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Resumen

RESUMEN

Ultimamente se han investigado posibles tratamientos contra el cancer, de
los cuales uno es el estudio de los compuestos extraidos de las plantas. Las lectinas
son proteinas de origen vegetal, que diversos investigadores afirman que éstas
poseen propiedades antitumorales y anticancerigenas (Castillo, 2005).

En el presente trabajo se realiz6 la extracciéon de proteinas (lectinas) de 20g
de Pisum sativum por un método de extracciéon salina. Ya obtenido el extracto
proteico se cuantificaron las proteinas por el método de Biuret, la concentracién
fue de 3.75mg/mL. Con el fin de concentrar a las proteinas y conservarlas durante
la manipulacidn, el extracto proteico se liofiliz6, por lo que se volvié a cuantificar a
las proteinas por el mismo método, obteniéndose la concentracién de 29.6mg/mL.

Se efectu6 la separacion de las subunidades proteicas del extracto de Pisum
sativum mediante la técnica de SDS-PAGE consiguiendo 16 bandas cuyo PM se
encuentran en un rango de 14.648 - 80.592 kDa.

Se realiz6 un ensayo para determinar si el extracto proteico de Pisum sativum
tiene la capacidad mitogénica, comparado con la Fitohemaglutinina, ambos en
concentraciéon de 1mg/mL. El extracto por si solo no posee esta capacidad, pero en
combinacién con la Fitohemaglutinina se potencializa este efecto.

Se llevaron a cabo dos ensayos el Genotoxico y el Antigenotdxico para
determinar el dafio o en su caso contrario el beneficio que produce el extracto
proteico en el DNA frente a un mutageno como la Mitomicina C.

En el ensayo de antigenotoxicidad se trabajaron con las siguientes
concentraciones del extracto proteico de Pisum sativum: 1, 2, 2.5 y 3 mg/mL. Los
resultados obtenidos muestran que, el Indice Mitético a las diferentes
concentraciones utilizadas del extracto proteico de Pisum sativum (1, 2, 2.5, 3
mg/mL) en combinacién con la Mitomicina C manifesté6 un aumento (32, 20, 25.5,
26 metafases/1000 células, respectivamente) del Indice Mitético en comparacién

con el control positivo (19 metafases/1000 células).



Resumen

Con lo que respecta al Indice de Replicacién del ensayo Antigenotéxico
mostré un comportamiento similar al del ensayo Genotéxico, lo cual no indica
diferencias significativas con relacién al control positivo, no hay alteraciéon de la
velocidad de la division celular.

La frecuencia de Intercambios de Cromaétides Hermanas revelé una
disminucién conforme incremento la concentracién del extracto proteico de Pisum
sativum ( 45.1, 26.94, 25.66, 23.84), por lo que se puede decir que contrarresta los
dafios producidos por la Mitomicina C (49.48).
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INTRODUCCION

Capitulo 1. La Herbolaria

1.1 Antecedentes historicos de la Herbolaria.

La salud siempre seguira ligada a la enfermedad, porque son
complementarias; asi como el hombre a la Naturaleza. Desde tiempos remotos, el
hombre fue adquiriendo conocimientos acerca del manejo de las plantas. En
primera instancia, su objetivo era su alimentacion, pero en algtn punto del tiempo
se dio cuenta de que poseia otra utilidad, la propiedad de curar. También se
percat6 de que la forma y la cantidad que ingeria influia de manera importante en

el tratamiento; era una linea delgada entre la curacién y la muerte (Waizer, 2006).

Con el paso del tiempo surgié la “Herbolaria”, la aplicaciéon de la Boténica a
la Medicina, es decir, el uso de hierbas contra las enfermedades que aquejan al
hombre y a otras especies, con el fin de curar dichas enfermedades y restablecer su

salud.

En el documento escrito mas antiguo que se ha encontrado sobre el tema, se
citan 48 casos de males o enfermedades en el antiguo Egipto que fueron curados
con plantas medicinales. Por otra parte, en la mitologia griega, un personaje
importante es Hygia, quien es considerada la diosa de la medicina y de cuyo
nombre se deriva la palabra higiene. Su hermana Panacea simboliza las
propiedades curativas que poseen las plantas. La frase célebre de Hipdcrates “que
tu alimento sea tu medicina” es ampliamente conocida, expresién por la cual fue
considerado el padre de la nutricién. Tanto Hipdcrates como Galeno utilizaron la
herbolaria como base de las atenciones médicas que les hicieron merecedores del

reconocimiento como padres de la medicina (Shulterbrandt, 2008). Ambos médicos
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recurrieron a ella como medio para restablecer la salud de los enfermos, por lo que

sus ensefianzas rigieron el mundo de la medicina hasta la Edad Media.

Posteriormente la Herbolaria continu6 su camino hacia Roma y de ahi a los
paises que surgieron después, como fue el caso de Espafia; el cual estuvo bajo la
dominacién de los arabes, suceso que llevo consigo los conocimientos de ciencia
médica mas confiables en el mundo de esa época. La medicina estuvo altamente
influenciada por dos médicos musulmanes: Razis y Avicena. Ellos retomaron los
conocimientos de Hipdcrates y de Galeno, de manera que fueron consolidando el
conocimiento del pueblo Arabe. Para entonces las cruzadas habian fracasado, y el
comercio de especias (plantas comestibles y medicinales) procedentes de Asia
estaba sometido por los pueblos Arabes. El rey Fernando de Aragén y la reina
Isabel de Castilla, unieron sus ejércitos para expulsar a los musulmanes de sus
tierras y una vez unificado el reino de Espafia, prepararon una expedicién
maritima en busca de nuevas rutas para el comercio con Asia, y por accidente, se

encontrarian con América (Vicario, 2008).

En el México precolombino, los Aztecas tenian un profundo conocimiento
en relacién al uso de la Herbolaria, del que se enteraron los reyes de Espafia por
medio de las llamadas Cartas de relacion que envié Hernan Cortés durante la
Conquista. En una de estas cartas, remitida el 30 de Octubre de 1520 le decia a
Carlos V: “Ai calle de Arbolarios, donde ai todas las Raices, lerbas Medicinales que en la
Tierra se halla. Ai casas como de Boticarios, donde se venden las medicinas hechaz asi
potables como ungiientos, emplastos”. Esto motivé a Felipe Il a enviar a su médico
personal, Francisco Herndndez, para hacer un estudio en la materia entre los afios
1570 - 1577. Hernandez fue el primer médico europeo que exploré la medicina de
América, recogiendo y estudiando integramente mas de 1200 plantas medicinales
obtenidas durante los siete afios que permaneci6 en el nuevo continente (Waizer,

2006). Asi arribaron a Sevilla barcos procedentes de las Indias cargados de
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productos vegetales que los médicos europeos esperaban con ansia para probarlos

y aumentar su arsenal terapéutico (Barquin, 1984).

Tras la Conquista, alrededor del afio de 1600, los frailes espafoles
acompafados de indigenas traductores levantaron un valioso censo de las plantas
y sus propiedades curativas. Este censo se halla documentado en el "Codice
Badiano", escrito y traducido al latin por el médico indigena Martin de la Cruz. Esa
es solo una pequefia muestra del conocimiento terapéutico de las plantas que
tenian los Mayas, Nahuas, Mixtecos y Zapotecos, por mencionar a los principales
grupos, ya que estos tenian una extensa sabiduria sobre la herbolaria. Trescientos
afios después, se produjeron migraciones masivas de campesinos a las ciudades,
asi trasladaron esta tradicion Herbolaria que con el tiempo se fue diluyendo ante el
florecimiento de la medicina ortodoxa. No obstante, hubo familias que acufiaron la
profesion de la herboristeria, sistematizando el uso y combinacién de plantas para
males y padecimientos especificos. De esta manera el legado milenario de la
Herbolaria y su efecto curativo al alcance de todos, ha sido cultivado en México

para servir a la salud de sus habitantes. (Vicario, 2008).

La riqueza de la Herbolaria mexicana es infinita. Actualmente en cada una
de las regiones de nuestro pais, es posible encontrar en los mercados puestos
especializados en estos productos (Rodriguez y Gémez, 2008). La Fitoterapia es el
uso de plantas, sustancias vegetales empleadas en el tratamiento de enfermedades,
y se cree que es la terapia més antigua practicada por el hombre. Proviene del
griego “phyton", que significa planta y de “therapeia”, que quiere decir
tratamiento; es antecesora de la medicina moderna, que a partir del siglo XVII, fue
desplazada, ya que se creia que ésta era un fraude y que sélo era practicada por los
curanderos. Tuvieron que pasar varios siglos para que tomara auge en nuestros
dias, incluso los cientificos mds desconfiados a esta préctica no pueden negar los
efectos favorables de las plantas (Fitoterapia, 2008).
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Los medicamentos de origen vegetal son aproximadamente una cuarta
parte de los que se encuentran en el mercado. Ejemplos de esto son la morfina
(Papaver somniterum), la atropina (Atropa belladona), la digitoxina (Digitalis purpiirea),
quinina (corteza de arbol quino), cocaina (Erithroxy liumcoca), por mencionar
algunos (Mendoza, et.al. 2008). Diversas enfermedades han sido controladas
gracias a que los investigadores han aislado principios activos, uno o varios, en
una sola planta. Aqui entran la Farmacologia y la Genética Toxicoldégica, cuyo
papel es el de hacerse cargo de estudiar sus propiedades en los seres vivos, asi
como sus efectos, todo con la finalidad de convertirlos en un recurso ttil para el

tratamiento de distintos padecimientos.

Uno de estos padecimientos es el cancer, donde la dieta ha sido foco de
investigacion, encontrdndose diversos compuestos en ella que tienen influencia en

el desarrollo del cancer. Enseguida se muestran algunos compuestos con capacidad

anticancerigena:

NUTRIENTES: NO NUTRIENTES:
Acido félico (hortalizas de hoja) Fitoestrogenos (leguminosas, guisantes, soja,
Vitamina C (citricos, vegetales de hoja, patata) cereales integrales)
[-caroteno (tomate, zanahoria, espinacas, Flavonoides (frutas, verduras, cereales)
lechuga, Isotiocianatos e indoles (col, coliflor, coles de
Vitamina E (aceites vegetales, frutos secos) Bruselas)
Selenio (cereales, setas) Alisulfuros (ajos y cebollas)
Fibra (verduras, leguminosas, cereales Inhibidores de las proteasas (leguminosas,
integrales, frutas) maiz)

Polifenoles (té verde, soja, manzana, patata,
avena, café)

13



Introduccion

Capitulo 2. El cancer
2.1 Antecedentes en México

Una investigaciéon del INEGI, en el periodo que comprende de 1998 al 2007,
muestra que la tasa de mortalidad en México es mayor en hombres (55.4%) que en
mujeres (44.6%), vy ademds indic6é que se ha observado un aumento en la
defunciéon por casos de tumores malignos, que representan la tercera causa de
muerte entre las mujeres, con 35 303 defunciones (15.4%), mientras que en los
hombres fue la cuarta causa, con 33 509 muertes, representando el 11.8% del total
de defunciones entre los varones (Estadistica a propésito del dia mundial contra el

cancer, 2009).

La edad es un factor importante, ya que la incidencia de la mayoria de los
canceres posee un crecimiento exponencial con respecto a ésta. Son necesarias
hasta 10 mutaciones independientes producidas al azar y con una probabilidad
baja, para que una célula se transforme en una célula cancerosa maligna (Klug,
et.al; 2006). La edad esta relacionada con el tipo de cancer, en general, la poblacién
mas afectada es la mayor de 60 afios, siguiendo el grupo de personas que tienen

entre 30 y 59 afios.

Los canceres malignos més frecuentes (en general) son los de pulmén,
mamas y colonrectal, que en conjunto arrojan una cifra del 44% del total de casos

de cénceres.

Porcentaje de defunciones por tumores malignos por sexo segun afio de ocurrencia, 1998-2007

15.5 15.5 15.4 15.3 15.6 152 15.7 154
s —_— . . — - —
14.7 . — - — e — e — . g - — —_——— R —_— A
“a  — £ Z 3
13.2 13.3 13.4 13.4 13.6 13.4 13.6 13.4
12.7
12.4
12 > 11.9 11.8
11.4 115.______%'_7_.__..]_‘39.-—-- B ..
109 __..—@—--— - —®—
10.6  __ .. -
- -
1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
— & — Hombres —a— Total — #&— - Mujeres

Nota: El porcentaje esta en relacion con el total de defunciones registradas en cada afio, en general y por sexo.
Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales, 1998-2007. Bases de datos.
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Dentro de la poblacion femenina, los tipos de canceres que muestran un
indice mas alto de defuncién son: el de mama (13.8%), cuello del atero (12.1%) e
higado (7.6%). En cambio, en la poblacién masculina, los tipos de cancer con mayor
incidencia son: cancer de prostata (15.7%), de trdquea, bronquios y pulmén (14%) y
de estomago (9%).

Distribucion porcentual de las defunciones por tumores malignos para cada sexo

2006-2007
2006 2007 Tumores malignos 2006 2007
3.6 3.1 Encéfalo 28 23
2.5 23 Laringe 0.4 0.3

16.6 14.0 Traquea, bronguios v pulmén 7.7 6.8
0.1 0.1 Mama 15.0 13.8

8.6 7.1 Higado 9.2 76
5.6 5.2 Pancreas 5.8 5.4
10.4 g.0 Estomago 2.4 7.5
3.5 3.3 Wias urinarias 22 20
171 15.7 Prostata Orvarios 5.5 49
Cuelio del Gtero 13.9 121
5.0 45 Colon 45 47
7.0 6.2 Leucemia 5.8 5.4
40 36 Linfema no Hodgkin 3.0 27
16.0 258 Otros 15.9 245

Fuente: INEGI. Estadisticas Witales. Defunciones 2008 v 2007. Base de datos.

Dentro de la clasificacién del cancer tenemos que todos comparten el mismo

proceso de carcinogénesis, destacando ciertas generalidades o caracteristicas.

2.2 Generalidades

El cancer es una enfermedad genética compleja que incluye alteraciones en
los genes involucrados en la proliferacién, apoptosis, reparacion del DNA vy
envejecimiento celular. Ademaés es un término que designa un grupo de entidades
que difieren de forma variable en su histogénesis, morfologia, evolucién clinica y
prondstico, presentando particularidades morfolégicas y biologicas que permiten
clasificar e identificar por separado diferentes lesiones (Ferbeyre y Salinas, 2005).
Es una etiologia multifactorial relacionada con factores genéticos, que dan una

determinada susceptibilidad, y multiples factores ambientales. Estos son los mas

15



Introduccion

modificables y al azar, lo que hace que en una determinada circunstancia se

alcance un umbral de expresion de la enfermedad (Castillo, et.al.; 2005).

Las variaciones entre los tipos de cancer son: la edad de aparicion, la tasa de
crecimiento, su capacidad invasiva, la prognosis y la respuesta a los tratamientos.
En contraste, todos los canceres coinciden a nivel molecular: existe un crecimiento

y divisién anormales de las células cancerosas (Klug, et.al; 2006).

