

7.3. Liofilizacién del Extracto proteinico de Vicia faba (EpVf)
El EpVf obtenido fue repartido en frascos adecuados (pequefios y de color ambar), en alicuotas
no mayores a 10 mL y fueron congelados a -70 °C. Se introdujeron a un Liofilizador y fueron

sometidos a un proceso de liofilizado (programa predeterminado por el aparato), durante 78 hrs.

7.4. Ensayo Genotoxico y Antigenotoxico del EpVf mediante la frecuencia de ICH
in vitro
Se obtuvo una muestra de sangre de un individuo sano, sexo femenino, en ayuno y que no se
encontraba bajo tratamiento farmacolégico de tipo alguno, empleando una jeringa heparinizada. Se
adicion6 a cada frasco de cultivo lo correspondiente para el ensayo Genotdxico o Antigenotédxico,

segun correspondio:

ENSAYO GENOTOXICO

Tabla 8. Ensayo Genotoxico del EpVf, mediante la prueba de ICH in vitro, empleando cultivo de linfocitos humanos

CULTIVO MEDIO | SANGRE | PHA I EpVf | BrdU I COLCHN I
# RPMI (mL) (ML) | N | (uL) | L) | N 0.04% N
(mL) C C (uL) C
1 8 56 | 100 | U | 100 | — | U 500 U | C
2 8 56 | 100 | B | 100 | — | B 500 B |O
3 8 5-6 — | A J1w0] — ] A 500 A s
I 4 8 5-6 — | R 10| —- | R 500 R |E|
Il 5 8 5-6 100 — | 45 500 C|
I 6 8 56 | 100 | 24 | — | 45 | 465 500 15 |H|
I 7 8 56 | 100 | hrs | 100 | 45 | hrs 500 hrs | A ||
I 8 8 56 | 100 | 37°C | 100 | 45 | 37°C 500 37°C | R ||

wd
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ENSAYO ANTIGENOTOXICO

Tabla 9. Ensayo Antigenotoxico del EEVf, mediante la Brueba de ICH in vitro utilizando cultivo de linfocitos humanos

CULTIVO | RPMI | SANGRE | PHA EpVf (uL) BrdU MMC COLCHN I

# (mL) (mL) (uL) (uL) | 0.0071ug/mL (L) N

(uL) <

1 8 5-6 100 500 U

2 8 5-6 100 500 B

|| 3 8 5-6 100 45 500 A

4 8 5-6 100 | I 45 I 500 R
B 8 5-6 100 | N | 100 (Img/mL) | 45 N 500

Il 6 8 5-6 100 | C | 100 (Img/mL) | 45 C 500 1.5hrs

|| 7 8 5-6 100 | U | 100 @mg/mL) | 45 9] 500 37°C
8 8 5-6 100 | B | 100 2mg/mL) | 45 B 500

) 8 5-6 100 | A | 100 (bmg/mL) | 45 A 500 Y
Il 10 8 5-6 100 | R | 100 (bmg/mL) | 45 R 500

|| 11 8 5-6 100 45 45 500 C

12 8 5-6 100 | 24 45 45 46.5 500 o)

I 8 5-6 100 | hrs | 100 (Img/mL) | 45 45 hrs 500 S

14 8 5-6 100 | 37°C | 100 (Img/mL) | 45 45 37°C 500 E

15 8 5-6 100 100 2mg/mL) | 45 45 500 C

I 16 8 5-6 100 100 2mg/mL) | 45 45 500 H

Il 17 8 5-6 100 100 (bmg/mL) | 45 45 500 A

18 8 5-6 100 100 (6mg/mL) | 45 45 500 R

Transcurridas 72 hrs de incubaciéon de los cultivos celulares, se colocéd el contenido de cada
cultivo en tubos para centrifuga; se centrifugaron 10 min a 3000 rpm y se retir6 el sobrenadante
dejando aproximadamente 1 mL. La resuspencién del paquete celular se realizé con ayuda de un
vortex y se adicion6 8 mL de KCI 0.075 M, a 37 °C. Se incubaron a 37 °C durante 30 min y se
centrifugaron nuevamente a 3000 rpm, 5 min; el sobrenadante fue retirado dejando una poca cantidad
de soluciéon. Se resuspendi6 el paquete celular y se agregé 8 mL de solucién fijadora metanol o
etanol/acido acético (3:1) fria, de forma lenta y homogeneizando la mezcla con vértex. Se volvié a
incubar en frio durante 30 min, y se volvié a centrifugar 5 min a 3000 rpm. Se retiré el sobrenadante,
agregandose 8 mL de solucién fijadora; se incubé en frio 15 min y se repitio el paso anterior las veces
que fueron necesarias hasta que el sobrenadante se observé transparente. Por ultimo, se volvié a
centrifugar y dejar aproximadamente 10 gotas de solucién en las que se volvié a resuspender el
paquete celular y se gotearon (aproximadamente 3 gotas), sobre portaobjetos limpios y

desengrasados. Se dejaron secar y “madurar” durante aproximadamente 24 hrs.

o
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7.5. Tincién Diferencial de ICH

Las laminillas fueron colocadas en una base adecuada. Les fueron aplicadas 4 a 5 gotas de
Bisbenzimida Hoechst 33258 a cada laminilla y se les colocé encima un cubreobjetos (largo) para
expandir la solucién, impidiendo la formacién de burbujas. Fueron colocadas en oscuridad durante
20 min, no sin antes colocar alrededor de los portaobjetos unas gotas de Buffer de Diferenciacion. Se
expusieron las laminillas a luz UV durante 1 hr a una distancia no mayor de 2 cm. Transcurrido este
tiempo, los cubreobjetos fueron retirados por inmersiéon en agua desionizada; después se colocaron
las laminillas en vasos coplin que contenian Solucién Salina Doble Citratos a 60 °C durante 15 min; las
laminillas fueron enjuagadas primero en agua caliente y después en fria. Una vez que se encontraron
secas al aire, fueron tefidas con colorante de Giemsa al 5 % en Buffer de Fosfatos a pH= 6.8, durante
10 min.

Esta tincién se realiz6 con la finalidad de evidenciar los ICH presentes por metafase de las
células sometidas a los diversos tratamientos; posteriormente se procedi6 a evaluar la frecuencia de

ICH, entre otros pardmetros, tal y como se indica en la siguiente seccion (7.6).

7.6.  Evaluacién de la Frecuencia de ICH
Se procedi6 a revisar las laminillas correspondientes a cada tratamiento para la evaluacion de
la Frecuencia de ICH. Los pardmetros evaluados fueron:
¢ Genotoxicidad
Se reconocieron y contabilizaron el nimero de ICH presentes en 25 metafases de 2% division.
Como ya se ha mencionado, existe una clara correlacién entre la induccién de ICH y la genotoxicidad,
por lo que el conteo de los ICH producidos en presencia de la sustancia en estudio, indica el potencial

que ésta posee para producir dafio al material genético.

Figura 35. Fotografia de metafase de segunda division, en la cual se evidencian los ICH presentes

observados al microscopio 6ptico a 100x (Macias, 2009)
+
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¢ Indice de replicaciéon (IR)
De 100 metafases encontradas fueron clasificadas en 1%, 2* y 3% divisién. Este indice ofrece
informacioén acerca de si la sustancia en estudio, modifica el ciclo celular mediante una aceleracién o

desaceleracion de la divisiéon celular.

Figura 36. Fotografia de metafases de primera (arriba) y segunda divisiéon (abajo)
observados a 40x en microscopio 6ptico (Macias, 2009)

e Indice mitoético (IM)

Fue contabilizado el nimero de células en divisiéon (metafases de 17, 2* y 3%), presentes en 1000
células (linfocitos). Este indice indica la proporcién de células que se encuentran en fase de mitosis en
un momento determinado; también es llamado indice de proliferaciéon, siendo ttil para determinar el
efecto citotoxico que pueda ejercer la sustancia en estudio, sobre un cultivo celular, poniendo de
manifiesto cambios bioquimicos, fisiolégicos o genéticos sufridos por la célula y que pueden

conducirle a la muerte.

Figura 37. Fotografia de una metafase (derecha) y linfocitos humanos observados
a 40x en microscopio 6ptico (Macias, 2009)
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7.7. Separaciéon e identificacion de proteinas extraidas de Vicia faba mediante
Electroforesis en gel de poliacrilamida con Dodecil Sulfato Sédico (SDS-

PAGE)

7.7.1. Preparacion de geles de poliacrilamida
Los cristales empleados para elaborar los geles de electroforesis fueron limpiados y
desengrasados. Los geles concentradores y separadores fueron elaborados segtin Laemli (1970), como

se indica a continuacion:

Tabla 10. Preparacion de gel separador para electroforesis SDS-PAGE

REACTIVOS Acrilamida-Bisacrilamida

10%

Soluciéon de monémeros 2.65 mL

4x Tris 1.5 M pH= 8.8 1.0 mL
SDS 80 uL

Agua desionizada 3.5mL
Persulfato de amonio 80 uL
TEMED 8 uL

Tabla 11. Preparacion de gel concentrador para electroforesis SDS-PAGE

REACTIVOS Vol.
Soluciéon de monémeros = 650 pL
4x tris 0.5 M pH= 6.8 1.25 mL

SDS 50 uL
Agua desionizada 3.0 mL
Persulfato de amonio 50 uL
TEMED 10 uL.

Una vez que los geles ya habian gelificado, se procedié a colocar los cristales que contienen los
geles, dentro de la cdmara para electroforesis, la cual fue llenada con Buffer de corrimiento frio,
evitando la formacién de burbujas. Las muestras previamente preparadas (ver seccion 7.7.2.), se
colocaron en los pozos formados en el gel concentrador, las muestras colocadas correspondieron a:
el EpVf, albamina bovina, un marcador de bajo peso molecular y buffer muestra en los carriles vacios.
La camara de electroforesis fue correctamente cerrada y conectada a la fuente de poder. Las

condiciones de corrimiento fueron: 2 a 3 hrs, a 100 volts.

7
70 &



METODOS Y PROCEDIMIENTOS

7.7.2. Preparacion de muestras para electroforesis SDS-PAGE
Se colocaron 15 pL del EpVf en concentracion de 30 mg/mL y 15 pL de albtimina bovina
fracciéon V (como control) en concentracién de 2 mg/mlL, en tubos eppendorf separados. Se
adicionaron 15 pL de buffer muestra (ver contenido en secciéon 12), a cada uno, se homogeneizaron y
se colocaron en ebullicién 5 min, después se centrifugaron a 12 000 rpm, tomando Gnicamente el

sobrenadante para cargar los geles.

7.7.3. Deteccion de proteinas del EpVf mediante tincién con Azul de Coomassie

Transcurrido el tiempo de corrimiento, los geles fueron retirados de la camara, enjuagados con
agua destilada y sumergidos en colorante Azul de Coomassie durante 1 hr a 60°C. Una vez
transcurrido este tiempo, se retir6 el colorante y se enjuagaron nuevamente. Los geles ya tefidos,
fueron colocados en solucién destefiidora 1 hr a 60 °C, cambiando la solucién ocasionalmente hasta
que ya no se observé color en la solucién. Los geles retirados se conservaron en agua desionizada
hasta su uso. Se realizaron los calculos pertinentes para la identificaciéon de los PM de las proteinas
del EpVf reveladas en los geles, con ayuda de la elaboracion de una curva estdndar con los

marcadores de bajo PM empleados.
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8. RESULTADOS

8.1. Cuantificacion de proteinas en el EpVf, mediante el Método de Biuret
Una vez obtenido el EpVf como se indica en la parte 7.1., se realizé la cuantificacién de las
proteinas presentes en el extracto mediante el Método de Biuret, para lo cual se construy6é una Curva
Patrén de proteinas, empleando albimina como estandar:

Tabla 12. Absorbancias obtenidas para la Curva estandar de proteinas,
realizada mediante el método de Biuret

Concentracion | Absorbancia

(mg/mL)
Blanco 0.0

0.1 0.006

0.5 0.031

1.0 0.057

1.5 0.090

2.0 0.116

2.5 0.142

Abs Curva estandar de Proteinas
0.16 -
)
0.14 4
012 4 P
0.1 4
[
0.08
0.06 - Z y = 0.056x + 0.001
r2=0.998
0.04
7
0.02
o« : ‘ !
0 0.5 1 15 2 25 mgiml

Figura 38. Curva estindar de proteinas; presenta una r2= 0.998

La concentraciéon de proteinas fue determinada una vez que se obtuvo el liofilizado de EpVf.

En la siguiente tabla se muestra las concentraciones en cada una de las muestras.