El proceso de la carcinogénesis puede ser divido en 3 etapas: iniciacién,
promocion y progreso basado en evidencia de modelos experimentales (Yokota y
Sugimura, 1993). El cancer inicia con la acumulacién de mutaciones en una sola
célula, generando que ésta empiece a proliferar descontroladamente, por lo que
todas las células de un tumor derivan de una sola célula madre (clona) (Brandan,
et.al; 2002). Hay un desarrollo en el sitio donde se inici6 y se denomina como
primario. Este puede crecer lo suficiente para causar sintomas. Después las células
cancerosas pueden abandonar el cancer primario y dirigirse a otras partes del
cuerpo a través de la sangre o el sistema linfatico, lo que puede producir cancer en
otras partes del organismo, lo que se conoce como canceres secundarios o

metastasis (Qué es el cancer, 2004).

- Cancer Primario

___— Invasién Local

— Angiogenesis

(Los tumores crean sus propios
vasos sanguin eos)

L2 —— Vaso linfatico

—— Lindero

—  Metistasis
- (Las cdulas se alejan del
P 0 —— tumor prAmano e
c%”/ invaden otras partes del

Q cuerpo a  través de los
/ vasos sanguineos v

linfiricos)

Vaso
sanguineo

FIGURA No.1. Esquema de iniciacién y produccion del cancer (Qué es el cancer,
2004).
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Los tumores originados en la proliferaciéon celular descontrolada pueden ser
benignos o malignos (ver FIGURA No.l.) La aceleracién de la proliferaciéon
provoca la acumulacién de mutaciones somaéticas adicionales debidas a la no
reparacién, lo que provoca que las células se hagan mas agresivas y su

proliferaciéon se incremente, volviéndose resistentes al tratamiento (progresion)

(Brandan, et.al; 2002).

Los tratamientos que se utilizan contra el cdncer pueden dividirse en dos:

Los locales, que involucran las cirugias, las radioterapias y los sistémicos, como la

quimioterapia

(hormonoterapia

y terapia

(inmunoterapia y genoterapia) (Guerena, et.al; 2006).

TABLA No.1. Tratamientos contra el cancer.

molecular)

y la bioterapia

TRATAMIENTO MECANISMO DE EFECTOS SECUNDARIOS TIPO DE CANCER EN EL QUE
ACCION ACTUA
CIRUGIA Remueve una parte, o Pérdida funcional, obstruccién Tumores de cabeza, cuello, pulmén,
el total del tumor intestinal, sindrome de mala mama, Gtero, vejiga, testiculo, recto,
canceroso. absorcién, sepsis, linfidema, sarcoma de tejidos blandos y
disfuncién sexual, psicoldgica y social. | tumores 6seos.
RADIOTERAPIA Radiacion que Tempranos: cansancio, coloracién roja Tumores de retina, nervio 6ptico,
produce ruptura en la piel, ndusea, vomito, sensacion cerebrales, piel, cavidad oral,
cromosomica directa, de quemadura, diarrea, depilaciéon faringe, laringe, eséfago, cérvix,
detiene la parcial, esofagitis, alteracién de las utero, vagina, préstata, enfermedad
multiplicacién de la mucosas, supresion de las de Hodgkin. También puede ser
células malignas por hematopoyesis. combinado con cirugia en pulmoén
radicales libres. Esta mama y Utero, vejiga y testiculo,
técnica puede afectar a Tardios: lesion de las células recto sarcoma de tejidos blandos y
las células normales, lentamente proliferativas, mielopatia, tumores dseos primarios.
pero éstas se pueden necrosis 6sea, estenosis intestinal,
recuperar. fibrosis pulmonar, tlceras cutaneas,
pérdida de funcién renal, lesiones
cardiacas en miocardio y pericardio,
neoplasias secundarias (sarcomas).
QUIMIOTERAPIA Medicacién que Tempranos: nausea, vomito, alopecia, Leucemia linfocitica aguda,
detiene la hiperucemia, mucositis, cistitis leucemia miel6gena aguda,
proliferacién celular. hemorrégica, mielosupresion, carcinoma mamario, linfoma de
Acttan sobre DNA, neutropenia, trombocitopenia, anemia. Burkitt, Sarcoma de Swing,
RNA, mitosis y enfermedad de Hodgkin, linfoma
sintesis de proteinas. Tardios: miocardiopatia, fibrosis no Hodgkin, carcinoma pulmonar
pulmonar, insuficiencia renal, necrosis de células pequenas, trofobléstico
avascular y osteoporosis, disfuncion (gestacional), carcinoima testicular,
sexual y reproductiva, neuropatia, tumor de Wilms, células tumorales
cataratas, disminucién de la audicion, hipéxicas, melanomas.
neoplasias secundarias.
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BIOLOGICO O Utiliza farmacos para Sudor, fiebre, escalofrio, cansancio, Canceres hematolégicos, linfomas,
INMUNOTERAPIA estimular el sistema dificultad respiratoria, hipotension, leucemias, melanoma, mieloma
inmune para combatir dolores musculares y de cabeza; multiple, sarcoma de Kaposi,
el cancer. nausea, vomito, diarrea, insuficiencia cancer de mama, de células renales.
renal y hepatica.
HORMONOTERAPIA Farmacos esteriodes Edemas por esteroides, hirsutismo por Leucemia linfocitica crénica,

naturales, o derivados
sintéticos. Acttian
bloqueando la
actividad de ciertas
enzimas e
interrumpiendo la
sintesis hormonal,
compitiendo por
receptores especificos
o mediante
antagonismo
biolégico.

andrégenos, cancer de endometrio
incremento del
apetito, retencion de fluidos y
aumento de peso.
En algunos casos, la actitud de las
personas y su actividad sexual se
pueden ver afectadas.

enfermedad de Hodgkin, carcinoma
prostatico, cancer mamario
metastatico.

Capitulo 3. Pisum sativum

3.1 Generalidades

La familia de las leguminosas (Fabaceae-Leguminosae) es la segunda en

importancia econémica dentro de la familia herbacea,

con un estimado de

entre 16 a 19 000 especies, y alrededor de 750 géneros (Barret, R.P; 1990).

Su importancia radica en que son la principal fuente de proteinas, aceites,

asi como ser el principal fijador de N (con bacteria simbidtica en la raiz), adiciona

Nitrégeno del aire de las plantas (Barrett, 1998).

Se reconocen cuatro posibles centros de origen: el abisinico (Etiopia), el

mediterrdneo (Turquia, Grecia, Yugoslavia y Libano), el del Proximo Oriente (Iran,
Irak, Caticaso), y el del Asia Central (noroeste de la India, Pakistan, Afganistan y

Rusia) (Gonzalez, 2001).
Es conocida con diversos nombres, los mas comunes son: chicharo, arveja o

guisante. Esta planta pertenece a la familia Fabaceae (antes llamada Leguminoseae).

Pertenece a la subfamilia de las Papilionoideas. Es una planta trepadora anual que
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mide desde 40 cm a 1.5 m de altura (Cultivo de plantas medicinales y alimentarias,
2004).
Las vainas tienen de 5 a 10 cm de largo y contienen de 4 a 10 semillas; son

de forma y color variable.

Las semillas se cosechan cuando estan cercanas a la madurez y son
ingeridas frescas, las vainas se pueden dejar para que maduren sus semillas y son
cosechadas y utilizadas secas (Infante y Alexis, 2000). Cada semilla tiene un peso
aproximado de 0,20 gramos; su poder germinativo es de 3 afios como maximo, en

las variedades de grano arrugado la facultad germinativa es ain menor.

De acuerdo al tipo de semillas se divide en: redonda y arrugada, segtin su
aspecto una vez seca. Su principal diferencia es la resistencia, siendo maés
resistentes las primeras, capaces de pasar el invierno al aire libre (en climas no
demasiado extremos) alcanzando su madurez a finales de la primavera o
comienzos del verano. En cambio, las semillas arrugadas son menos resistentes y
tienen un contenido mas elevado de aztcar, su siembra se hace en forma gradual

en primavera para poder cosecharlos a partir del inicio del verano.

Existe una especie del género Pisum. Entre las subespecies mds conocidas se

encuentran:

@ DPisum sativum subsp. sativum: De flores blancas o rosadas sobre
pedinculos cortos. Es la que se cultiva con mayor frecuencia. Las
semillas pueden ser lisas o rugosas.

@ DPisum sativum subsp. elatius: Con pedinculos florales mas largos y
flores con alas de color parpura oscuro y estandarte de color lila. Se
cultiva menos que la especie anterior y aparece asilvestrada con

mayor frecuencia. Las semillas poseen granos.
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& Pisum sativum L. cv. axiphium: Llamado comdnmente como tirabeque,
se caracteriza por poseer una vaina muy tierna que permite comerse
como verdura.

De creciente popularidad son las variedades de guisante dulce (Pisum
sativum var. saccharatum) y la especie Tetragonolobus purpureus o Lotus tetragonolobus.
Ambos se aprovechan por completo, incluida la vaina, aunque el segundo es de
sabor inferior al guisante dulce (Cultivo de plantas medicinales y alimentarias,
2004).

En el Area de Nutriciéon, Pisum sativum es muy rico en carbohidratos y en

proteinas, de acuerdo a los valores representados en las siguientes tablas:

TABLA No. 2. Composiciéon nutrimental de Pisum sativum. (A) Valor nutricional de
guisantes verdes por cada 100g de parte comestible (Guisante, 2012), (B) Ficha
nutricional del guisante (Indices dietéticos de los alimentos, 2007).

(A)

Agua (%) 78
Proteinas (g) 6.3
Grasas (g) 0.4
Hidratos de Carbono (mg) 14.4
Fibra (mg) 2
Cenizas (g) 0.9
Calcio (mg) 26
Fosforo (mg) 116
Hierro (mg) 1.9
Sodio (mg) 2
Potasio (mg) 316
Vitamina A (U.I.) 640
Tiamina (mg) 0.35
Riboflavina (mg) 0.14
Niacina (mg) 2.9
Acido ascérbico (mg) 27
Calorias (cal) 84
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3.2 Accidn terapettica

Las propiedades de Pisum sativum son las siguientes:

& Estimula el sistema circulatorio.

©)

Al igual que otras leguminosas, impide la formacion de las placas en
las arterias causantes de la arteriosclerosis.

Posee propiedad hipocolesterolémica, es decir, disminuye los niveles
de colesterol malo de la sangre.

Es un vasodilatador.

Previene las enfermedades cardiovasculares como angina de pecho o

el infarto al miocardio.

« Componentes que intervienen en las propiedades de Pisum sativum.

o

o

Vitamina C o Acido ascorbico.
Minerales como el Calcio y el Magnesio.
Acido Fitico, malico, oleico y linoleico.

Genisteina o lecitina.

& Capacidad de verter la glucosa gradualmente en el torrente sanguineo.

o

o

Mantiene la sensacién de plenitud durante largo tiempo, mantiene
los niveles de glucosa estables lo que determina que el organismo
pueda estar saciado.

Util para adelgazamiento. Al mantener el hambre bajo control, no
obliga a comer otros alimentos con mds calorias.

Mantiene los niveles de glucosa dentro de la normalidad sin necesitar
mucha insulina.

En personas con diabetes, el consumo de este alimento disminuye la

dependencia del suministro de la insulina.
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o Contiene componentes antiglucémicos como: Acido ascérbico,
salicilico, nicotinico; minerales como cromo o el manganeso. Otros

componentes como la pectina, niacina, triptéfano.

& Funcién revitalizante.

o Aporta proteinas necesarias para el desarrollo y renovaciéon de las
células. Es rico en legumina y vitamina B2.

o Contiene niveles altos de Magnesio necesarios para la sintesis de
proteinas.

o El consumo de este alimento mejora la salud del cabello, piel, ufias,
fuerza muscular, la vitalidad tanto fisica como mental.

o Es un alimento rico en Hierro, Calcio y Fosforo. El primero
importante para la prevencién de la anemia. El Calcio interviene en la
formacion de los huesos y el Fosforo es necesario en la produccion
de energia corporal y es el segundo mineral mas importante después

del Calcio en la formaciéon de los huesos.

& Favorece el transito intestinal y previene el cancer de colon.
o Contiene fibra insoluble, que aumenta el peristaltismo intestinal,
previniendo el estrefiimiento.
o Suriqueza en fibra evita la sedimentacién en las paredes del colon de
sustancias potencialmente cancerigenas.
o Su contenido en fibra soluble al combinarse con el agua, forma un gel
que dificulta la absorciéon del colesterol, las grasas y glucosa en la

sangre.

& Protege al sistema nervioso y beneficia el estado de &nimo.
o Sus nutrientes como la vitamina B1 o Tiamina, ayuda a que el sistema

nervioso se nutra de glucosa adecuadamente. Su deficiencia provoca
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la degradacion de las fibras nerviosas y produce sintomas
desagradables como la falta de coordinacién, sensacién de
hormigueo en piernas, manos o pies.

o Es rico en Niacina o Vitamina B3 que, en conjunto con la Tiamina, la
Piridoxina y la Riboflavina, contribuyen en mantener el sistema
nervioso en buen estado.

o Contiene cantidades abundantes de Folato que el organismo
transforma en Acido folico o vitamina B9, cuyas deficiencias son
responsables de la aparicion de sintomas de depresiéon o mal humor.

o Ayuda a superar el nerviosismo y a mantener un estado de animo

mas positivo.

& Posee accion espermicida, contraceptiva y fungistética.

o El aceite de las semillas, administrado una vez al mes, inhibe la
proliferacion del endometrio, antagonizando la prosgesterona,
evitando el embarazo en un 60% de las mujeres.

o En el hombre, reduce en un 50% el ntimero de espermatozoides
(Cultivo de plantas medicinales y alimentarias, 2004).

o Las cataplasmas con harina de guisantes son ttiles en el tratamiento
infecciones dermatolégicas por hongos y también son utilizadas para

el acné.

3.3 Cultivo. Suelo y siembra.

Los guisantes necesitan un suelo bien abonado, excavado y labrado a fondo,
con un pH de 6 a 7.5. Poco antes de la siembra se aplica un abono general con un
contenido bajo en nitrégeno. No hacen falta abonos nitrogenados, ya que al igual
que otras leguminosas, tienen bacterias en los nédulos de sus raices que fijan el

nitrégeno del aire.
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Se traza un surco aplanado con la pala, de unos 15 cm de ancho y 8 cm de
profundidad y se siembran las semillas en hileras alternas de tres, separadas 8 cm.
Otra opcion es colocar en surcos en forma de V una hilera de semillas, separadas 4
cm. Las hileras deberan alejarse entre si segtin la altura de la variedad cultivada;
para los tipos enanos, los surcos se espacian de 45 a 60 cm, distancia que se

aumenta hasta 1.25 m para las variedades mas altas.

Para que comiencen su desarrollo en primavera se obtienen plantones de
variedades de semilla arrugada en bandejas con mezcla de cultivo mixta y se les
trasplanta al exterior cuando el suelo estd en condiciones de ser labrado y el
tiempo es suave. Se pueden obtener en interior en invernadero si se les protege

(Cultivo de plantas medicinales y alimentarias, 2004).

La planta crece en climas frios y calientes. En México su cultivo debe
realizarse desde fines de marzo hasta fines de junio, siendo mejor el periodo
comprendido desde el inicio de la segunda quincena de abril hasta el 15 de mayo.
Para producir semillas se debe sembrar durante la dltima parte del periodo, asi la
cosecha coincide con la fase mas seca del invierno, con la finalidad de evitar
pérdidas del grano obteniendo material de propagacién de buena calidad (Infante

y Alexis, 2000).