Tabla 13. Concentracién de proteinas presentes en el EpVf,
sin liofilizacion y con esta

| Tratamiento del EpVf | Concentracién de proteinas
en el EpVf

|| Sin liofilizar 26.4mg/mL

I Liofilizado 95.6mg/mL
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8.2. Resultados del Ensayo Genotéxico del EpVf, mediante la prueba de ICH in vitro
Se realizé un Ensayo Genotoxico, mediante el cual se deseaba saber si el EpVf posefa un efecto

toxico sobre el material genético, por lo que se introdujo éste en cultivos de linfocitos humanos

provenientes de sangre periférica de una paciente femenina, sana, de 23 afios de edad.

8.2.1. Frecuencia de ICH

La frecuencia de ICH encontradas por metafase en cultivos de linfocitos que estuvieron
expuestos al EpVf, ofrecieron informacioén a cerca de si posefa un efecto genotdxico, en comparacion a
cultivos controles.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos de las lecturas realizadas a cada uno de los

tratamientos y sus respectivas laminillas examinadas al microscopio, fue realizado mediante la

prueba estadistica ANOVA, utilizando el software: GraphPad Instat tm.

Tabla 14. Promedio de la Frecuencia de ICH encontradas por metafase
en cultivos de linfocitos humanos, expuestos al EpVf

I TRATAMIENTO | PROM. ICH | D.E.ICH I
CN 5.61 0.31
EpVf [Img/mL] 5.84 0.05
# ICH's
6

ECN ®EpVf [Img/mL]

L

Tratamiento

Figura 39. Frecuencia de ICH del ensayo Genotéxico. Se muestra el promedio de ICH encontradas en los cultivos de
linfocitos humanos expuestos al EpVf£. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (analisis de
varianza ANOVA y p20.05) entre el CN y los tratados con el EpVf en concentraciéon de Img/mL (n= 25, cada ensayo se

realizé6 por duplicado)

n
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8.2.2. Indice de Replicacién

El Indice de Replicacién permiti6 observar si el EpVf modificaba la velocidad de la divisién

celular a una concentraciéon de Img/mL, en comparacién a un Control Negativo.

Tabla 15. Promedio del indice de Replicacién (IR) observado en cultivos de
linfocitos humanos expuestos al EpVf

I TRATAMIENTO PROM. IR D.E. IR
CN 2.27 0.06
EpVf [Img/mL] 227 0.16

IR
2.5
]

1.5 1 u CN

1 N EpVf [Ilmg/mL]

0.5 -

0 K

Tratamiento

Figura 40. indice de Replicacién del ensayo Genotoxico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(analisis de varianza ANOVA y p20.05), entre el CN y los cultivos tratados con el EpVf a una concentracién de Img/mL
(n=100, cada ensayo se realizé por duplicado)



8.2.3. Indice Mitético

RESULTADOS

A continuaciéon se presentan los resultados del Indice Mitético obtenido en cultivos de

linfocitos expuestos solo a PHA y el EpVf sélo, a fin de observar las diferencias entre los efectos que

cada tratamiento pudiese tener sobre las células.

Tabla 16. Promedio del indice Mitético (IM) en cultivos de linfocitos humanos del ensayo Genotoxico

TRATAMIENTO PROM. IM D.E. IM
PHA [1mg/mL] 22.50 212
EpVf [Img/mL] 0.50 0.70
M
30 '1
25 -
20 -
15 - u PHA [1Img/mL]
mEpVf [Img/mL]
10 A
5
N

/

Tratamiento

Figura 41. Indice Mitético del ensayo Genotéxico. Se encontré que entre el EpVf y la PHA,
la diferencia es muy significativa (P<0.01, para n= 1000, cada ensayo se realizé por duplicado)
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8.3. Resultados del Ensayo Antigenotoxico del EpVf, mediante la prueba de ICH in vitro

8.3.1. Frecuencia de ICH

Una vez que se comprob6 que el EpVf no posee efecto genotdxico alguno sobre los cultivos de
linfocitos humanos, se procedié a montar un ensayo Antigenotdxico para evaluar el efecto sobre la

frecuencia de ICH del EpVf, sobre los cultivos celulares empleando diferentes concentraciones:

Img/mL, el doble (2mg/mL), y el triple de esta tltima (6mg/mL).

Tabla 17. Frecuencia de ICH en el ensayo Antigenotoxico, EpVf adicionado a
cultivos de linfocitos, en diferentes concentraciones

TRATAMIENTO | PROM. ICH | D.E. ICH
CN 412 0.00
EpVf [1mg/mL] 4.00 0.23
EpVf [2mg/mL] 4.16 0.17
EpVf [6mg/mL] 3.30 0.54
ICH
45 -
4 -
ECN
35 -
3 - m EpVf (1mg/mL)
25 - EpVf (2mg/mL)
7 - Ep Vf (6mg/mL)
1.5 -
1 -
0.5 -
0 -
Tratamiento

Figura 42. Frecuencia de ICH en cultivos con EpVf a diferentes concentraciones, ensayo Antigenotoxico. Se muestra el
promedio de ICH encontrados en los cultivos de linfocitos humanos expuestos al EpVf a diferentes concentraciones,
observandose que no existen diferencias significativas entre ellos (P>0.05; n= 25, cada ensayo se realizé por duplicado)

Posteriormente, el ensayo Antigenotdxico fué disefiado a fin de “retar” el EpVf con un potente
agente mutagénico, la Mitomicina C (MMC), con el fin de observar si el EpVf posee la capacidad de
contrarrestar el dafio producido por este agente. Ademas, aqui también se introdujeron las diferentes

concentraciones del extracto empleadas anteriormente a fin de visualizar si existe ademas, algin

efecto en la frecuencia de ICH en relacién a su concentracion.
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Tabla 18. Frecuencia de ICH en el ensayo Antigenotoxico, EpVf adicionado a
cultivos de linfocitos, a diferentes concentraciones en combinaciéon con MMC

ICH's

45
40
35
30
25
20
15
10

TRATAMIENTO

PROM. ICH

CP (MMC) 41.13

EpVf [Lmg/mL]+MMC 28.94

EpVf [2mg/mL]+MMC 26.66

EpVf [6mg/mL]+MMC 28.42

* %

uCP

m EpVf (Img/mL)+MMC

m EpVf (2mg/mL)+MMC
EpVf (bmg/mL)+MMC

Tratamiento

Figura 43. Frecuencia de ICH en cultivos con EpVf a diferentes concentraciones y MMC. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos a las diferentes concentraciones, pero si se presentan diferencias
altamente significativas (**) entre éstos y el CP (P<0.01; n= 25, cada ensayo se realiz6 por duplicado)

#ICH's

45
40
35
30
25
20
15
10

%k %k %

ECN

m EpVf (Img/mL)
EpVf (2mg/mL)
Ep Vf (6mg/mL)

uCP

m EpVf (Img/mL)+MMC

m EpVf (2mg/mL)+MMC
EpVf (6mg/mL)+MMC

Tratamiento

Figura 44. Comparacion entre las frecuencia de ICH de los diferentes tratamientos del ensayo Antigenotéxico. Se
muestran las evidentes diferencias de la frecuencia de ICH en los tratamientos del EpVf a diferentes concentraciones y
los efectos de la MMC sobre la ocurrencia de los ICH. Se presenta una diferencia extremadamente (***) significativa

entre el CN y CP (P<0.001; n= 25, cada ensayo se realiz6 por duplicado)
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8.3.2. Indice de Replicacién

Este pardmetro (IR), permiti6é observar si el EpVf ejercia diferentes efectos sobre la velocidad
de la divisién celular en funcién de las diferentes concentraciones empleadas (1, 2 y 6mg/mL), y

observar si se comportaba de manera similar o distinta en presencia de la MMC.

Tabla 19. IR presentado por cultivos de linfocitos humanos,
expuestos a diferentes concentraciones del EpVf vs. MMC

TRATAMIENTO PROM. IR D.E. IR |I
CN 1.62 0.01
EpVf [Img/mL] 1.53 0.04
EpVf [2mg/mL] 1.66 0.17
EpVf [6mg/mL] 1.66 0.11 ‘l
CP (MMC) 1.19 0.17
EpVf [1mg/mL]+MMC 1.10 0.04
EpVf [2mg/mL]+MMC 1.26 0.09
EpVf [6mg/mL]+MMC 1.23 0.02
*
IR
1.8 - [—+—\ mCN
16 - m EpVf (Img/mlL)
14 - v EpVf (2mg/mL)
12 - ‘ \ EpVf (6mg/mL)
1 - uCP
08 - m EpVf (Img/mL)+MMC
06 - m EpVf (2mg/mL)+MMC
04 - EpVf (6mg/mL)+MMC
02 -
0 -
Tratamiento

Figura 45. Indice de Replicacion, ensayo Antigenotéxico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre el CN y los cultivos tratados con el EpVf a las diferentes concentraciones, asi como el CP y los tratamientos de
EpVf a diferentes concentraciones tratados con MMC (P>0.05), pero si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (*) entre ambos grupos (P<0.05; n= 100, cada ensayo se realizé por duplicado)
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8.3.3. Indice Mitético

Para observar si el EpVf, induce algunos cambios bioquimicos, fisiol6gicos o genéticos sobre
las células en cultivo, se analiz6 el indice Mitético empleando los mismos tratamientos que en el
pardmetro anterior, esto con la finalidad de observar los efectos del extracto a diferentes

concentraciones y su comportamiento en presencia del agente mutagénico.

Tabla 20. IM de cultivos de linfocitos humanos con EpVf a diferentes concentraciones vs. MMC

TRATAMIENTO PROM IM DE IM
CN 9.00 2.80
EpVf [Img/mL] 8.25 0.35
EpVf [2mg/mL] 13.5 2.12
EpVf [6mg/mL] 20.00 0.00
CP 5.5 2.12
EpVf [I1mg/mL]+MMC 11.00 0.00
EpVf [2mg/mL]+MMC 14.00 1.41
EpVf [6mg/mL]+MMC 13.00 0.00
k% kkk ok k% % %k % *
2™
18 - HRE L * mCN
16 - n Epr (1mg/mL)
14 - l EpVf (2mg/mL)
12 - 4 EpVf (6mg/mL)
10 - v v mCP
8 - v m EpVf(1mg/mL)+MMC
6 - vy m EpV{(2mg/mL)+MMC
4 - EpVf(6mg/mL)+MMC
2 -
0 -
Tratamiento

Figura 46. Indice Mitético del ensayo Antigenotoxico. Se observa una diferencia extremadamente significativa entre la
concentracion del EpVf (solo) aly 2 mg/mL y entre la de 6 mg/mL [P« 0.001(***), P<0.05 (*) respectivamente], asi como
entre ambos controles y ésta tiltima concentracién [P<0.01 (**)]. E1 EpVf a la concentracion de 6 mg/mL, también presenta
diferencias significativas entre los tratamientos a concentraciones de 1y 6 mg/mL con MMC [P<0.001 (***), P<0.05 (*)
respectivamente), mientras que el CP muestra una diferencia estas mismas diferencias con los tratamientos de 2y 6
mg/mL con MMC [P<0.001 (***), P<0.05 (*) respectivamente] (n=1000, cada ensayo se realizé por duplicado)
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8.4. Separacion e Identificacion de proteinas del EpVf, mediante SDS-PAGE
Para conocer los componentes presentes en el EpVf, se realiz6 también una Electroforesis SDS-

PAGE, para separar las proteinas presentes en el extracto y realizar su identificacién con base a sus

PM.

Log PM
2.2 -
y=-0.949x + 2.066
2 1 r=0.991
1.8 -
1.6 -
1.4 -
N

1.2 -

1 T T T T 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 Rf

Figura 47. Regresion lineal del marcador de PM empleado, cuya r=0.991

Figura 48. Patron electroforético del EpVf. Corrimiento en gel de poliacrilamida al 10%. 1) Marcador de peso molecular,
2) albamina sérica bovina fraccion V en concentracion de 6ug/ul (Marca MBIC), y 3) EpV{ en concentracion de 6pg/ul
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El corrimiento electroforético del EpVf, como puede apreciarse en la figura 48, indica un perfil
proteinico que mostré6 12 proteinas presentes en el extracto y cuyos PM lograron obtenerse
empleando la Curva estandar; los pesos obtenidos para cada proteina se muestran en la siguiente

tabla:

Tabla 21. PM de las proteinas detectadas en el EpVf
mediante electroforesis SDS-PAGE
Proteina (EpVf)

1

2
3
4
5
6
7
8
9

Control (ALB)
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9. DISCUSION

Desde hace décadas, muchos estudios se han enfocado en el desarrollo y bisqueda de sustancias
con efectos anticancerigenos que sean capaces de actuar especificamente contra las células
cancerigenas y no contra todas, como actdan los agentes quimioterapéuticos empleados actualmente
en el tratamiento de los diversos tipos de cancer, siendo innumerables las investigaciones que

alrededor del mundo se han y estdn llevando a cabo respecto a este tema.