Figura No2 .Pisum
sativum. La imagen
del lado izquierdo
esquematiza la flor de
Pisum sativum y la
imagen del lado
derecho representa el
fruto o semilla de
Pisum sativum
(Plantas medicinales.
Guisante. Pisum
sativum, 2009).
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Capitulo 4. Proteinas
4.1 Definicion

Las proteinas son el principal componente estructural y funcional de las
células y tienen numerosas e importantes funciones dentro del organismo que van
desde su papel catalitico (enzimas) hasta su funcién en la motilidad corporal
(actina, miosina), pasando por su papel mecanico (elastina, colageno), de
transporte y almacén (hemoglobina, mioglobina, citocromos), protecciéon
(anticuerpos), reguladora (hormonas), etc. Su caracteristica mas importante es que
contienen nitrégeno, siendo el contenido medio de este elemento de un 16%. Son
macromoléculas formadas por cadenas de unidades estructurales, los aminoécidos.
Estos aminodcidos se unen por medio de enlaces peptidicos entre los grupos
carboxilo y el grupo a-amino (imino), con pérdida de agua (Martinez y Martinez,

2006).

4.2 Clasificacién
Las proteinas pueden ser clasificadas, en base a diversos tipos:
@ De acuerdo a su composicion.

o Proteinas simples u Holoproteinas. Formadas exclusivamente o
predominantemente por aminodacidos.

o Proteinas conjugadas o Heteroproteinas. Poseen un componente de
proporcion significativa no aminoacidico que recibe el nombre de
grupo prostético. Segtn la naturaleza de este grupo se consideran a
las glicoproteinas, lipoproteinas, nucleoproteinas, metaloproteinas,

hemoproteinas o cromoproteinas (Proteinas, 2012).

® De acuerdo a su morfologia y solubilidad.
o DProteinas fibrosas. Son insolubles en agua, presentan formas
moleculares alargadas, con un ntmero variado de cadenas

polipeptidicas que constituyen fibras resistentes, con cierto grado de
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elasticidad, fragilidad o ductilidad. Funcionan como proteinas
estructurales o de soporte. Las mas comunes son: Elastina, Colageno,
Queratina, Fibrina.

o Proteinas Globulares. Tienden a ser mas solubles en agua, debido a
que su superficie es polar. Sin embargo, pueden presentar mayor
solubilidad en otros solventes como soluciones salinas, 4cidos o bases
diluidas o alcohol. Su estructura es compacta con formas casi
esféricas. La mayoria de las proteinas conocidas son globulares,
dentro de las que se consideran todas las enzimas, las proteinas del
plasma y las presentes en las membranas celulares (Proteinas, 2012).
Las proteinas globulares se pueden clasificar de acuerdo con su
solubilidad en: albtiminas, globulinas, glutelinas, prolaminas,

sistonos, protaminas.

@ De acuerdo a su funcién biolégica

o Proteinas estructurales. Forman parte de células y tejidos a los que
confieren apoyo estructural. Dentro de estas podemos citar, el
coldgeno, la elastina, las queratinas y la espectirna.

o Proteinas de transporte. Transportan sustancias como el oxigeno en el
caso de la hemoglobina y la mioglobina, dcidos grasos en el caso de la
albimina de la sangre, o las que realizan un transporte
transmembrana en ambos sentidos.

o DProteinas de defensa. Protegen al organismo contra posibles ataques
de agentes extrafios, como los anticuerpos (inmunoglobulinas), los
interferones y el fibrinégeno.

o Proteinas hormonales: Se sintetizan en un tipo particular de células

pero su accion la ejercen en otro tipo, se puede citar a la insulina.
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o Proteinas como factores de crecimiento. Estimulan la velocidad de
crecimiento y la divisién celular, como ejemplo la hormona de
crecimiento y el factor de crecimiento derivado de plaquetas.

o DProteinas cataliticas o enzimas. Permiten aumentar la velocidad de
las reacciones metabolicas. Entre otras se consideran las enzimas
proteoliticas.

o Proteinas contractiles. Poseen la capacidad de modificar su forma,
dando la posibilidad a las células o tejidos que estén constituyendo
de desplazarse, contraerse, relajerse razéon por la cual se encuentran
implicadas en los diferentes mecanismos de motilidad. Ejemplo de
éstas son la actina y la miosina.

o Proteinas receptoras. Se encargan de combinarse con una sustancia
especifica. Si se encuentran en la membrana plasmatica, son las
encargadas de captar las sefiales externas o simplemente de
inspeccionar el medio. Si encuentran en las membranas de los
organelos, permiten su interacciéon. Sin embargo, no son proteinas
exclusivas de membrana ya que algunas se encuentran en el
citoplasma. Un ejemplo son los receptores de las hormonas esteroides.

o Proteinas de transferencia de electrones. Son proteinas integrales de
membrana, comunes en las mitocondrias y cloroplastos cuya funcién
se basa en el transporte de electrones desde un donador inicial hasta
un aceptor final con liberacién y aprovechamiento de energia. Como
ejemplo se citan a los Citocromos que hacen parte de la cadena

respiratoria (Proteinas, 2012).

4.3 Estructuras de las proteinas
De acuerdo a su estructura, las proteinas se dividen en cuatro grupos:
estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria, las caracteristicas

principales de estos grupos se desglosan a continuacion.
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4.3.1 Estructura primaria

Las proteinas constan de un esqueleto formado por la secuencia repetida de
los grupos nitrégeno-carbono alfa y carbonilo. Los enlaces que se forman y la
secuencia de restos de aminodcidos que forman cada proteina se conocen como su
estructura a nivel primario (Anatomia de una proteina, 2012). Es decir, la
estructura primaria se considera a la secuencia lineal especifica (sin ramificaciones)
de aminodacidos de una cadena polipeptidica la cual es el resultado de la traduccién
de la informacién genética contenida en la secuencia de nucleétidos del ADN. Su
importancia desde el punto de vista quimico, radica en la secuencia de los grupos
laterales de los aminoéacidos dado que es el componente variable de la molécula
que proporciona la identidad a la cadena. El significado biolégico de esta secuencia
se basa en el control que ella ejerce en la organizacion de los niveles de
complejidad superiores de la estructura proteica ya que esta permitira en tltima
estancia la determinaciéon de su actividad bioldgica, es decir, la secuencia de
aminodcidos tiene la informacién necesaria para que la molécula adopte una

conformacion tridimensional adecuada (Proteinas, 2012).

4.3.2 Estructura secundaria

Esta estructura consiste en el enrollamiento de la cadena peptidica sobre su
propio eje para formar una hélice o alguna otra estructura tridimensional
especifica. La méds comdn es la a-hélice, la cual se caracteriza por formar una
estructura geométrica en espiral uniforme, en la que cada vuelta estd constituida
por 3,6 aminoacido, se mantiene mediante puentes de hidrégeno entre el
hidrégeno del grupo amino del enlace peptidico de un aminoécido y el grupo
carboxilo del enlace peptidico de otro (Proteinas, 2012). Un ejemplo de este nivel

de organizacion es el coldgeno que se puede visualizar en la FIGURA No.3 .
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FIGURA No.3. Proteina Colageno. Ejemplifica una orientaciéon a-hélice (Proteinas, 2012).

Otro tipo de estructura secundaria es la hoja B-plegada, que se caracteriza
por presentarse de forma aplanada y extendida, ademds posee un méaximo de
enlaces de hidrégeno entre los enlaces peptidicos, consta de varias cadenas
peptidicas que permanecen enfrentadas y se mantienen juntas con enlaces de
hidrégeno en un arreglo a manera de zig-zag (Ver FIGURA No.4.). La estructura
laminar formada le confiere flexibilidad més no elasticidad. Debido a que toda
cadena polipeptidica tiene un extremo C-terminal en una direccién y un extremo
N- terminal en la otra, dos cadenas enlazadas con hidrégeno y una al lado de la
otra pueden correr en la misma direccién, paralelas, o en direccién opuesta,
antiparalela. Un ejemplo de estas proteinas es la fibroina de la seda (Proteinas,

2012).
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FIGURA No.4. Estructura secundaria en forma de hoja -plegada (Proteinas, 2012).

4.3.3 Estructura terciaria

Es la organizacion global de un polipéptido con todas sus caracteristicas de
dicha cadena (Anatomia de una proteina, 2012), por lo que es una forma
tridimensional compleja que describe la conformacién definitiva y especifica de la
proteina. Durante el enrollamiento de la cadena peptidica, para dar origen a la
estructura terciaria, los puentes de hidrégeno y las interacciones iénicas e
hidrofébicas entre una parte de la cadena y otra son las fuerzas que mantienen los
pliegues en posicion espacial correcta. Por otra parte, los puentes disulfuro (-S-S-)
que se forman entre los aminodcidos de cisteina pueden acercar partes que se
hayan distantes en una proteina, de hecho algunos sitios activos de enzimas estan
constituidos por ellos. Ademds, en la proteina también se forman algunos otros
enlaces covalentes para mantener su estructura terciaria que por lo general es
globular (Proteinas, 2012). El andlisis de muchas proteinas ha permitido encontrar
que dentro de la estuctura terciaria existen regiones que poseen una cierta

independencia en su organizacién, como si se plegasen ligeramente separadas una
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de otra, sin que en realidad dejen de establecer contactos entre si. A menudo estas
regiones poseen la capacidad de realizar una parte de la funcién de la proteina
completa, como podria ser la habilidad de reconocer a una molécula especifica o de
interactuar con otra macromolécula. En muchos casos, si por medios artificiales es
posible separar esta region del resto de la cadena del polipéptido, este segmento de
la cadena adopta una estructura semejante a la que presenta en la proteina
completa y sigue siendo capaz de interaccionar con su ligando especifico, estas
regiones son conocidas como dominios (Anatomia de una proteina, 2012), se
caracterizan por poseer una geometria casi esférica especifica con un interior
hidrofébico y un exterior polar. Una proteina puede presentar més de un dominio,
a menudo interconectados por un segmento polipeptidico carente de estructura
secundaria regular (Ver FIGURA No.5.) y alternativamente estar separados por
una hendidura o una regiéon menos densa en la estructura terciaria de la proteina.
Los diferentes dominios de una proteina pueden gozar de movimiento relativo que

estd asociado con una funcién (Proteinas, 2012).

ESTUCTUHA ESTRUCTURA ESTRUCTURA

PRIMARIA SECUNDARIA TERCIARIA
Secuencia de : (Péptido individual
aminoacidos il doblado)

.Froﬁna{prol PN Leucina {leu) B istidina (His) ’ Glicina {gly)
UManina[alal <> Lisina (Lys) (::) Valina {val) % Grupo hem

FIGURA No.5. Secuencia de conformacién de la proteina hemoglobina hasta llegar a su
estructura terciaria (Proteinas, 2012).
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4.3.4 Estructura cuaternaria

La estructura cuaternaria de las proteinas es el nivel de estructuracién mas
alto dentro de una proteina (Anatomia de una proteina, 2012). Muchas proteinas
tienen dos o mas cadenas plegadas de polipéptidos (subunidades) para formar su
estructura terciaria. En la estructura cuaternaria se consideran moléculas proteicas
superiores a los 50 mil daltons en donde las subunidades constitutivas pueden ser
idénticas o diferentes y se asocian para formar dimeros, trimeros y tetrdmeros. En
algunos casos las cadenas aisladas son inactivas, pero en otros pueden cumplir la
misma funcién que el complejo, aunque con diferente cinética. El ejemplo mas
conocido es la hemoglobina en donde las interacciones hidrofébicas, los enlaces de
hidrégeno y los enlaces iénicos ayudan a mantener las cuatro subunidades juntas
para formar una molécula funcional, asi cada subunidad de hemoglobina se pliega
de manera similar a la estructura terciaria de mioglobina. Dado que la
hemoglobina dentro de los glébulos rojos estd constituida por dos cadenas alfa y
dos cadenas beta (Ver FIGURA No.6) que permiten tomar una molécula de
oxigeno, para "atrapar" moléculas adicionales de oxigeno, las cuatro subunidades
cambian ligeramente su conformaciéon y los enlaces i6nicos se rompen para
exponer las cadenas y facilitar esta funcién. Esto indica que las asociaciones
estrechas de las cadenas de polipéptidos dentro de la misma proteina
proporcionan un tipo de comunicacién entre las unidades y se puede entender que
en las cadenas de aminodacidos existen dos tipos de informacién: uno que genera la
conformaciéon adecuada de las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias y

otro que permite la reactividad correcta de las moléculas (Proteinas, 2012).
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FIGURA No.6. Estructura Cuaternaria de la hemoglobina. Observe los grupos hem en
cada dominio (Proteinas, 2012).

4.4 Factores que afectan la estabilidad estructural de las proteinas o
desnaturalizacién

La actividad biolégica de la proteina depende en gran medida de su estructura
terciaria especifica, cuando se somete a factores como el calor, sustancias quimicas
o cambios bruscos de pH; su estructura terciaria se desorganiza y las cadenas
peptidicas adquieren una conformacioén al azar lo que induce a la pérdida de su
actividad biolégica. Las temperaturas elevadas, rompen féacilmente los puentes
débiles de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas a causa del aumento en la
energia cinética de las moléculas. La alteracion del pH puede cambiar el patrén de
ionizaciéon de los grupos carboxilo y amino en las cadenas laterales de los
aminoécidos desorganizando el patréon de atracciones y repulsiones ionicas que
contribuyen a la estructura terciaria normal. La pérdida de la estructura terciaria se
denomina desnaturalizacién, y siempre se acompafia de la alteraciéon de las
funciones biolégicas normales de las proteinas. La desnaturalizacién se puede
originar por calor o concentraciones altas de sustancias polares y solventes no

polares tales como la trea que rompen los puentes de hidrégeno que mantienen la
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estructura de la proteina. Generalmente la desnaturalizaciéon es irreversible,
particularmente si muchas proteinas desnaturalizadas interacttian en eventos no
especificos al azar, como se presenta en los cuerpos de inclusioén caracteristicos de
algunas enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, en algunos casos la
desnaturalizacion es reversible, y una vez las condiciones del ambiente vuelvan a
su estado normal, la proteina puede adquirir su forma activa (ejemplo la lisosima).

En este caso se habla de renaturalizacién (Proteinas, 2012).

Capitulo 5. Métodos de cuantificacion y separaciéon de proteinas
5.1 Importancia de las proteinas

El interés en las investigaciones sobre las plantas medicinales como posibles
fuentes de obtencion de principios activos, ha surgido en instituciones
especializadas en céncer, ejemplo de ello es el Instituto de Investigaciones del
Cancer de Estados Unidos, que desde 1955 desarrollé investigaciones y coordiné
un programa voluntario de cooperacion para la terapia contra esta enfermedad. De
esta forma se han evaluado mas de 400 000 sustancias sintéticas y naturales, las

cuales poseen alguna actividad antitumoral.

De los productos de origen natural con actividad anticancerigena, los més
conocidos son los alcaloides de la vinca (vinblastina y vincristina), aisladas de la
Madagascar periwinkle Catharantas roseus, C. roseus, fueron usadas por varias
culturas para el tratamiento de la diabetes. Fueron descubiertas durante una
investigaciéon de la planta, con fuerte potencial de agentes hipoglicémicos, sin
embargo su descubrimiento fue indirectamente atribuido a la observacion de un

uso no relacionado (Laza, et.al; 2003).

Las proteinas han sido foco de estudio para los investigadores, ya que
dentro de sus efectos se han descubierto beneficios, como la actividad

anticancerigena, propiedad que poseen las lectinas. (Castillo, et.al; 2005). Las
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lectinas son un grupo de proteinas que son estudiadas debido a: estudio de la
estructura de las membranas, deteccién de transformaciones malignas, purificacion
de glicoconjugados, estudios citogenéticos, histoquimicos, enzimaticos y en
tipificacion de grupos sanguineos (Herndndez, et.al; 1999). Un ejemplo, Phaseolus
vulgaris inhibe el crecimiento a altas concentraciones atacando al cancer colorrectal

humano (Castillo, et.al; 2005).

Estas proteinas se utilizan también para la inmunizacién contra virus
productores de inmunodeficiencia y algunos tumores y, como medicamentos para
prevenir metéstasis. Las propiedades citotéxicas de algunas lectinas como la Ricina
y Abrina, generan interés como potenciales armas terapéuticas en el tratamiento

del cancer humano (Hernandez, et.al; 1999).

En el 2002 se demostré que la Viscum album induce la apoptosis en células
de hepatocarcinoma humano SK-Hep-1 y Hep3B, a través de la activaciéon de las
proteasas caspasa-3. También inhibe la actividad de la telomerasa (Castillo, et.al;

2005).

El aislamiento y cuantificacion de las proteinas de las plantas, y sus
propiedades, tienen suma importancia para su utilizacién como opcién terapéutica

contra el cancer.

Las proteinas pueden ser purificadas segin sus tamafios, solubilidades,
cargas y afinidades de enlace. Las proteinas pueden separarse de las moléculas
pequefias por medio de una didlisis a través de una membrana semipermeable,
como la membrana porosa de celulosa. Las moléculas con dimensiones
significativamente mayores que el didametro del poro quedan retenidas dentro del
saco de dialisis al tiempo que las moléculas y los iones menores atraviesan los
poros de la membrana y aparecen en el dializado fuera del saco de didlisis. La
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solubilidad de la mayoria de las proteinas disminuye frente a elevadas
concentraciones de sales. Este efecto, llamado desalado o salting -out resulta ttil.
La dependencia de la solubilidad respecto a la concentracion salina difiere de una
proteina a otra. Salting-out puede utilizarse para el fraccionamiento de las

proteinas o para concentrar disoluciones diluidas de proteinas (Stryer, 1995).

Para el aislamiento de una proteina, se debe de realizar ruptura celular,
posteriormente poder extraer la proteina con un tampoén adecuado. El método de
ruptura a elegir depende de las caracteristicas mecanicas del tejido o células de
donde se va a aislar la proteina, asi como de su localizacién. Entre los distintos
métodos estan:

1 Lisis celular. Vélido para células sin pared celular como las células de
tejidos animales, pero no es suficiente para células vegetales o bacterias. Se
suspende las células en una solucion hipoténica. Debido a la diferencia osmética el
agua difunde al interior de la célula, causando su hinchamiento y ruptura.

1 Destruccién mecdanica. La homogenizacién (hacer pasar las células entre
un tubo y un pistén de vidrio que ajustan casi totalmente); triturar en mortero con
arena o alimina; molino con perlas de vidrio, la prensa de French, la sonicacion.

1 Congelacion-descongelacion. La ruptura se produce al someter las
células a un cambio brusco de temperatura, congelando primero a -196 °C y

pasandolas radpidamente a temperatura ambiente.

Durante el proceso de ruptura, se utilizan tampones de extracciéon para
solubilizar a las proteinas, como disoluciones acuosas de tampones especificos

para proteinas solubles.

Una vez que la proteina se ha extraido de su entorno natural esta expuesta a
muchos agentes que pueden dafiarla como cambios bruscos de pH, acidos y bases
fuertes, temperaturas extremas y la accién de las proteasas. Para minimizar estos
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dafios la purificacién se lleva a cabo en disoluciones tamponadas, a bajas

temperaturas (4°C) y se procura que el proceso sea lo més corto posible.

El resultado de estos tratamientos es un lisado u homogenizado que
contiene una mezcla de enzimas, membranas y células rotas. Esta preparacion se
somete a centrifugaciéon (10.000 - 15.000 rpm) para eliminar los restos celulares y
separar, el sobrenadante que contiene las proteinas solubles, del precipitado que

contiene restos celulares.

Para purificar una proteina es imprescindible tener un método para detectar
cuantitativamente su presencia. El método debe ser especifico y facil de llevar a

cabo.

5.2 Método de Biuret

Una solucién diluida de sulfato ctiprico en tartrato alcalino, es adicionado a
una solucién proteica de 1 - 6 mg/mL, formdndose un complejo i6n caprico
tetracoordinado, resultado de la interaccion de los iones Cu?* con el nitrégeno
peptidico de las cadenas del péptido; esta reaccion no depende de una
composicion amino especifica, como el Cu?* reacciona con la cadena peptidica en
vez de reaccionar con el sitio de los grupos, obteniéndose de esta forma un
complejo de color violeta - parpura, que presenta una absorbancia méxima de 540
-560 nm (Hall, 1996). La intensidad de coloracién es directamente proporcional a la
cantidad de proteinas (enlaces peptidicos), y la reaccién es bastante especifica, de
manera que pocas sustancias interfieren. La sensibilidad del método es muy baja y
s6lo se recomienda para la cuantificacion de proteinas en preparados muy

concentrados (Fernandez y Galvan, 2006).

Este método es uno de los méds comunes, se basa en la interaccion del i6n
caprico (Cu?*) con proteina en una solucion alcalina y el desarrollo resultante de
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absorbancia de 545 nm. Para reducir la interferencia de sustancias, la proteina

puede ser precipitada (Farmacopea US, 2008).

5.3 Liofilizacion

Es un proceso de secado por congelaciéon en el que el agua es sublimada

directamente de un material previamente congelado; esta técnica se aplica cuando

el producto en solucién es quimico, biolégico y térmicamente inestable en las

condiciones normales de almacenaje (Fernandez, 1998).

Algunas ventajas son:

1.
2.
3.

Facilidad en procesar un liquido.
Mejora la estabilidad de un polvo seco.
Aumento en la rapidez de disolucion después de la reconstitucion

(rehidrataciéon) de la “pastilla” liofilizada.

Algunas caracteristicas de una liofilizaciéon exitosa son:

1.

2
3.
4.
5

Actividad biolégica intacta al momento de la reconstitucion.

Disolucién rapida al ser reconstituida.

Compacta para prevenir el agrietamiento y pulverizacion.

Color uniforme.

Forma y tamafio invariable comparado con la masa congelada de la cual

provino.

El hielo puro se separa y la solucion residual se vuelve mds concentrada con

respecto al soluto, hasta que se forma una composiciéon en la cual el agua y el

soluto solidifican. Se enfria de 5-10°C por debajo del punto eutéctico y se mantiene

de 2-3 horas.
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El solvente (vapor) es extraido directamente del material (congelado). El hielo
tnicamente sublima por debajo del punto triple del agua (0.01°C y 6.09 milibar). El

secado inicia por la parte superior del material congelado.

Remover la humedad residual de la “pastilla” porosa, esto depende de la
naturaleza del material, la temperatura del producto y la presién de vapor. Es
necesario para remover el agua absorbida. Ayuda a la estabilidad (Fernandez,

1998).

5.4 Electroforesis PAGE

5.4.1 Fundamento

Es una técnica que se caracteriza por el desplazamiento de una molécula con
carga neta en un campo eléctrico. Es un método importante para la separacion de

macromoléculas como proteinas, DNA y RNA (Stryer, 1995).

Se basa o fundamenta en la migraciéon de moléculas, coloides, proteinas u
otras particulas cargadas eléctricamente cuado estan disueltas o suspendidas en un

electrolito con paso de corriente (Farmacopea US, 2008).

La separacion de las proteinas se basa en su tamafio o peso molecular, su

carga y su estructura (Devlin, 2006).

Las razones por las cuales la electroféresis se lleva a cabo en un soporte
solido como lo es el gel, son las siguientes:

- Suprime las corrientes de convecciéon producidas por pequeiios
gradientes de temperatura y confiere una separacién maés
efectiva.

- Sirve como tamices moleculares, es decir, las moléculas mas

pequenias que los poros del gel se desplazan facilmente a través
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de él, mientras que las mayores que los poros del gel
permanecen casi inmoéviles. Los geles de poliacrilamida son
quimicamente inertes y se forman por la polimerizaciéon de la
acrilamida; dependiendo de las concentraciones de ésta con la
metilenbisacrilamida se consiguen diferentes tamafios de poro

controlados (Stryer, 1995).

5.4.2 Clasificacion
El método de separacién de proteinas PAGE se clasifica en dos tipos:
- Electroforesis no desnaturalizante o nativa.

- Electroforesis desnaturalizante.

5.4.3 Electroforesis no desnaturalizante
También es llamada electroforesis nativa.

* Somete las proteinas a migracién sin desnaturalizacion.

* En esta situacion las proteinas migran en funcién de su carga, de su tamafio
y de su forma.

* Mantienen en ciertos casos las interacciones entre subunidades y entre
proteinas, separandose los complejos.

* Los sistemas tampén empleados en estos caso son: tris-glicina (rango de pH
8.3 a 9.5), tris-borato (rango de pH 7.0 a 8.5) y tris-acetato (rango de pH 7.2 a
8.5) (Métodos en Biologia Celular, 2009 ).

5.4.4 Electroforesis desnaturalizante

* Somete las proteinas a migracién asegurando la completa desnaturalizacién
(pérdida de la estructura tridimensional).

» El agente desnaturalizante mas empleado es el sodiododecilsulfato o SDS, el

cual es un detergente (Métodos en Biologia Celular, 2009).
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- Se une una molécula de SDS por cada 2 a.a.

- Carga. En SDS-PAGE a las proteinas se les confiere una carga neta
negativa que es proporcional a su masa, por lo tanto, estas migraran
tnicamente hacia el &nodo.

En esta situacién la migracion es proporcional a la carga y al tamafo de la
molécula, pero no a su forma (Métodos en Biologia Celular, 2009).

- Peso molecular. Se puede separar moléculas de movilidad electroféretica
similar si tienen diferente peso molecular.

- Estructura tridimensional. En SDS-PAGE las proteinas son
desnaturalizadas, queddandose en su estructura primaria, separdndose en

subunidades que correspondes a cada cadena polipeptidica.

Capitulo 6. Genotoxicidad y antigenotoxicidad
6.1 Definicion

Las técnicas citogenéticas han sido utilizadas para detectar la actividad
genotoxica de compuestos potencialmente peligrosos y para la prediccion de

potenciales problemas de salud.

Un genotdxico es un compuesto que produce alteraciones en los acidos
nucleicos, modificando las caracteristicas heredables o inactivando el DNA. En la
mayoria de los casos, los genotéxicos tienen propiedades fisicas o quimicas

similares a los acidos nucleicos que les facilitan su interaccion.

Los compuestos genotdxicos tienen la capacidad de alterar el material
genético en los organismos, incluido el hombre y ademas pueden tener efectos
teratogénicos, causar mutaciones en las células germinales, inducir enfermedades
cardiacas, influir en los procesos de envejecimiento y generar mutaciones en las
células somaéticas que pueden contribuir al desarrollo del cancer (Gémez y Zuhiga,

2007).
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En cambio, los compuestos antigenotdxicos se caracterizan por contrarrestar
los efectos causados por los agentes genotoxicos, disminuir las alteraciones en el
DNA, reducir las posibilidades de desarrollo cancerigeno y actuar contra los

radicales libres disminuyendo el envejecimiento.

La prueba de aberraciones cromosémicas es una de las mas relevantes
porque evalta la totalidad del genoma para identificacion de plaguicidas,
mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos. Las pruebas de ICH’s y microntcleos
en linfocitos de sangre periférica humana han sido usadas para monitorear
poblaciones expuestas a agentes mutagénicos y carcinogénicos. Una incrementada
frecuencia de aberraciones cromosdémicas y microntcleos en relacién con el control
indica un mayor riesgo potencial de céncer en el grupo expuesto. No se puede
predecir cudl seria la consecuencia bioldgica especifica de las aberraciones
cromosdmicas y micronucleos en estudio, pero si pueden significar problemas
potenciales de salud en la poblacion. El estudio de los cromosomas puede llevarse
a cabo en forma directa en células de multiplicacién activa como las de la médula
6seo, o en condiciones patologicas en células neoplasicas. También pueden
observarse los cromosomas en meiosis obtenidos directamente de una biopsia
gonadal o de una muestra del liquido seminal. Sin embargo, los procedimientos

empleados frecuentemente son las técnicas de cultivo in vitro.

6.2 Mitomicina C
La Mitomicina C es una de las tres entidades intimamente emparentadas
que fueron aisladas del complejo antibiético elaborado por la bacteria Streptomyces

caespitosus del suelo del Japén (Remington, 1990).
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(B)

(©)

FIGURA No.7. Estructura quimica de la Mitomicina C. Firmaco que contiene a tres grupos
activos: (A) Quinona, representada por el color verde; (B) Carbamato, representado por el color
rojo y (C) Aziridina, representada por el color azul (Mitomicina, 2009).

Dentro de la quimioterapia del cdncer podemos encontrar dos tipos de
farmacos: farmaco del ciclo celular especifico (CCE), y farmaco del ciclo celular no
especifico (CCNE). El primero acttia sobre las células tumorales durante su ciclo de
proliferacién, y no cuando estan en la fase Go. El segundo acttia durante su ciclo de
proliferaciéon y también durante la fase de reposo. La Mitomicina C es un farmaco
CCNE metabolizado por enzimas hepéticas para formar un alquilante que causa
entrecruzamientos en el DNA (Katzung, 1995). Contiene a los grupos quinona,
carbamato y aziridina (ver FIGURA No.7.), que son activos; se dice que el farmaco
es alquilante “biorreductor” porque sufre una activacion metabdlica por una
reducciéon mediada por la reductasa del citocromo P-450 o subunidades para

generar un agente alquilante (Katzung, 1987).

Actta como alquilante bifuncional o trifuncional, produce entrecruzamiento
del DNA e inhibe su sintesis estableciendo enlaces cruzados de doble cadena a
través de guanina y citosina. En menor grado también inhibe la sintesis de RNA y
de proteinas porque la RNA polimerasa dependiente del DNA es inhibida por la
MMC y asi disminuye la transcripcién. Este agente puede llevar a mutaciones en el

DNA (Cancer, 2009) (Remington, 1990).
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La Mitomicina C es utilizada en el tratamiento de varios tipos de cancer:

 Cancer gastrico

« Cancer colorectal

« Cancer de seno

e Cancer de pulmoén de célula no pequefia
« Cancer de cabeza y cuello

e Papilomas pequenios de la vejiga urinaria
» Cancer pancreatico

¢ Cancer del cervix

6.3 Intercambio de Cromatides Hermanas (ICH)

El ICH es un evento celular normal que representa un intercambio simétrico
y reciproco entre loci homologos de productos de replicacién, los cuales se
producen por ruptura y reparacion posterior del DNA y en los loci que se
intercambian durante la fase de sintesis del ciclo celular, ocurren sin pérdida de
DNA ni cambios en la morfologia cromosémica y se pueden detectar en
preparaciones cromosdmicas en metafase, obtenidas de cultivos adicionados con

un analogo de una base de DNA (Pérez, et.al; 1990).