A partir de la década de los afios 70, las investigaciones sobre lectinas han descubierto
interesantes propiedades bioldgicas ya mencionadas anteriormente, sin embargo, entre las mas
importantes se encuentra la actividad antitumoral de las lectinas provenientes de plantas, tema de

interés en este trabajo, especificamente, las lectinas provenientes de la leguminosa Vicia faba (Haba).

Diversos estudios in vivo e in vitro, han demostrado que las lectinas de diversas plantas, poseen
actividades tanto antitumorales (por inhibicién del crecimiento de tumores), como anticarcinogénicas
(inhibicién de la induccién de cancer por agentes carcindégenos), de tal manera que estas mismas
investigaciones demuestran que los mecanismos de accion de estas proteinas son muy variados y
dependen de diferentes factores como: el origen celular, clase de tumor y concentracién de estas

proteinas (Jordinson et al., 1999; Gastman et al., 2004; Castillo-Villanueva, A. y Fikrat, A., 2005).
9.1. Extracciéon y cuantificacion de las proteinas presentes en el EpVf

En este trabajo, la extraccion de las proteinas de Vicia faba se realiz6 aprovechando las
propiedades quimicas de las mismas, mediante un método de disolucién salina conocido como
“salting in”, método ya estandarizado para la extraccion de proteinas provenientes de leguminosas
como la PHA. Debido a que, se ha postulado que el tipo de dieta de una persona puede influir sobre
el riesgo a padecer enfermedades como cancer, y dado que la nutricibn en pacientes ya
diagnosticados con esta enfermedad, juega un papel fundamental en su recuperacion (Steinmetz, K. &
Potter, J., 1996; Mahan, 1998; Igbal et al., 2006), en el presente trabajo se optd por realizar un extracto
de Vicia faba, cuyo componente principal fueron las proteinas presentes en la leguminosa, tal y como
se obtendrian de la dieta. Ademas de que el método de extraccion empleado se caracteriza por ser un

método sencillo y de bajo costo.
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La determinacién de la concentraciéon de proteinas presentes en el EpVf, fue determinada antes y
después de realizar el proceso de Liofilizacién, obteniéndose una concentracion de 26.4mg/mL y mas
del triple con 95.6 mg/mL respectivamente. Este proceso de conservacién, ayudé al éptimo manejo
de la muestra, permitiendo ademads, un incremento en la concentracioén proteica de la misma, para su

introduccién en los cultivos celulares.

Teéricamente se encuentra reportado que la cantidad de proteinas presentes en las semillas de
Vicia faba, es de 10 g por cada 126 g de semillas de la misma, entonces, para la concentracién de
proteinas obtenidas experimentalmente en esta ocasion, se encontraron 15.83 g de proteina por cada
126 g de semillas. Esta diferencia, se debe, de acuerdo a lo que se ha reportado, que la cantidad de
proteinas presentes en las semillas se ve influenciada por diversos factores como la temporada de

recoleccion, factores ambientales e inclusive factores genéticos (ver secciéon 2.3.2.).

9.2. Indice Mitético
La PHA es una lectina extraida del frijol colorado Phaseolus vulgaris cuyo efecto mitogénico, le ha
conferido un espectro muy amplio de aplicacion como un factor estimulante de la proliferacién en
cultivos de diferentes estirpes celulares (Buhring et al., 1999; Fukao et al., 1999; Kenan et al., 1992),
incluyendo a los linfocitos humanos provenientes de sangre periférica, empleados en los ensayos de

este estudio.

Dadas las similitudes entre las proteinas contenidas en el EpVf y la PHA, ésta lectina de
capacidad mitogénica comprobada, fue utilizada como referencia a fin de observar si las proteinas
presentes en el extracto poseian una capacidad similar, tal como se puede ver en la figura 41,
obteniéndose que el EpVf en concentraciéon de Img/mL mostré un promedio de IM de 0.50, mientras
que el IM de la PHA a la misma concentracién, presenté un promedio de 22.50, lo que demuestra una
capacidad mitogénica muy superior a la inducida por el EpVf. Se ha reportado que los extractos de
Vicia faba, pueden ser mitogénicos para los linfocitos humanos (Allen, H. & Johnson, E., 1976), algo
contradictorio para los resultados obtenidos en este estudio, sin embargo se considera que la ausencia
de éste efecto puede correlacionarse con la cantidad de proteinas inductoras de la mitosis y la

afinidad con sus receptores, lo que podra comprobarse en la siguiente fase del estudio.

Debido a que existen estudios que demuestran que las lectinas ejercen su efecto dependiendo de

la concentracién empleada (Jordinson et al.,, 1999; Gastman et al., 2004; Castillo-Villanueva, A. y
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Fikrat, A., 2005), se realizaron ensayos en los que se expusieron los cultivos celulares a diferentes
concentraciones del EpVf. Para tal fin, se introdujo el extracto en concentraciones de: 1 mg/mL, 2
mg/mL (el doble) y 6 mg/mL (el triple de ésta tltima), en combinacién con PHA. Como puede
observarse en la Figura 46, el IM no present6 diferencias estadisticamente significativas entre las dos
primeras concentraciones quienes obtuvieron un promedio de 8.25 y 13.5 respectivamente, ni entre
éstas y el CN (IM= 9.0), pero si se presentd, una diferencia altamente significativas entre estos
tratamientos y la concentracion maés alta, la cual arrojé un promedio del IM= 20.0, lo que demuestra
que el incremento del IM producido por la combinaciéon del EpVfy PHA, guarda una relacién con la
dosis del extracto aplicada, pues a la concentracion mds alta, el extracto potencializa el efecto

mitogénico de la PHA a casi el doble.

Estos resultados indican entonces que, el EpVf no posee la capacidad de inducir que las células
entren a mitosis en una concentracion de 1 mg/mlL, sin embargo, dados los resultados obtenidos por
los cultivos tratados con la combinacion del extracto y la PHA, se puede encontrar la relacién entre la
concentracion y la capacidad mitogénica del extracto, por lo que resultaria interesante realizar nuevos
estudios empleando el EpVf sé6lo, a diferentes concentraciones mas altas de las empleadas en este

estudio.