La técnica de ICH se ha utilizado para monitorear poblaciones expuestas a
agentes mutagénicos y carcinogénicos, es usada para evaluar exposicién pero no
predice potenciales riesgos de salud, puesto que las consecuencias biolégicas de los
ICH son desconocidos. Esta prueba ha provisto un método de gran valor para

determinar si un quimico es potencialmente mutagénico.

En el dltimo siglo, Hugo de Vries describié las mutaciones en las plantas
Oenothera este estudio fue publicado debido a la segregacion de los cromosomas. El
estudio de los cromosomas se volvié facil debido a la introduccién del choque
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hipoténico para propagar a los cromosomas en células mamiferas y la técnica para
la cosecha de linfocitos humanos usando Fitohemaglutinina (PHA) como mitégeno.
De esta forma, la mayor parte de los fundamentos en citologia de los cromosomas

fueron establecidos.

Tjio y Levan reportaron que el nimero diploide de los cromosomas en el
humano es de 46. La importancia de ambos, la estructura y el ntimero de
cromosomas, cambiaron el rumbo de la salud humana. Varias enfermedades y
sindromes, como el sindrome de Down (trisomia 21), sindrome de Edward
(trisomia 18), sindrome de Patau (trisomia 13), sindrome de Turner (XO) y el
sindrome de Kleinefelter (trisomia X) fueron asociados a las aberraciones
cromosdmicas. El andlisis cromosémico de los abortos espontdneos indican que

cerca del 50% de éstos son por aberraciones cromosémicas.

Muchos tipos de cédncer humano estan asociados con aberraciones
cromosémicas especificas y no especificas. Varias enfermedades recesivas en
humanos como ataxia telangiectasia, anemia de Fanconi, sindrome de Bloom estan

asociadas con frecuencias elevadas de aberraciones cromosdmicas.

En los afios 30’s, Karl Sax estableci6 los conceptos basicos sobre las
aberraciones cromosémicas inducidas por radiacién con su hip6tesis “primer
ruptura”, implicando el evento inicial de la induccién de la radiacién siendo una
ruptura cromosdémica y este puede permanecer abierto, reuniéndose con otro
fragmento o sustituyéndolo. Esto puede ser apreciado en las ideas basicas que

fueron generadas cuando la estructura del DNA fue estudiada (Natarajan, 2005)

El prueba de ICH consiste en la evaluacion de un agente quimico mediante
el establecimiento de una curva dosis-frecuencia de ICH en células que pueden ser
linfocitos T, células de médula 6sea u otras (Cuperio, 1996).
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Los ICH se pueden clasificar dependiendo del ntimero de intercambios

dentro de cada cromosoma:

X X

INTERCAMBIO INTERCAMBIO ICH Sencillo
TRIPLE MULTIPLE

ICHMultiple

ICH Doble

ICH Triple

FIGURA No. 8. Tipos de intercambios. Fotografia de metafase de segunda divisién
observada en microscopio Optico con el objetivo de 100X, donde se puede ver los
diversos intercambios, como sus nombres lo indican: sencillo, donde s6lo un fragmento
es intercambiado, doble, involucra a dos fragmentos intercambiados, triple, tres
fragmentos son intercambiados y multiple donde cuatro a mas fragmentos se
intercambian (Realizado por Arreguin Yesenia, 2010).
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JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad que afecta a miles de personas alrededor del
mundo anualmente y la quimioterapia juega un gran valor para contrarrestar al
padecimiento. Los costos de este tipo de tratamiento son elevados, tanto en el
aspecto econémico como en salud, por lo que se han realizado varias
investigaciones para encontrar otras alternativas que puedan disminuir las
desventajas de los tratamientos actuales y sobre todo para que el paciente tenga

una mejor calidad de vida.

Dentro de estas alternativas podemos encontrar aquellas que utilizan
plantas. La familia de las leguminosas es muy extensa, por tal motivo han sido foco
de investigacion, ya que sus proteinas son diversas y se ha comprobado que tienen
un efecto antitumoral y anticancerigeno. La importancia de esta investigacion
radica en la utilizacion de extractos vegetales de Pisum sativum, con el fin de
utilizarla como una opcion terapéutica contra el cancer. Esta planta posee accion
especifica contra numerosas dermatosis, pero la razén de este proyecto, es la accién

anticancerigena que poseen sus proteinas.

La intencién de este trabajo es dar un panorama mas amplio sobre la
importancia de la utilizacién de recursos vegetales como una opcién contra el
cancer. Para esto, se extrajeron proteinas de Pisum sativum mediante un método
sencillo, con la finalidad de evaluar in vitro un posible efecto antigenotéxico. Para
tal fin, se realiz6 una técnica util dentro de la Genética Toxicolégica, que es el
Intercambio de Cromatides Hermanas (ICH). Asi, se pretende abrir paso a una
posible linea de investigacion enfocada en una alternativa contra el cancer con un

producto al alcance de todos y, ademas, cosechado en México.
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OBJETIVOS

GENERAL

Extraer de Pisum sativum wuna solucion proteica y caracterizar
electroforéticamente sus proteinas, para evaluar su antigenotoxicidad mediante la
técnica de Intercambios de Cromatides Hermanas in vitro (en cultivo de linfocitos

humanos) frente al dafio ocasionado por la Mitomicina C.

PARTICULARES

» Obtener un extracto proteico a partir de semillas de Pisum sativum mediante

un método de extraccidon salina.

» Determinar la concentraciéon de proteinas mediante la técnica de Biuret,

elaborando una curva patrén de albtimina para trabajar a diferentes dosis.

» Realizar la liofilizacién del Extracto proteico de Pisum sativum (EpPs) para

su concentracién, obtencion cristalina y conservacion.

» Caracterizar las subunidades de dichas proteinas realizando un corrimiento

electroforético por el método de PAGE.

» Evaluar mediante la prueba de ICH, la antigenotoxicidad del Extracto
proteico de Pisum sativum (EpPs) a diferentes dosis (1 mg/mL, 2 mg/mL,
25 mg/mL y 3 mg/mL), retindolo contra el mutageno Mitomicina C

(MMC).
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Diagrama de flujo experimental

DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

MATERIA PRIMA
Fisum sativarm

EXTRACCION
PROTEICA

CUANTIFICACION ELECTROFORESIS
LIOFILIZACION

POR METODO DE
BILIRFT

DESNATURALIZANTE

ENSAYO ENSAYO
GENOTOXICO ANTIGENOTOXICO

ANALISIS
ESTADISTICO
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METODOLOGIA
EXTRACCION PROTEICA DE Pisum sativum.

Se remojan 20 g de semillas de chicharo durante 48 horas con agua destilada,
al término de este tiempo se macera la materia prima, después se licua en
aproximadamente 30 mL SSF al 0.9% y se lleva a 100 mL con esta misma solucién.
Durante 24 horas se refrigera agitando ocasionalmente durante ese lapso de tiempo
y protegiéndolo de la luz cubriendo el contenedor con aluminio. Para finalizar, se
filtra con una gasa; el filtrado debe ultracentrifugarse a 14000 rpm durante 15

minutos; se separa el sobrenadante para poder ensayar con él.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE LA TECNICA DE BIURET.
Elaboracién de curva patron.

Para realizar la curva se utiliza Albamina Bovina Fraccion V, ésta se
disuelve en NaCl al 0.9 % para obtener una solucién con una concentraciéon de 1
mg/mL, la cual servird como patrén; se prosigue a construir el siguiente sistema,

respetando el orden de adicion:

TABLA No.3. Montaje de la curva patrén de Albamina Bovina Fraccion V.

TUBO | ALBUMINA NaCl 0.9% React. Biuret
(mL) (mL) (mL)

Blanco 0 3.5 1.5

1 0.1 3.4 1.5

2 0.5 3.0 15

3 1.0 2.5 1.5

4 1.5 2.0 1.5

5 2.0 1.5 1.5

6 2.5 1.0 1.5

7 3.0 0.5 1.5

Simultaneamente se prepara por duplicado un tubo problema que contiene

la solucién proteica de Pisum sativum (0.1 mL EpPs + 3.4 mL NaCl al 0.9 % + 1.5 mL

o1



Metodologia

React. Biuret), los tubos se incuban en bafio Maria a 50 °C durante 10 minutos, para

desarrollar color desde azul hasta morado (dependiendo de la concentracion).

Se lee en el espectrofotometro a 540 nm, obteniendo sus respectivas
absorbancias; se grafica la curva patrén (Densidad 6ptica vs. mg proteina de
Albumina) y se calcula la ecuacién de la recta, para sustituir en ésta la absorbancia

de la solucién de Pisum sativum; y asi obtener su concentracion.

LIOFILIZACION.

El EpPs se guarda en alicuotas de 12 mL por vial, para llevar a cabo un buen
rendimiento en la liofilizaciéon se deben congelar las muestras a - 20 °C, esto ayuda
a que al inicio de la liofilizacién, no se derrame la muestra y en la liofilizadora,
mientras baja la temperatura las muestras se adaptan, ya que si no estaban
congeladas adecuadamente, en este paso alcanzan la temperatura 6ptima para el

inicio del proceso.

El proceso de liofilizaciéon consta de 3 segmentos, los cuales tienen las

siguientes condiciones:
SEGMENTO 1 Tiempo: 3.7 h. Temperatura: - 34 °C.
SEGMENTO 2 Tiempo: 10 h. Temperatura: - 10 °C.

SEGMENTO 3 Tiempo: 7.2 h. Temperatura: 30 °C.

Se programa la liofilizadora bajo estas condiciones y transcurrido el tiempo,

se tapan los viales y se conservan en congelacion hasta su utilizacion.

El liofilizado se cuantifica nuevamente por el procedimiento antes descrito.
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ELECTROFORESIS SDS - PAGE
Preparacién de geles de Poliacrilamida.

Se prepara el gel separador al 10 % y el gel concentrador al 5 %, como se
muestra en las siguientes tablas, después de la polimerizacion se procede a realizar

el corrimiento electroforético.

» Gel separador:

TABLA No.4. Reactivos y sus proporciones para la realizacién del gel separador

al 10%.
REACTIVO VOLUMEN

(uL)
Soln. de monémeros 2650
4xTris1.5 M pHS8.8 1000

SDS 10 % 80
Agua desionizada 3500

Persulfato de amonio 10 % 80

TEMED 8

r Gel concentrador:

TABLA No.5. Reactivos y sus proporciones para la realizacion del gel
concentrador al 5%.

REACTIVO VOLUMEN

(uL)

Soln. de monémeros 650

4xTris0.5 M pH6.8 1250
SDS 10 % 50

Agua desionizada 3000
Persulfato de amonio 10 % 50
TEMED 10

Corrimiento electroforético.

Se colocan los geles en la cdmara, y se llenan los tanques exterior e interior
con buffer de corrida 5x (Tris - Glicina). La solucion proteica de Pisum sativum, al
igual que la Albtiimina Bovina Fracciéon V, se diluyen 1:1 con buffer de carga 2x; en
seguida se ponen a ebullicién durante 5 min, después se centrifuga a 5000 rpm/1

min. Cargar 30 ug del sobrenadante proteico por carril, se utiliza marcador de bajo
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peso molecular BIORAD®), siendo la proteina de referencia la Albtimina Bovina
Fraccién V. Se conecta a la fuente poder y se deja correr a voltaje de inicio de 80
Volts., al pasar las muestras al gel separador aumentar a 100 Volts. Al final, los

geles se sacan de la cAmara electroforética y se prosigue con su revelado.

Deteccion de proteinas con tincion de Azul de Coomasie R - 250.

En esta etapa se deben lavar los geles con agua desionizada por 15 min, al
término de esto, se sumergen en aprox. 200 mL de colorante de trabajo azul de
Coomasie, se incuban en bafio Maria durante 1 hora a 60 °C. Nuevamente se lavan
los geles con agua desionizada y se sumergen en aprox. 200 mL de soln.

decolorante. Se vuelven a incubar en bafio Maria durante 1 hora a 60 °C.

Inmediatamente se lavan con agua desionizada para eliminar impurezas. A
continuacion se conservan en una cubierta plastica. Con la ayuda de una regla se
mide la distancia recorrida por el frente del gel y por cada una de las proteinas
estandar (marcador de peso molecular). Se calcula el correspondiente Rf (Distancia
recorrida de la proteina/ Distancia total recorrida) para cada una de ellas. Después
se calcula el logaritmo del peso molecular de las proteinas estdndar. Se prosigue a
graficar los valores del logaritmo del peso molecular de las proteinas estandar
frente su movilidad relativa y, finalmente, se calcula la ecuacién de la recta, y asi,
calcular el peso molecular de las proteinas muestra; teniendo en cuenta que el peso
molecular de la Albiimina Bovina Fraccién V es de 66 kDa, lo que hace referencia si

nuestra electroforesis corri6 adecuadamente al compararlo con el valor obtenido.
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PROCEDIMIENTO DE LA SIEMBRA Y COSECHA DE LINFOCITOS
HUMANOS.
Obtencion de la muestra sanguinea

Se lava cuidadosamente con agua y jabon la zona de la puncién, cerca de un
mechero y en una zona estéril se obtienen de 8 - 10 mL de sangre mediante una

jeringa previamente heparinizada, se mezcla en forma suave para evitar hemolisis.

Siembra de linfocitos

Se esteriliza el area de trabajo, y se adiciona a cada frasco de cultivo: 8 mL
del medio de cultivo (RPMI), el cual ya tiene incluida la PHA (2.5 mL PHA en 150
mL RPMI), colocar 12 gotas de sangre. A las 24 h, se debe adicionar la solucién
proteica de Pisum sativum y la 5-Bromo-2'- Desoxiuridina (5-BrdU) (en el caso de
antigenotoxicidad adicionar también la MMC); se mezclan y se incuban a 37 °C
durante 72 h. A las 70.5 h se adiciona 1 gota de colchicina al 0.01 %, también se
mezclan y se dejan en incubaciéon hasta completar las 72 h. La proporciéon para
cada lote se muestra en las siguientes tablas:

TABLA No.6. Distribucion de los cultivos para la determinacién de la capacidad
mitogénica.

CAPACIDAD MITOGENICA
CULTIVO EpPs PHA
1 mg/mL 1 mg/mL
(100 pL) (100 pL)
1Y2 NO SI
3Y4 SI NO
5Y6 SI SI

TABLA No.7. Distribucién de los tratamientos para la evaluacion genotoxica.

ENSAYO GENOTOXICO
CULTIVO EpPs PHA 5-Brd U | DONDE:

1 1mg/mL | D1-Dosis1 (1 mg/mL)

(100 pL) mg/mL (45 uL) D2 - Dosis 2 (2 mg/mL)

(100 pL) D6- Dosis 6 (6 mg/mL)
1Y2 NO SI SI
3Y4 D1 SI SI
5Y6 D2 SI SI
7Y8 D6 SI SI
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TABLA No.8. Distribucion de los tratamientos para la evaluacion antigenotoxica.