Como parte del ensayo Antigenotoxico ademas de la variacién de las concentraciones del EpVf, se
emple6é un agente mutagénico adicionado a los cultivos celulares con la finalidad de observar el
efecto que el extracto pudiese tener sobre los células que han sido expuestas a dicho agente. La
Mitomicina C, es un antibidtico obtenido de Streptomyces caespitosus, contiene un grupo arizidina y
otra quinona en su estructura, asi como un anillo mitosano, los cuales son los participantes en las
reacciones de alquilacion del DNA. Para convertirse en un metabolito alquilante, requiere su
activaciéon mediante metabolismo reductivo (Kalant, H. y Roschlau, W., 2002). Esta reduccién ocurre
preferentemente en células hipdxicas y en algunos sistemas experimentales. La molécula inhibe la
sintesis de DNA y los enlaces cruzados de dicho acido en la posicion N6 de la adenina, en O6 o N7 de
la guanina. También ocasiona ruptura monocatenaria de DNA asi como rupturas cromosémicas, por
lo que es considerado un radiosensibilizante potente y ha resultado teratégeno y carcindégeno en

roedores (Ortiz, 2002).

Los cultivos tratados con el EpVf y la MMC en combinacién (1, 2 y 6 mg/mL+MMC), no

presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos sobre su IM, como puede
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observarse en la Tabla 20 y Figura 46, presentando un promedio de 11.0, 14.0 y 13.0 respectivamente,
pero si lo hicieron con el CP cuyo IM fue de 5.5. Estos efectos indican que tras el dafio producido en
las células por el agente genotdxico que inhibe la capacidad de las células para entrar a la mitosis, el
EpVf disminuye el dafio ocasionado ayudando a que las células puedan entrar en divisién. El efecto
presentado por el EpVf, puede encontrarse relacionado con la capacidad descubierta de la lectina
VFA para aumentar la diferenciacion morfolégica y disminuir el fenotipo maligno de las células de

cancer colorectal, segtin estudios realizados por Jordison y colaboradores (1999).

9.3. Indice de Replicacién
El IR del EpVf con respecto al mostrado por la PHA, no presenta diferencia alguna tal y como
puede observarse en la Figura 40, en donde la Tabla 15 indica que ambos tratamientos presentaron un
IR= 2.27, y un efecto similar se present6 al introducir el extracto a diferentes concentraciones (Tabla
19), en donde no se muestran diferencias entre éstas presentando un IR de 1.53 para la concentraciéon
de 1 mg/mL y 1.66 para las de 2 y 6 mg/mL, asi como con el CN, dejando en claro que las proteinas
presentes en el EpVf, no modifican el ciclo celular de las células tratadas, a ninguna de éstas

concentraciones.

Por otro lado, los cultivos tratados con MMC y EpV{, tampoco presentaron diferencias obteniendo
un promedio de 1.10, 1.26 y 1.23 para las diferentes concentracién (1, 2 y 6 mg/mL respectivamente),
ni con el CP cuyo IR=1.19 (Tabla19). Sin embargo, las diferencias estadisticamente significativas, si se
mostraron entre los dos grupos, es decir, entre aquellos cultivos tratados inicamente con el EpVf s6lo
a diferentes concentraciones y aquellos que fueron tratados con el extracto a diferentes
concentraciones mas la MMC (Figura 45). Esto indica que el EpVf en este ensayo y a estas
concentraciones, no induce ninguna modificacién mas que la producida por la MMC sobre el ciclo
celular. Por otro lado, se observa que posee un efecto muy similar al ejercido por la PHA sobre el ciclo
de las células, independientemente de la concentraciéon empleada, ya que se observa un
comportamiento parecido en todos los cultivos tratados con EpVf y la PHA. Esto concuerda con lo
reportado por Jordison et al., en donde se observaron que los efectos de la lectina VFA, no se

encuentran asociados a citotoxicidad, como tampoco se presenta en los efectos del EpV{.

9.4. Intercambios de Cromatidas Hermanas
El ensayo Genotéxico, proporcioné informacion a cerca del efecto que el EpVf pudiera tener

sobre las células, especificamente si el extracto era capaz de producir dafio al DNA. En esta prueba se
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observo que el EpVf a una concentraciéon de 1mg/mL presenté un promedio de ICH igual a 5.84, sin
la presencia de diferencias estadisticamente significativas con el 5.61 obtenido por la PHA (ver Tabla
14 y Figura 39), indicando que, al no producir incremento en la frecuencia de ICH con respecto al CN
(PHA), las proteinas presentes en el extracto no poseen un efecto genotéxico sobre los linfocitos en
cultivo. Este mismo comportamiento se present6 al probar el extracto a las diferentes concentraciones,
cuya frecuencia de ICH se registr6 entre 3.30 - 4.16 como lo muestra la Tabla 17, donde también

puede observarse la similitud entre estos valores y el CN de 4.12 (Figura 42).

Contrario a esto, el CP indicé un significativo aumento en la frecuencia de los ICH con un
promedio de 41.13 provocados por la MMC (Tabla 18), tal como se esperaba. Los cultivos con las
diferentes concentraciones del EpVf y MMC, no presentaron diferencias significativas entre ellas
(Img/mL= 2894, 2 mg/mL= 26.66 y 6 mg/mL= 28.42), sin embargo, se logré observar un
abatimiento del efecto genotéxico producido por la MMC, por parte del extracto, mediante la
disminucién en el nimero de ICH (Tabla 18, Figura 43). Estos resultados demuestran que el EpVf
tiene la capacidad de ejercer un efecto protector sobre el material genético, es decir, un efecto

antigenotéxico, independientemente de la concentraciéon empleada en este ensayo.

La prueba de ICH ha demostrado ser un método efectivo para la identificacion de ciertos tipos de
agentes mutagénicos capaces de producir mutaciones cromosémicas (Wilson, D & Thompson, L.,
2007), que son evidenciadas en forma de intercambios entre el material genético de las dos cromaétidas
hermanas. Experimentalmente se ha confirmado, el relevante papel de la mutaciéon en el desarrollo
del proceso canceroso; ya que se ha encontrado una alta correlaciéon entre la mutagénesis y la
carcinogénesis, es decir, el desarrollo de un proceso canceroso (Bello, J. y Lépez de Cerain, A., 2001).
Entonces, si el EpVf posee un efecto antigenotéxico por la evidente disminucion de ICH que produce
en células dafiadas con un agente mutagénico, por lo que podria suponerse que el EpVf posee un

efecto anticarcindgeno, mismo que observé Jordison, et al. (1999) en sus estudios con la lectina VFA.

El mecanismo por el cual la lectina produce este efecto, se propone que es mediante la interacciéon
con la molécula EpCAM (molécula de adhesion celular epitelial), una proteina transmembranal que
se produce en el epitelio normal de diferentes 6rganos (Went et al., 2004) y que se ha encontrado
sobreexpresada de 100 hasta 1000 veces mas en carcinomas, considerandose ya una molécula de
sefializaciéon oncogénica de las células cancerosas (Baeuerle, P. & Gires, O., 2007), en cuyos casos esta

molécula se hiperglicosila. Anteriormente se consideraba exclusiva de las células de cancer de colon,
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pero posteriores estudios demostraron que se encuentra también en la mayoria de los carcinomas
epiteliales humanos como: mama, cabeza, lengua, cuello e higado, aunque ahora, se pueden
considerar no solamente en este tipo de células, ya que en el presente estudio los resultados sugieren

que pudiera estar presente en linfocitos humanos provenientes de sangre periférica.

Dado que la molécula EpCAM ha revelado funciones muy versétiles relacionadas con procesos de
sefializacién, migracién, proliferacion y diferenciacion celular (Thomas, G. & Speight, P., 2001), los
efectos del EpVf, como por ejemplo sobre el IM, son indicativos de la ya mencionada interaccién entre
las lectinas de Vicia faba y esta molécula de adhesién, pues el extracto, al tener la capacidad de

reclutar mas células a division, puede favorecer entonces, el proceso de diferenciacion celular.

Durante la diferenciacion celular y la transformaciéon maligna, la biosintesis de las cadenas de
oligosacaridos presentes en las superficies celulares, frecuentemente es alterada, lo que puede ser
detectado por lectinas como las presentes en Vicia faba (Castillo-Villanueva, A. y Fikrat, A., 2005).
Los glicoconjugados como la molécula EpCAM, mediante la cual probablemente la lectina de Vicia
faba actaa, pueden ser claves en eventos de tumorogénesis, progresion del tumor y metastasis, de ahi

que ésta, también pueda influir sobre estos fendmenos.

En concreto, estos estudios correlacionan en gran manera los efectos mostrados por el EpVf en
este estudio, el cual posee las proteinas presentes en Vicia faba, entre ellas la lectina VFA cuya
actividad ya ha sido reportada como antitumoral y anticancinogénica, dada su interaccién con la

EpCAM por sus importantes efectos sobre el ciclo celular y funciones vitales de la célula.

9.5. Electroforesis SDS-PAGE

Debido a que el EpVf es un extracto que mayoritariamente posee las proteinas presentes en Vicia
faba, se opt6 por realizar una Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, ya que es un poderoso
procedimiento para el analisis de proteinas, debido a que, mediante él pueden separarse todos los
tipos de éstas, incluyendo las insolubles en agua, y debido a que el método separa los polipéptidos en
funcién a su tamario, también proporciona informacién sobre el peso molecular y la composicion de
subunidades de cualquier complejo proteinico (Alberts et al., 2002), que se encuentren presentes en el
extracto y tuviesen participacion en los efectos anteriormente observados sobre los cultivos de

linfocitos.

i



DISCUCION

El corrimiento proteinico observado en la Figura 48, muestra las proteinas presentes en el EpVf,
indicando la presencia de 12 proteinas cuyos PM varian desde los 88.920 a los 20.230 KDa, los cuales
fueron determinados con ayuda de la Curva estindar realizada a partir del marcador de PM y
empleando el método de minimos cuadrados. Estudios realizados por Allen y colaboradores,
reportaron en 1976 que el PM de la lectina extraida de Vicia faba era de aproximadamente 47 500 KDa
y ademads que la glicoproteina consistia en aparentemente dos subunidades idénticas, sin embargo, un
estudio posterior realizado por Allen, H. y Johnson, E., en el mismo afio, lograron aislar la lectina
mediante cromatografia de afinidad en Sephadex G-150, obteniendo que su PM era de 50 000 KDa,
ademads de que la lectina contenia alrededor de 3% de carbohidratos y se encontraba conformada por
dos diferentes subunidades cuyos PM eran de 17 300 y 14 300 KDa, pesos similares pero no idénticos

como lo fue reportado por el estudio precedente.

Concordando con estos estudios, en el corrimiento electroforético obtenido del EpVf (Figura 48),
se visualizé que la banda namero 6, cuyo PM es de 52.723 KDa, puede corresponder a la lectina VFA
cuyos efectos anticancerigenos ya han sido comprobados (Jordinson et al., 1999), por lo que muy
probablemente sea ésta quien esté ejerciendo los efectos antigenotdxicos observados en los ensayos
Genotoxico y Antigenotdxico. En este punto, es importante recalcar que los valores de los PM
obtenidos mediante esta técnica son “aproximados”, ya que para conocer el verdadero PM se deben
realizar pruebas mas sofisticadas como la Espectrometria de masas o la Resonancia Magnética

Nuclear (RMN).

Las proteinas presentes en el EpVf pudieron evidenciarse mediante la tincion con Azul de
Coomasie, cumpliendo con el requisito de sensibilidad de éste método que implica hasta los 0.1 ug de
proteinas para registrar una banda. Ademds, cabe mencionar que se considera que este mismo
corrimiento electroforético indica también una extracciéon adecuada de las proteinas presentes en las
semillas de Vicia faba, ya que las bandas, ademdas de ser presentarse en un ntimero reducido, se
pueden observar definidas y sin “barridos” que pudieran indicar la presencia de compuestos

contaminantes (Berg et al., 2003), como por ejemplo, derivados lipidicos.
En general, ademas de todos los efectos anteriormente reportados y los demostrados en este

trabajo, otra importante ventaja que demuestran tener las proteinas de Vicia faba, en comparacién con

otras lectinas a las cuales también se les han adjudicado propiedades antitumorales, es que éstas no

W
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ejercen un efecto toxico como las demas que en algunos casos pudieran provocar efectos adversos

(Castillo-Villanueva, A. y Fikrat, A., 2005).