DONDE: ENSAYO ANTIGENOTOXICO
D1 - Dosis 1 (1 mg/mL)
D2 - Dosis 2 (2 mg/mL) | CULTIVO EpPs PHA | MITOMICINA | 5-Brd U
D2.5 - Dosis 2.5 (100 pL) 1 C 1 mg/mL
(2.5mg/mL) T(%/mi 0-011 u%/uL (45 uL)
D3 - Dosis 3 (3 mg/mL) (100 pL) (45 L)
9Y10 NO S SI S
11Y12 D1 S S S
13Y 14 D2 SI SI SI
15Y 16 D2.5 SI SI SI
17 Y 18 D3 SI s S

Cosecha de linfocitos
Al inicio, se preparan la solucién de KCl (0.075 M), se incuba a 37 °C; y la

solucioén fijadora (metanol - acido acético, 3:1), y ésta se mantiene en refrigeracion.

Para cosechar los linfocitos se debe vaciar el contenido en tubos punta V, se
centrifuga a 3000 rpm/ 10 min, se retira el sobrenadante y se adicionan 8 mL KCl

(0.075 M), y se incuba durante 30 min a 37 °C.

Se centrifuga a 3000 rpm/ 5 min, se retira el sobrenadante y se adiciona 8
mL de solucién fijadora y se conserva 30 min en refrigeracion a 5°C (se realiza este

paso 2 veces mas; y se deja 15 min en refrigeracion).

Nuevamente se centrifuga a 3000 rpm/ 5 min, en esta ocasién se desecha la
mayoria del sobrenadante, solo se deja aproximadamente 10 gotas para
resuspender el paquete celular, y de esta manera gotear sobre portaobjetos limpios

y frios. Se dejan secar a temperatura ambiente y se tifien.

PROCEDIMIENTO PARA LA TINCION DIFERENCIAL.
En esta técnica se dejan madurar las laminillas por 24 h, se utiliza una

solucion de trabajo de Bisbenzimida Hoeschst 33258, se colocan de 5-6 gotas de
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esta solucién en la laminilla, posteriormente, se pone el cubreobjeto para expandir
en toda la preparacion. Se mantiene en oscuridad durante 30 min, transcurrido ese
lapso de tiempo se adicionan alrededor del portaobjetos gotas del buffer de
diferenciacion. Las laminillas se exponen a UV por 1 h a una distancia no mayor a
1 cm de la ldmpara. En seguida se retiran los cubreobjetos mediante inmersién en
vaso de precipitados con agua destilada, se secan por gravedad colocandolas en
una gradilla. A continuacién se sumergen las laminillas por 15 min en solucién
doble de salina - citrato que se encuentra a una temperatura de 60 °C. Entonces, se
enjuagan con agua caliente y luego fria por inmersién. Por altimo, las laminillas se
tifien con Giemsa al 5 % en buffer de fosfatos pH 6.8 durante 13 min, se enjuagan y

se observan al microscopio.

PARAMETROS A EVALUAR EN LA TECNICA DE ICH
Los parametros que se evaltian son tres: frecuencia de ICH, indice mitético e

indice de replicacion.

La genotoxicidad, es el dafio producido en el material genético y se puede
contabilizar por medio de la frecuencia de ICH, es decir, se cuenta el numero de
ICH por metafase en un total dea 25 metafases de segunda divisién, en seguida, se
obtiene el promedio por metafase. En condiciones normales las células humanas
presentan una frecuencia relativamente constante de intercambios por metafase, la
cual se estima entre 6 a 9 intercambios. Si el promedio excede el limite superior de

este rango se habla de un agente genotoxico.

La citotoxicidad es el dafio en el metabolismo celular, éste se cuantifica de la

siguientes manera:

El indice mitético es indicativo de la capacidad de division celular, en la

cual una célula madre origina dos células hijas, las fases del ciclo celular se
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pueden alterar ante la presencia de agentes citotoxicos que puedan disminuir el IM
a causa de muerte celular, se contabilizan el namero de metafases encontradas en

1000 células.

El indice de replicacién muestra si existen modificaciones o alteraciones en
la cinética de proliferaciéon celular, retrasando de esta forma la velocidad de la
division celular, lo cual se manifiesta en un acumulo de células en alguna division

celular en relacién a los valores normales, su relacion es la siguiente:

Indice de replicacion = (M1)1 + (M2)2 +(M3)3
100

DONDE:

M1-Metafases de primera division

M2-Metafases de segunda divisiéon

M3-Metafases de tercera divisién
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RESULTADOS

Para determinar la concentracion de proteinas del Extracto proteico de

Pisum sativum (EpPs) se realiz6 una curva patrén de Albumina Bovina, se utiliz6

un stock de esta misma a una concentraciéon de 1 mg/mlL, obteniéndose los

siguientes resultados:

TABLA No.9. Valores de la curva patrén de Albamina Bovina Fraccion V.

TUBO | ALBUMINA | ABSORBANCIA
(mg/mL)
Blanco 0 0
1 0.1 0.006
2 0.5 0.030
3 1.0 0.060
4 1.5 0.092
5 2.0 0.118
6 2.5 0.150
7 3.0 0.176

Después se graficaron los valores para apreciar su comportamiento, también

se calculd la ecuacion de la recta.

0.2
0.18
0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04
0.02

Absorbancia

CURVA PATRON DE ALBUMINA BOVINA

/
/
/
/
/
/
: e
0 0.1 0.5 1 1.5 2 2.5

mg/mLde albumina

FIGURA No.9. Curva patrén de Albtiimina Bovina Fraccién V.

Donde:
b= 9.9 x10-4

m= 0.058
r=0.9996
r2=0.9992

Para la cuantificacion de proteinas se obtuvo las siguientes absorbancias:

0.041 y 0.038; cuyo promedio fue de 0.040.
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Se obtuvo la ecuacién de regresion y sobre la recta se interpol6 la
absorbancia promedio en el grafico de la curva patrén, se tuvo la concentracion de
0.75 mg/mL, y haciendo los célculos para obtener la concentracién final fue de 3.75
mg/mL. Después de la liofilizacién, nuevamente se cuantificaron las proteinas por
el método de Biuret, se obtuvo las siguientes absorbancias: 0.087 y 0.090, el
promedio de éstas fue 0.089. Interpolando en la curva patrén de la albimina, y
realizando los célculos necesarios, tenemos una concentracién 29.6mg/mL EpPs.

Ya obtenido el EpPs liofilizado, se realizé un corrimiento electroforético del

tipo SDS - PAGE, y se determinaron las subunidades dentro del EpPs.

Marcador Problema Albtmina Bovina
de PM EpPs Fraccién V

Fosforilasa B (104.365)>

Albamina Sérica >
Bovina (97.273)

< Albtmina
Bovina Fraccién V
(68.301)
Ovoalbtmina (50.419)>

Anhidrasa carbénica >
(37.191)

Inhibidor de Tripsina >
de soya (29.184)

Lisozima (20.163) >

FIGURA No.10. Resultado de SDS - PAGE del EpPs utilizando un gel al 10%.
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También se construy6é una curva patréon de los pesos moleculares y se
calcularon los pesos moleculares de las subunidades que constituyen al EpPs,

mediante la interpolaciéon de los valores de sus movilidades relativas (Rf)

correspondientes.

TABLA No.10. Valores para la construcciéon de la curva patron de los marcadores de
peso molecular.

Distancia total recorrida: 5.7 cm.

MARCADOR DISTANCIA Rf PM Log PM
RECORRIDA (cm) (kDa)
Fosforilasa B 0.20 0.03 104.365 2.0
Albtmina sérica 0.65 0.1 97.273 1.9
bovina
Ovoalbtimina 1.7 0.3 50.419 1.7
Anhidrasa 2.65 0.4 37.191 1.5
carbodnica
Inhibidor de 3.4 0.6 29.184 1.4
tripsina de soja
Lisozima 4.3 0.7 20.163 1.3
También se utiliz6 una proteina como indicador de que el corrimiento
sea adecuado, ésta no entra dentro de la curva patrén
Albtimina Bovina 1.25 0.227 68.301 1.834
Fracciéon V

CURVA PATRON DE LOS MARCADORES DE PM

Donde:
25 b=2.057
2  i—— | = - 0980
‘ \ r=-0.993

s 15 ' : 2= 0.986
&
a1

0.5

0.036 0.118 0.309 0.481 0.618 0.781
Rf

FIGURA No.11. Grafico de los valores del logaritmo del Peso Molecular (PM) de las
proteinas estandar frente a su movilidad relativa (Rf).
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Se sustituy6 cada uno de los valores de Rf de las subunidades proteicas de
Pisum sativum en la ecuacién de la recta, obteniéndose los valores de Log PM,

inmediatamente se hicieron los calculos para obtener los PM mediante anti Log.

TABLA No.11. Valores de Movilidad relativa (Rf), logaritmo de Peso Molecular (log
PM) y Peso molecular (PM) de cada una de las 16 subunidades obtenidas del Extracto
proteico de Pisum sativum (EpPs).

DISTANCIA Rf | LogPM | PM
RECORRIDA (cm) (kDa)
0.85 0.154 | 1.906 81
1.10 0200 | 1.861 73
1.40 0254 | 1.808 64
1.55 0281 | 1.781 60
1.80 0327 | 1.736 55
1.95 0354 | 1.710 51
2.10 0381 | 1.683 48
2.30 0418 | 1.647 44
2.55 0463 | 1.603 40
2.90 0527 | 1.540 35
3.35 0.609 | 1.460 29
3.55 0.645 | 1424 27
4.35 0790 | 1.282 19
4.55 0827 | 1.246 18
4.70 0854 | 1.219 17
5.00 0909 | 1.165 15

Para llevar a cabo las evaluaciones genotdxicas y antigenotoxicas se
obtuvieron metafases en sus diversas etapas, se anexan fotografias obtenidas de las

diversas divisiones en la siguiente pagina.
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Metafases obtenidas de primera divisiéon de los tratamientos con el Extracto

proteico de Pisum sativum (EpPs):

FIGURA No.12. Fotografia de metafases de primera divisién tomada en el objetivo de
100X de microscopio 6ptico.

Metafases obtenidas de segunda division de los tratamientos con el Extracto

proteico de Pisum sativum (EpPs):

FIGURA No.13. Fotografias de metafases de segunda division tomadas en el objetivo de
100X de microscopio 6ptico del cultivo tratado con Mitomicina C (MMC).
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Metafases obtenidas de tercera division de los tratamientos con el Extracto

proteico de Pisum sativum:

FIGURA No.14. Fotografia de metafases de tercera division tomada en el objetivo de
100X de microscopio optico.

Debido a que el método de extraccion que se utiliz6 es para obtener lectinas,
se realizo6 un ensayo para determinar si el EpPs tiene la capacidad mitogénica,
comparado con la Fitohemaglutinina (PHA) y en combinacién, se obtuvo lo
siguiente:

TABLA No.12. Capacidad mitogénica del EpPs.

TRATAMIENTO MITOGENO INDICE
MITOTICO SD
CONTROL PHA 30.5/1000
Img/mL 0.7
EXTRACTO Pisum sativum EpPs 0.5/1000%**
Img/mL 0.7
EXTRACTO Pisum sativum + | EpPslmg/mL 43.75/1000**
PHA PHA

Img/mL 03

Donde: P<0.001 (***) Diferencia extremadamente significativa, P<0.01 (**) Diferencia muy significativa

con respecto al control
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CAPACIDAD MITOGENICA

indice mitdtico

CONTROL

EpPs

EpPs + PHA

Mitégeno 1mg/mL de cada uno

FIGURA No.15. Grafico que muestra la capacidad mitogénica del EpPs frente a la PHA. Se
encontro entre el EpPs y el control una diferencia extremadamente significativa (P<0.001), y entre
EpPs + PHA existe una diferencia muy significativa (P<0.01), donde n=1000, cada ensayo se

realizé por duplicado.

Por otra parte, se llevo a cabo un ensayo genotdxico empleando tres

concentraciones: 1 mg/mL, 2 mg/mL y 6 mg/mL. Se calcularon los pardmetros del

indice mitético, del indice de replicacién, y de la frecuencia de ICH.

TABLA No.13. Ensayo genotéxico in vitro del EpPs. Indice mitético.

TRATAMIENTO | INDICE SD
(mg/mL)
MITOTICO
CONTROL 28.5 0.7
EpPs 1 24 1.4
EpPs 2 28.5 0.07
EpPs 6 26.5 21

No se observaron diferencias estadisticamente significativas.
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TABLA No.14. Ensayo genotéxico in vitro del EpPs. Indice de Replicacion.

TRATAMIENTO | INDICE DE SD
(mg/mL) :
REPLICACION
CONTROL 2.13 0.05
EpPs 1 1.835 0.007
EpPs 2 1.635** 0.1
EpPs 6 1.985 0.1

Donde: P<0.01 (**) Diferencia muy significativa.

TABLA No.15. Ensayo genotéxico in vitro del EpPs. Frecuencia de Intercambios de
Cromatides Hermanas.

TRATAMIENTO | FRECUENCIA SD
(mg/mL)
DE ICH
CONTROL 5.18 2.3
EpPs 1 4.72 23
EpPs 2 5.38 3.0
EpPs 6 5.38 2.5

No se observaron diferencias estadisticamente significativas.

TABLA No.16. Ensayo genotoéxico in vitro del EpPs. Cinética de Proliferaciéon Celular
(CPCQ).

TRATAMIENTO
(mg/ML) M1 SD M2 SD M3 SD
CONTROL 27.5 0.7 32 4.2 40.5 4.9
EpPs 1 32 2.8 52.5 49 15.5 21
EpPs 2 39.5 6.3 42.5 9.1 18 2.8
EpPs 6 27.5 0.7 46.5 | 12.0 26 11.3

No se observaron diferencias estadisticamente significativas.

Asimismo, se evalud la antigenotoxicidad a diferentes concentraciones 1

mg/mL, 2 mg/mL, 2.5 mg/mL y 3 mg/mL; retdndolos frente a la Mitomicina C.
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TABLA No.17. Ensayo antigenotéxico in vitro del EpPs. Indice mitético.

TRATAMIENTO INDICE SD
(mg/mL) MITOTICO

MMC 19 1.4

EpPs 1+ MMC 32.0%* 1.4

EpPs 2 +MMC 20 2.8

EpPs 2.5 + MMC 25.5 35

EpPs 3 +MMC 26 2.8

Donde: P<0.01 (**) Diferencia muy significativa.

TABLA No.18. Ensayo antigenotéxico in vitro del EpPs. Indice de Replicacion.

TRATAMIENTO | INDICE DE SD
(mg/mL) REPLICACION
MMC 1.825 0.02
EpPs 1 + MMC 1.9 0.07
EpPs 2 +MMC 1.86 0.01
EpPs 2.5 + MMC 1.755 0.007
EpPs 3 +MMC 1.855 0.05

No se observaron diferencias estadisticamente significativas.

TABLA No.19. Ensayo antigenotéxico in vitro del EpPs. Frecuencia de Intercambios de
Cromatides Hermanas.