Las leguminosas tienen un papel importante en la dieta de los humanos por su alto contenido de
proteinas y dada su distribucion geografica, éstas pueden contribuir de manera significativa en la
aportacion de estos nutrientes a la poblacion mundial, especialmente en los paises menos
desarrollados (Lawrence et al., 2006). Sin embargo, con el incremento en el consumo de alimentos
enlatados y procesados, el consumo de este tipo de alimentos ha disminuido en gran proporcién,
fenémeno de importancia relevante dado que estudios epidemiolégicos y prospectivos indican que el
consumo de una dieta saludable y de origen natural (frutas, vegetales, cereales, etc.) se ha asociado a
la reduccion del riesgo de desarrollar tipos severos de cancer (Steinmetz & Potter, 1996; Greenwald,
et al., 2001; Surh, 2003), motivo por el cual, se esta buscando la manera de exponer a la poblacién més
frecuentemente, a alimentos que posean sustancias cuyos efectos anticancerigenos se han demostrado
gracias a las investigaciones que se estin realizando sobre este topico, e inclusive, que puedan

aplicarse como parte de una terapia en pacientes ya diagnosticados con esta enfermedad.

Ahora las leguminosas como Vicia faba, han tomado un gran valor que va mas alla del aspecto
nutricional reconocido desde hace muchos afios atrds, ya que se ha demostrado también el gran

potencial que poseen para actuar directamente sobre la salud humana.
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10. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, puede concluirse que:

El método de extracciéon empleado: “salting in”, result6 ser adecuado para la extraccion de
las proteinas presentes en las semillas de Vicia faba, ya que se encontré una alta
concentracion de proteinas, determinada mediante el método de Biuret, inclusive, en una
mayor proporcion a la reportada tedricamente, ademads, ésta concentracion fue triplicada
mediante el proceso de Liofilizacion, el cual permitié conservarlo en 6ptimas condiciones
durante el proceso experimental y emplearlo en los cultivos de linfocitos.

El ensayo Genotodxico indicé que el EpVf, no produce genotoxicidad alguna en ninguna de
las concentraciones empleadas en este estudio (1, 2 y 6 mg/mL), pues el extracto no induce
la formacién de ICH.

El EpVf tiene la capacidad de contrarrestar el dafio sobre el material genético de las células
ejercido por la MMC, disminuyendo la frecuencia de formacién de ICH mediante la
proteccion al DNA, por lo que se puede decir que el EpVf posee un efecto antigenotdxico.
El EpVf en este estudio, no produce un efecto mitogénico sobre linfocitos humanos a la
dosis de 1 mg/mL en comparacion con la PHA. Sin embargo, en combinacién con ésta,
potencializa el efecto de la PHA a la dosis de 6 mg/mL, indicando una relacién entre la
concentracion y la capacidad mitogénica.

Los resultados del IM muestran que el EpVf contrarresta el efecto de la MMC, ayudando a
las células a entrar a mitosis.

El IR no se ve alterado en ninguna forma por la presencia del EpVf, ni del extracto solo a
las diferentes concentraciones empleadas, ni éstas en presencia de la MMC, por lo tanto, se
puede decir que no induce citotoxicidad.

La Electroforesis SDS-PAGE, permitié separar las proteinas componentes del EpVf en
concentracion de 6 pg/ul, identificindose 12, cuyos PM van de los 88.9 a los 20.2 KDa, de
las cuales, ademds, pudo identificarse una proteina de PM= 52.7, la cual se presume
corresponde a la lectina VFA que se le ha identificado como la forma activa con efectos
anticancerigenos, por lo que muy probablemente sea esta la responsable de los efectos

observados durante este estudio.
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ANEXO

12. ANEXO: PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS

e Solucién de monémeros Acrilamida-Bisacrilamida
1.6 gde Acrilamida
0.4 g N’-N’-Bis-metilen-acrilamida
Mezclar ambos mondmeros y aforar a 50 mL. Filtrar con papel Watman No. 1 y almacenar

a 4 °C protegido de la luz.

e Buffer Tris-HC1 1.5M, pH= 8.8 (Gel separador)
9.1 de Tris-base
Disolver en aproximadamente 30 mL de agua desionizada. Ajustar pH con HCI
concentrado. Aforar a 50 mL con agua desionizada y filtrar con papel Watman No. 1,

conservar en refrigeraciéon a 4 °C.

e Buffer Tris-HCI 0.5M, pH= 6.8 (Gel concentrador)
3.0 g Tris-base
Disolver en aproximadamente 30 mL de agua desionizada. Posteriormente, ajustar pH a
6.8 con HCl concentrado. Aforar a 50 mL con agua desionizada y filtrar con papel Watman

No. 1. Conservar en refrigeracion a 4 °C.

e SDS10%
1 g de SDS

Disolver en 9 mL de agua desionizada, mezclando lentarnente. Aforar a 10 mL.

¢ Buffer de Corrimiento
7.5 g Tris-base
36 g de glicina
2.5 gde SDS
Diluir en 100 mL y después, aforar a 500 mL (no es necesario medir el pH). Conservar en

refrigeracion.

/‘)ﬁ"
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ANEXO

Buffer Muestra

1.25 mL de Buffer pH= 6.8
1.0 mL de glicerol

0.2 g de SDS

0.2 mL de B-mercaptoetanol

Llevar a 5 mL con agua tridestilada. Separar en alicuotas de 1 mL y congelar hasta su uso.

Persulfato de amonio al 10%
50 mg de Persulfato de amonio

0.5 mL de agua tridestilada

Nota: preparar solo la cantidad necesaria para una ocasién pues el reactivo es inestable para conservarse.

TEMED

Agregar lo suficiente para preparar los geles (ver tabla)

Solucién Stock de Azul de Coomassie

2 g de azul de Coomassie R-250

200 mL de agua tridestilada

Disolver en agua caliente. Filtrar con papel Watman No. 1 y conservar en frascos ambar a

temperatura ambiente

Colorante de Trabajo Azul de Coomassie

31.3 mL de Solucién Stock de Azul de Coomassie

125 mL de metanol

25 mL de &cido acético glacial

68.7 mL de agua tridestilada

Mezclar y llevar a 250 mL, filtrar con papel Watman No. 1. Conservar en frascos ambar a

temperatura ambiente

Solucion decolorante de Geles con Azul de Coomassie
500 mL de metanol
100 mL de &cido acético glacial

400 mL de agua tridestilada.
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