TRATAMIENTO | FRECUENCIA SD
(mg/mL) DE ICH

MMC 49.48 10.8

EpPs 1 + MMC 4517 117

EpPs 2 +MMC 26.94%% 79

EpPs 2.5 + MMC 25.66 6.3

EpPs 3 +MMC 23847+ 55

Donde: P<0.001 (***) Diferencia extremadamente significativa, P<0.05 (*) Diferencia significativa.
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TABLA No.20. Ensayo antigenotéxico in vitro del EpPs. Cinética de Proliferacién

Celular (CPC).

MMC 38 1.4 41.5 0.7 20.5 0.7
EpPs 1+MMC 32.5 4.9 45 2.8 22.5 2.1
EpPs 2+MMC 26* 14 | 62 | 14 12 0

EpPs 2.5+MMC 33 2.8 |585%*| 49 8.5% 21
EpPs 3+MMC 25** 28 645" 0.7 1.5% 21

Donde: P<0.001 (***) Diferencia extremadamente significativa, P<0.01 (**) Diferencia muy significativa y

P<0.05 (*) Diferencia significativa.

Para la comparacién los datos obtenidos de la evaluacién genotdxica y

antigenotoxica se graficaron para observar su tendencia y poder definir si el EpPs

posee caracteristicas que pueden afectar a las células dafiando su funcionamiento o

por el contrario si éste es capaz de prevenir o contrarrestar el dafio producido por

un agente mutagénico.

INDICE MITOTICO

35

30

25

20

No. de metafases en 1000 células

Tratamiento (mg/mL)

< < < <
Q) o "
© - o
& & &
&
B  cemotoxcoap
O ssmcenoroxicioap

FIGURA No.16. Promedio del indice mitético (IM) obtenido en los diferentes tratamientos. No
se encontraron diferencias significativas entre el control y los tratamientos EpPs 1,2,6 mg/mL
(analisis de varianza ANOVA y P20.05), en cambio entre la MMC y EpPs 1 + MMC se encontrd
diferencias muy significativas (P<0.01), donde n=1000, cada ensayo se realiz6 por duplicado.
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indice de replicacién

INDICE DE REPLICACION

2.5
2
1.5
1
0.5
0
© < < o (o <
O & S ) <&
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Tratamiento (mg/mL) l:l
ANTIGENOTOXICIDAD

FIGURA No.17. Promedio del Indice de Replicacién (IR) obtenido en los diferentes tratamientos.
En el ensayo antigenotdéxico no se encontré diferencias significativas entre la MMC y los
tratamientos de EpPs en combinaciéon con la MMC (P20.05). En el ensayo genotdxico se encontrd
diferencias muy significativas entre el Control y el tratamiento con EpPs 2 (P<0.01), donde n=100,
cada ensayo se realiz6 por duplicado.

Media de ICH's por metafase

FRECUENCIA DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDES

HERMAMNAS
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Tratamiento {mg/mL)
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FIGURA No.18. Promedio de la frecuencia de Intercambio de Cromitides Hermanas (ICH)
obtenido en los diferentes tratamientos. En el ensayo genotdxico no se encontré diferencias
significativas (P=0.05), en el ensayo antigenotdxico se encontré una diferencia significativa entre
la MMC y el tratamiento con EpPs 1 + MMC (P<0.05) y entre la MMC y los tratamientos con
EpPs 2, 2.5, 3 en combinacion con la MMC se encontraron diferencias extremadamente
significativas (P<0.001), donde n=25, cada ensayo se realizé por duplicado.
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No. de metafases

CINETICA DE PROUFERACION CELULAR
{Genotoxicidad)

&0
50
40
30
20

10 M3

CONTROL EpPs |

EpP= 2

EpPs=6
Tratamiento (mg/mL)

FIGURA No.19. Generacion de metafases de 1* (M1), 2* (M2) y 3? divisiéon (M3) en los diferentes
tratamientos en la evaluacién genotéxica. No se encontré6 diferencias significativas entre el
Control y los diversos tratamientos con EpPs (P20.05), donde n=100, cada ensayo se realiz6 por

duplicado.

No. de metafases

50

o O

CINETICA DE PROLUIFERACION CELULAR
{Antigenotoxicidad)

EpPs 1 +hARMC
EpPs Z4+MRC

EpF=
2. 5+MARAC EpPs Z+MNMC

Tratamiento {mg/mL)

FIGURA No.20. Generacion de metafases de 1* (M1), 2* (M2) y 3° divisién (M3) en los diferentes
tratamientos en la evaluaciéon antigenotoxica. Se encontré diferencias significativas entre la

MMC

(M1) y el tratamiento con EpPs 2+MMC (M1), al igual entre MMC (M3) y los

tratatamientos con EpPs 2.5, 3 +MMC (M3) (P<0.05); también se encontré diferencias muy
significativas entre la MMC (M1) y el tratamiento con EpPs 3+MMC (M1) (P<0.01). Por altimo,
entre la MMC (M2) y los tratamientos con EpPs 2, 2.5, 3 +MMC (M2) se encontraron diferencias
extremadamente significativas (P<0.001), donde n=100, cada ensayo se realiz6 por duplicado.
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DISCUSION

Extraccion y cuantificacion de proteinas de Pisum sativum.

Las proteinas que predominan en Pisum sativum son globulinas solubles en
agua, por lo que presentan una extraccion 6ptima a pH entre 9 y 10, valor al cual
aproximadamente el 96 % de los compuestos nitrogenados se extraen (Gtiemes,
2007) Aprovechando esta propiedad quimica de las proteinas de Pisum sativum, el
método de extraccion salina fue ttil ya que la cantidad de proteinas obtenida fue
alto y sobre todo cuando el EpPs fue liofilizado. Para la extraccién de proteinas,
tras la ruptura celular se utilizan tampones de extraccién para solubilizar las
proteinas. En este caso se utilizé solucién hipoténica (NaCl 0.9%). Una vez que la
proteina se extrajo de su entorno natural, estuvo expuesta a muchos agentes que
pueden dafiarla como los cambios bruscos de pH, 4cidos y bases fuertes,
temperaturas extremas y la accién de las proteasas; para evitar o minimizar estos
factores la manipulacién de las proteinas durante el proceso de purificacion, se
realiz6 a bajas temperaturas (5°C) y se procuré que el proceso fuera lo mas corto

posible, por lo que se liofiliz6 el EpPs para su conservacién y concentracion.

Después del proceso de liofilizacién, el extracto tuvo un mayor rendimiento
y una mejor estabilidad debido a que la proteina se obtuvo en forma cristalizada,
se determind que por cada 20g de semilla se obtuvo una concentracién de 29.6
mg/mL de proteina. El método que se utiliz6 para esta determinacion fue Biuret
(ver TABLA No.9), debido a que es un método especifico para proteinas, es
econémicamente barato a comparacién de otros métodos (Lowry, Bradford, BCA,
o-ftalaldehido) y ademas muestra poca interferencia con otros compuestos.

(Ferndndez y Galvan, 2006).
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La semilla de Pisum sativum tiene una composicion media de un 55% de
almidén, 22% de proteina y 2% de lipidos, la materia seca restante es
principalmente fibra. El valor literario del contenido de proteinas en Pisum sativum
indica que por cada 100g de semillas hay 6.3g de proteinas (Ver TABLA No.2),
experimentalmente se encontré que por cada 100g de semillas de Pisum sativum
hay 14.8g de proteina, esta diferencia puede ser debido a que el contenido de
proteina es muy variable segtn el fenotipo, ademas a factores como la temporada

de cosecha. Se han encontrado concentraciones entre el 16% y el 33% sobre materia

seca (Gonzalez, 2001).

SDS-PAGE del EpPs.

En la bisqueda de la informacién por medios electrénicos sobre la proteinas
de Pisum sativum nos dimos cuenta que es muy escasa y por lo tanto se utilizé una
metodologia de SDS-PAGE empleada en 1975 para la purificacion de la lectina de
Vicia faba donde se comparé con lectinas con propiedades similares, entre las
cuales citaron a la lectina de Pisum sativum (Allen, et.al; 1976), donde se emple6 un
gel (tamiz molecular que potencializa la separacién) con poro del 10% lo que
permitié6 que las particulas mas grandes pudieran pasar con la ayuda de la
corriente eléctrica, esto nos ayudé debido al desconocimiento del rango de PM de
las subunidades del EpPs. También, nos proporcioné una via para su estudio; el
detergente anionico que se emplea en esta metodologia nos sirvi6 para proveer de
una carga negativa a la proteina y el uso 6 aplicacion de la corriente eléctrica nos
permiti6 la separaciéon de las subunidades que componen al EpPs de acuerdo a

sus correspondientes pesos moleculares.

Al término de la electroforesis se pudo observar, como lo muestra la
FIGURA No.10, que el EpPs esta compuesto por 16 subunidades, ademas como el
desplazamiento de las cadenas polipeptidicas es linealmente proporcional al
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logaritmo de su masas (Ver TABLA No. 11) y se pudo calcular el peso molecular
de estas 16 subunidades obteniéndose un rango que va desde los 14kDa hasta los
80kDa, por lo que el gel empleado fue un eficaz separador de proteinas. Un estudio
realizado por Crévieu y colaboradores en 1997 sobre la resistencia de proteinas de
Pisum sativum L. en el tracto digestivo de aves (pollos), identificaron por SDS-
PAGE a las subunidades que contenidas en esta especie de guisante, como la
lipoxigenasa (PM 91,000), convicilina (PM 70,000), vicilina (PM 46,000), legumina a
y B (PM 55,000), albamina PA2 (PM 28,000), lectina y polipéptidos (PM rango entre
19,500 - 25,000), proteina enddégena (PM 57,000). Experimentalmente, se
encontraron 3 bandas que tienen PM que oscila entre 19 y 29 kDa, probablemente
estas representen las lectinas presentes en Pisum sativum, estas pueden modular
procesos biologicos en las células tales como el crecimiento, la adhesion,
transformaciéon maligna, metdastasis y apoptosis, proponiendo que las lectinas
pueden ser una herramienta ttil en las investigaciones sobre el cédncer, para su
diagnostico y terapia en la medicina moderna (Castillo, et.al; 2005), aspectos que

fueron base para la realizaciéon de esta experimentacion.

Actualmente se han estudiado en detalle lectinas con efecto mitogénico
sobre los linfocitos, entre las que se destacan las provenientes de Phaseolus vulgaris
(PHA), Pisum sativum (PSA). Estos mitégenos pueden activar de forma diferente
los linfocitos T y B, por ejemplo la PHA inducen mitogenicidad en células T
(Hernandez, et.al; 1999). Basdandonos en esta informacién en el presente trabajo se
llevé a cabo la determinacién de la capacidad mitogénica que pudiera tener el
EpPs. En este ensayo se reto al EpPs frente a la PHA en las mismas condiciones
(Img/mL), se emple6 esta lectina porque en el d&mbito clinico se utiliza en la
aglutinacion de eritrocitos y otras células como linfocitos, espermatozoides,
plaquetas y bacterias, induccién de mitosis en linfocitos, efectos citotéxicos sobre

linfocitos y aglutinacion de virus (Hernandez, et.al; 1999).
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De acuerdo a los resultados obtenidos del ensayo de la capacidad
mitogénica que se citan en la TABLA No.12 el EpPs por si solo no presenta esta
capacidad ya que el indice mitético mostrado fue de 0.5; en cambio la PHA a la
misma concentracién (Img/mL) y por si sola muestra un valor de 30.5, por lo que
hay diferencias extremadamente significativas (P<0.001). Pero al adicionar ambos
compuestos a cultivos celulares observamos que hay un aumento del indice
mitético siendo de 43.75, asi que podemos decir que el extracto obtenido de Pisum
sativum por si solo no posee una activad mitogénica, pero al momento de
adicionarlo con la PHA, tiene un sinergismo y potencializa la capacidad
mitogénica en un 13.34 %, valor que estd por encima del tratamiento de la PHA por
si sola (Ver FIGURA No. 15). Este ultimo dato es de suma importancia ya que
ambos compuestos pueden ser utilizados en diversos estudios que tienen como
base la proliferacién de linfocitos en cultivos (Hernandez, et.al; 1999). Lo que seria
interesante al seguir en esta linea de investigacion, utilizar diversas

concentraciones para observar el comportamiento del EpPs.

Ensayo genotéxico del EpPs.

Un ensayo genotoxico se lleva a cabo para determinar el dafio producido
por un compuesto al material genético. Mientras que un ensayo citotéxico se lleva
a cabo para determinar el dafio producido a la funcion de la célula.
Afortunadamente el ensayo de la frecuencia de ICH permite evaluar ambos

parametros.

Uno de los parametros que se evalud en este proyecto es el indice mitético
(IM), que representa la capacidad de division celular. Si existe la presencia de un
mutdgeno disminuye la cantidad de metafases en los cultivos celulares frente a un
control negativo. En los resultados obtenidos podemos observar claramente que

no hay diferencias significativas entre las tres concentraciones que se manejaron

74



Discusion

del EpPs (Img/mL, 2mg/mL y 6mg/mL), ya que tuvieron un rango de 24.0 a 28.5
de indice mitético, que comparado con el indice mitético del control negativo de
28.5, esto muestra que no existe un descenso pronunciado, por lo que corrobora
que el EpPs no interfiere en la disminucién de division celular (Ver TABLA No.13
y FIGURA No.16), lo que indica que permite que las células entre en la fase de

mitosis.

Otro parametro importante que se evalta en la técnica de intercambio de
cromatides hermanas (ICH) in vitro, es el indice de replicacién que representa el
comportamiento de la cinética de proliferacion celular, una alteraciéon en ella
constituye un retraso en la velocidad de la division celular, acumuldandose las
células en un estadio de la division celular. En nuestro experimento a las
concentraciones de 1mg/mL y de 6mg/mL del EpPs frente al control (PHA)
encontramos una ligera disminucién en este indice; en cambio en la concentraciéon
de 2mg/mL se tiene una mayor desviacion estiandar (0.177) Ver TABLA No.14,
mostrando diferencias muy significativas (P<0.01) frente al control negativo que
obtuvo un valor de 2.13, mientras el valor del EpPs fue de 1.635, lo cual demuestra
que a esta concentraciéon existe una modificaciéon en la velocidad de la divisiéon
celular, en la siguiente etapa del estudio, podremos verificar en que divisién (1%, 2%

6 3% se acumul6 més (Ver FIGURA No.17).

La cinética de proliferacion celular (CPC) es un indicador de los efectos
citotoxicos, la modificacién del ciclo celular se manifiesta como un cambio en el
porcentaje de células en las diferentes etapas de duplicacion (Sanchez, 2005). Como
podemos observar en la FIGURA No.19 no hay diferencias significativas entre el
control y los diversos tratamientos con el EpPs, estos datos relacionados con lo
mencionado anteriormente comprueba que no hay un cambio en la proporcién

celular en las diferentes etapas de la division.
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Mientras se incrementa el namero de fragmentos que se intercambian,
aumenta el riesgo de dafio al genoma. Sin embargo; en condiciones normales, las
células humanas presentan una frecuencia relativamente constante de intercambios
por metafase, en la cual se estiman entre 6 a 9. La frecuencia se eleva en forma
notable cuando las células son sometidas a la accion de un agente clastégeno

(Salamanca, 1990).

La frecuencia de intercambios de crométides hermanas (ICH) en el ensayo
genotoxico (Ver TABLA No.15), se observo que no existen diferencias significativas
entren las diferentes condiciones experimentales del EpPs empleadas (EpPs 1,
EpPs 2, EpPs 6) frente al control (PHA) ya que el promedio de intercambios oscila
entre 4 a 5 ICH por metafase (Ver FIGURA No.18), valor que esta por debajo de lo
citado en el parrafo anterior. Esto demuestra que el EpPs a las concentraciones

utilizadas no produce dafio aparente al DNA.

Ensayo Antigenotoxico del EpPs.

Por otra parte, en el ensayo antigenotéxico se utilizé un farmaco como
control positivo que fue la Mitomicina C (MMC), ésta actta a nivel del DNA (Ver
FIGURA No.7), afecta la integridad de las cadenas de acidos nucleicos (Pradillo,
2003), impidiendo la replicacién celular normal, ya que inhibe a la topoisomerasa I
y II (Guerefia, et.al; 2006). Tiene la caracteristica de producir depresiéon de la
médula 6sea. También pertenece al subgrupo de los antibidticos citostaticos,
productos del hongo del suelo Streptomyces caespitosus que establecen enlaces
cruzados en DNA de doble cadena a través de la guanina y citosina (Remington,
1990). Las principales razones por las cuales se trabajé en este proyecto con la

MMC son:
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a. Es una farmaco ampliamente utilizado contra el cancer, sobre todo
en cancer gastrico, donde se ha visto una mayor actividad de las
lectinas de leguminosas (Jordinson, et.al; 1999).

b. Su costo es accesible a comparacion de los otros farmacos.

c. Se ha observado que produce una considerable cantidad de
intercambios (Latt, et.al; 1974), por lo que fue un modelo utilizado
como un control positivo y determiné si el EpPs posee actividad

antigenotoxica.

Si comparamos la Mitomicina C (MMC) con los resultados de los cultivos
celulares del control negativo donde se utilizé tnicamente PHA, podemos decir
que existié un aumento en la frecuencia de ICH de 5.18 a 49.48. Sin embargo, al
realizar una comparacién estadistica del EpPs en combinacién la MMC (a sus
diferentes concentraciones: 1, 2, 2.5, y 3 mg/mL) con el control positivo (MMC),
tenemos que a la menor concentracién la diferencia es minima obteniéndose un
valor de 45.1. Pero mientras aumenta la concentracion de Pisum sativum la
diferencia significativa es mayor, disminuyendo los valores: 26.94, 25.66 y 23.84
respectivamente; se observa una disminucién casi al 50% de los valores de indice
de ICH con respecto a la MMC (Ver FIGURA No.18). Por lo que se puede afirmar
que mientras aumenta la concentraciéon de EpPs en los cultivos de linfocitos se

contrarresta el dafio causado por la MMC, disminuyendo el indice de ICH.

Observando el indice mitético, en la FIGURA No.16 visualizamos una
disminuciéon del valor al adicionar MMC a los cultivos celulares. Donde se enfatiza
esta disminucion es en la comparacion del ensayo de PHA y PHA+MMC, debido
al mecanismo de acciéon de la MMC, donde se intercala en el DNA evitando su
replicacién y, como consecuencia, evita la division celular disminuyendo el indice
mitético. En el tratamiento de EpPs 1 + MMC hay un aumento, es decir,
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contrarresta el efecto de la MMC en la célula, pero el valor disminuye al adicionar

el EpPs a los cultivos en concentraciones mayores.

La evaluacioén del indice de replicacion del ensayo antigenotéxico mostré un
comportamiento similar a los datos del ensayo genotéxico. No indica diferencias
significativas con relaciéon a la MMC e indica que no hay una alteracién de la
velocidad de la division celular. Pero al analizar los resultados de la cinética de
proliferacion celular tenemos que hay un acumulo de células en metafases de 2%
divisién, mostrando un valor mayor en los tratamientos de EpPs 2+ MMC, EpPs
25 + MMC y EpPs 3 + MMC, presentando una p<0.001. Existiendo un
comportamiento similar en estos tratamientos por lo que disminuye la

proliferacion de células dafadas, es decir, disminuye su replicacién.

Mientras aumenta la concentracion de Pisum sativum en los cultivos
celulares fue menor la cantidad de células que se encuentraron en tercera division,

reforzando la informacién antes mencionada.

Las propiedades de la planta de Pisum sativum son diversas, en este trabajo
se llevo a cabo la investigacion de la capacidad que tienen las lectinas presentes en
esta leguminosa para contrarrestar los dafios causados por un agente cldstogeno y
de esta forma abrir paso a una alternativa como producto natural eficaz como

tratamiento contra el cancer.

Lo que serfa interesante es trabajar en la investigacion de las demaés
propiedades que posee esta planta, tales como el beneficio del consumo de semillas
de Pisum sativum que previene las enfermedades cardiovasculares por su
capacidad vasodilatadora y su propiedad hipercolesterolémica. Ademéds, mantiene
los niveles de glucosa, por lo que su ingesta en personas con diabetes disminuye la

dependencia de la insulina. La funcién revitalizante, ayuda al desarrollo y
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renovacion celular. Provee protecciéon al sistema nervioso, ya que lo nutre de
glucosa en forma adecuada y beneficia el buen estado de animo por la cantidad
abundante de folato y que en el organismo se convierte en Acido Félico, evita la
aparicion de la depresion. Estas dos ultimas propiedades pueden ser foco de

estudio por el ritmo acelerado de vida que lleva el ser humano actualmente.
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CONCLUSIONES

En base al andlisis de los resultados realizados en la presente

investigacion, se concluye lo siguiente:

& El método de extraccion de lectinas por extracciéon salina empleado en este
trabajo, ha demostrado ser eficaz para la obtencién del EpPs, obteniéndose

3.75mg/mL de proteinas de 20g de semilla de Pisum sativum.

@ La liofilizacién result6 ser un método efectivo para la concentracion y
conservacion del EpPs en forma cristalina, y ayudar en su manipulacién
durante la experimentaciéon. Se obtuvieron 29.6mg/mL después de la

liofilizacién, lo que indica que este proceso concentré 8 veces mas al EpPs.

@ La purificaciéon del EpPs, se realiz6 mediante la técnica de SDS-PAGE,
visualizando 16 subunidades con un rango de peso de 14kDa a 80kDa. La
técnica de SDS-PAGE es rapida, sensible y capaz de un alto grado de

resolucion.

@« E]l EpPs a la concentracion de 1mg/mL no mostré un efecto mitogénico, en
comparacién con la PHA a la misma concentraciéon. Pero en la combinaciéon
del EpPs y la PHA mostré un aumento de la capacidad mitogénica en los
linfocitos humanos, por lo que se puede ver una potencializacion de la

concentracion de lectinas de ambos compuestos.
® E| ensayo genotdxico mostré que el EpPs no produce genotoxicidad en las

diferentes concentraciones empleadas, 1mg/mL, 2mg/mL y émg/mL, ya

que el extracto no induce la generacion de ICH’s.
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@« El ensayo antigenotéxico mostré6 que el EpPs contrarresta el efecto
genotoxico de la MMC en los linfocitos humanos, debido a que disminuye la
cantidad de ICH’s que ésta produce, la tendencia indica una relacién con la
concentraciéon del EpPs, es decir, que conforme aumenta la concentraciéon

del EpPs es menor la frecuencia de ICH’s.

« El IM a las diferentes concentraciones utilizadas del EpPs en combinacion

con la MMC manifiestan un aumento del IM con respecto al control positivo.

& En el IR del ensayo antigenotéxico mostré un comportamiento similar al del
ensayo genotdxico, no indica diferencias significativas con relacion al
control positivo, por lo que no existe alteracion de la velocidad de la
divisién celular. Hay un acaimulo de células en metafases de 2* division, es

decir, disminuye la replicacion de las células dafiadas por la MMC.
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APENDICE A
MATERIAL Y REACTIVOS
» MATERIAL
Vasos de precipitado de 50 mL, 250
mlL, 500 mL
Vasos Coplin de vidrio
Vasos Coplin de plastico
Matraces Erlenmeyer de 250 mL, 500
mL
Matraces volumétricos de 10 mL, 25
mlL, 1000 mL
Pipetas graduadas de 1 mL, 2 mL, 5
mL, 10 mL
Pipetas Pasteur
Probeta de 50 mL, 250 mL
Frascos para cultivo estériles
Tubos de punta V para centrifuga
Tubos de ensaye
Celdas para espectrofotémetro
Portaobjetos
Cubreobjetos largos
Pinzas

Gradilla

Piseta
Termoémetro
Barra magnética

Bolsas de plastico con cierre

Aparatos

Centrifuga

Ultracentrifuga

Microcentrifuga

Potencidometro
Espectrofotémetro

Camara de electroforesis vertical
Liofilizadora

Campana de extracciéon
Campana de flujo laminar
Microscopio Optico

Bafio Maria

Lampara de UV

Incubadora

Parrilla eléctrica con agitador
magnético

Fuente de poder
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« REACTIVOS

Extraccién:

Solucién salina fisiolégica 0.9 % (SSF)

Cuantificacién:
Albtimina Bovina Fraccibon V
(mg/mL)

Reactivo de Biuret

Soluciones para la siembra de

linfocitos humanos:

Heparina

Fitohemaglutinina (PHA)

Colchicina 0.01 %

Medio RPMI

Sangre periférica humana

KC10.075 M

Soln. fijadora (metanol - acido acético,
3:1)

Soln. de proteinas de chicharo

Tincién diferencial:

Soln. doble de salina - citrato (Citrato
de Sodio/Cloruro de Sodio)

Buffer de diferenciacion (Citrato
trisédico  dihidratado/Fosfato  de
Sodio monobésico)

Bisbenzimida Hoechst 33258 (Soln. de
trabajo; soln. concentrada de
Bisbenzimida Hoechst 33258/Buffer

de diferenciacion)

Electroforesis:

Soln. de monémeros
(Acrilamida/Bisacrilamida)

Buffer Tris 1.5 M pH 8.8 4x (Tris
base/SDS)

Buffer Tris 0.5 M pH 6.8 4x (Tris
base/SDS)

Regulador de corrimiento 5x (Tris
base/Glicina/SDS)

Regulador de muestra 2X (Buffer Tris
05 M pH 6.8/GClicerol/Azul de
Bromofenol/SDS/ 3-mercaptoetanol)
Persulfato de Amonio al 10 %, marca
BIORAD®

TEMED

Azul de Coomasie R - 250, marca
BIORAD®

Soln.  decolorante  (Metanol/Ac.

Acético)
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APENDICE B
PREPARACION DE SOLUCIONES
» Para la cuantificacion de proteinas
- Reactivo de Biuret. Pesar:
1.5 g de Sulfato de Cobre (CuSOs -5 H20)
6.0 g de Tartrato de Sodio y Potasio (NaKCsH1Os - H20)
1.0 g de Yoduro de Potasio (KI)
El CuSOs -5 H2O y NaKCsHiOg - H20 se disuelven en 500 mL de agua destilada.
Se adicionan con agitaciéon constante 300 mL de NaOH al 10 %, y 1.0 g de KI. Se

afora a un 1 litro con agua destilada y se guarda en un frasco ambar.

» Para la electroforesis SDS - PAGE
- Monoémeros (Acrilamida/Bis-Acrilamida).
14.6 g de Acrilamida
0.4 g de N"-N"-bis-metilen-acrilamida
Mezclar los dos mondmeros y aforar a 50 mL con agua destilada.
Filtrar y almacenar a 4°C, se puede utilizar durante 30 dias méaximo .
- Buffer pH= 8.8 (Tris-HCl 1.5 M)
18.15 g de Tris-base
Adicionar 80mL de agua desionizada estéril.
Ajustar el pH a 8.8 con HCI 6 N.
Aforar con agua desionizada estéril a 100 mL.
Almacenar a 4°C.
-Buffer pH= 6-8(Tris-HCI 0-.5 M).
6 g de de Tris-base
Adicionar 60 mL de agua desionizada estéril.
Ajustar el pH a 6.8 con HCI 6 N.
Aforar con agua desionizada estéril a 100 mL.

Almacenar a 4°C.
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-Solucion SDS al 10%.

10 g de SDS.

Disolver en 90 mL de agua desionizada estéril.
Mezclar lentamente sin generar espuma.
Aforar c.b.p. con agua desionizada estéril hasta llegar a 100mL.
-Solucion de Persulfato de Sodio al 10%.

0.1 g de Persulfato de Sodio

Disolver en ImL de agua desionizada estéril.
-Buffer de muestra o del carga.

3.4 mL de agua desionizada estéril

0.6 mL de Buffer pH= 6.8

2.0 mL de solucion de SDS al 10% (w/v).

1.0 mL de Azul de Bromofenol al 1% (w/v).
2.5 mL de Glicerol.

0.5 mL de 2-mercaptoetanol.

- Azul de Bromofenol al 1%.

100 mg de Azul de Bromofenol.

Aforar a 10 ml con agua destilada.

Mezclar hasta disolver.

- Colorante de Azul de Coomasie.

40 mL de agua destilada o desionizada.

50 mL de Metanol.

10 mL de Acido Acético glacial.

0.05 g de Azul de Coomasie.

Mezclar con precaucién ya que los algunos de las soluciones son corrosivas, y
utilizar una campana de extraccion.

- Solucién destefiidora.

10 mL de Acido Acético glacial.

25 mL de Metanol.
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65 mL de agua destilada o desionizada.
Mezclar las soluciones vy filtrar.

- Buffer de corrida (Glicina).

14.5 g de Glicina.

3.0 g de Tris-base.

1.0 g de SDS

Disolver en 1000 mL de agua desionizada.

NOTA: No ajustar el pH.

» Para la siembra de linfocitos humanos.
Solucién proteica de Pisum sativum: Preparar 2 mL a una concentracion de 1
mg/mL.
(29.6 mg/mL) V1 = (1 mg/mlL) (2mL) = 0.06756 mL = 67.56 uL
29.6 mg/mL

» Para la cosecha de linfocitos humanos.
-KCl 0.075 M
Pesar 1.3979 g KCl y disolver en 250 mL agua destilada.

- Soln. fijadora (metanol - dcido acético, 3:1)
Metanol absoluto 150 mL

Acido acético glacial 50 mL

» Para la tincion diferencial de las laminillas de cada tratamiento.
- Soln. doble de salina - citrato (2xssc)
Pesar 17.53 g NaCl, 8.82 g Citrato de Sodio y disolver primero una sal y luego la

otraen1L de agua destilada.
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- Buffer de diferenciacion
Soln A) 1.8 g Citrato trisédico dihidratado en 50 mL de agua destilada.
Soln. B) 1.221 g Fosfato de Sodio monobéasico en 10 mL de agua destilada.
Agregar lentamente la “soln. B” a la “soln. A” hasta alcanzar un pH=7.0

Diluir 1:1 con agua destilada.

- Bisbenzimida Hoechst 33258
Preparar una solucion concentrada pesando 0.025g Bisbenzimida Hoechst 33258
y disolver en 10 mL de agua destilada.
La solucién de trabajo consiste en: 1 mL soln. concentrada
9 mL agua destilada

10 mL buffer de diferenciacion
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