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Resumen

La inclusidn de vegetales en la dieta cotidiana ha ido diversificindose a lo largo del
tiempo, algunas veces se ven reflejadas como un hito tal es el caso del alimento funcional
Kale o Col rizada (Brassica oleracea var. sabellica). Este vegetal tiene beneficios a la salud del
ser humano por el alto contenido nutricional que este posee como minerales, vitaminas,
acidos grasos, carbohidratos prebidticos y metabolitos secundarios (compuestos

organosulfurados, carotenos y polifenoles).

El presente trabajo tiene como fin la identificacidon y cuantificacién de los polifenoles
presentes en el extracto metandlico obtenido a partir del vegetal kale y predicciéon de su

actividad bioldgica in silico a partir de los polifenoles encontrados.

Se llevo a cabo el cultivo del material vegetal kale en condiciones de invernadero en la
Universidad Auténoma de Chapingo. Posteriormente, se realizé la maceracién del kale seco,
seguido de un fraccionamiento grueso por biparticién con hexano, diclorometano y agua.
Estas tres fracciones se sometieron a una cuantificacién de polifenoles totales a través del
método de Folin Ciocalteu, siendo la fase organica (DCM) el de mayor contenido de fenoles

con 5.78 mg EAG/g.

Por otro lado, se determind la citotoxicidad del extracto metandlico empleando una
prueba in vitro con el método de tincion MTS a una concentracion de 100 pg / mL en las
lineas celulares de Hep3B (Higado), PC3 (Prostata) y Hela (Cervicouterino), a esta
concentracién no hubo una actividad relevante de inhibicion en ninguna de las tres lineas

celulares.

Finalmente, se llevd a cabo un analisis quimioinformatico de los polifenoles con mayor
indice de reporte en la literatura del vegetal de interés. Para este analisis in silico, se usaron
cuatro programas de acceso libre como lo son Molinspiration, SwissADME, preADMET y
passONLINE. Dando como resultado, el 58.3% de los compuestos estudiados tiene una
probabilidad de poseer actividad anticancerigena, quimiopreventivo, antioxidante vy

eliminador de radicales libres.

Los resultados obtenidos en la presente tesis demuestran que la alta concentracion
de polifenoles encontrados en el kale sugieren estar relacionados con la actividad

antioxidante (eliminador de radicales libres), quimiopreventivo y anticancerigeno in silico.

¥
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Abreviaturas

Mg Microgramo
A
A2 Armstrong Cuadrado
AEH. Aceptores de Enlaces de Hidrégeno
ac Acido
ADME Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecién.
ADN Acido Desoxirribonucleico
ARN Acido Ribonucleico
AcOEt Acetato de Etilo
B
B. Brassica
but Butanol
C
°C Celsius
Ca Calcio
CO; Dioxido de carbono
CCF Cromatografia de Capa Fina
Clso Concentracion Inhibitoria media
CoA Coenzima A
clogP Coeficiente de Biparticion
D
D.EH. Donadores de Enlace de Hidrégeno
DCM Diclorometano
DMFO Difluorometilornitina
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DMEM
DMSO

EAG

Eq
EtOH

ft

H.O
Hela
Hep3B
Hex
Hfer
HPLC

in

Ka

Kg

Dulbecco's Modified Eagle Medium (medio de cultivo)

Dimetilsulfoxido

Equivalente de Acido Galico
Equivalente

Etanol

pies (unidad métrica).

Gramo

Hora

Agua

Linea celular de cancer de mama humano
Linea celular de cancer de higado humano
Hexano

Hidroxiferuloil

High-Performance Liquid Chromatography /Cromatografia liquida de alta
eficacia

Pulgadas

K
Potasio
Kaempferol
Kilogramo

L
Litro
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MeOH
Mg
mg
mL

mM

Na>COs
nm
NADPH
No. A.

PC-3
pH
PM

prop

ROS
RPMI-1640

S

SD

Sin
SMILES
Soph

Metanol
Magnesio
Miligramo
Mililitro

Milimolar

Nitrogeno

Carbonato de sodio

Nanometro

Nicotinamida adenina dinucledétido fosfato

NUmero de atomos

Foésforo

Linea celular de cancer de préstata humano
Potencial de hidrégeno

Peso Molecular

Propanol

R

Reactive Oxidative Species/Especies Reactivas de Oxigeno

Roswell Park Memorial Institute (medio cellular).

S

Azufre

Sample Data

Sinapoil

Simplified Molecular Input Line Entry Specification

Sophoroside/ soforosido

¥

Pa’ginal 1



SR-21 Standar Reference 21

ssp. Indica "varias especies".
T
TPSA Topological Polar Surface Area/ Area Polar Superficial Total
U
USDA U.S. Department of Agriculture/Departamento de Agricultura de los E.U.
UV/vis Ultra violeta/visible
V
var. Variedad
v/v Volumen/volumen
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1.Introduccién

Los vegetales cruciferos de Brassica oleracea agrupan especies que forman parte de
la dieta humana con una produccién mundial estimada de 70 millones de toneladas (Hahn
et al, 2016), dentro de estas verduras se incluye al brocoli, repollo, col rizada, coles de
Bruselas y coliflor. Ademas de su uso culinario, se han realizado diferentes estudios
encontrando en esta familia una fuente de compuestos que pueden contribuir de manera
positiva a la salud humana que va de la actividad anticancerigena, antioxidante,

antiinflamatoria, hasta cardioprotectora asociada con el consumo de vegetales cruciferos.

Esta familia es una fuente importante de metabolitos secundarios como los
compuestos que contienen azufre conocidos como glucosinolatos (Hahn et al., 2016) y sus
productos de hidrélisis isotiocianatos; también es rica en polifenoles como acidos fenodlicos
y flavonoides (quercetina y kaempferol) (Avato & Argentieri, 2015), figura 1. La evidencia
generada por estudios clinicos, estudios in vivo e in vitro muestra que las propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias de los polifenoles pueden potencialmente prevenir o servir

como tratamiento contra muchas enfermedades no transmisibles, (Cory et al., 2018).

Kale o col

a) ° b) \i/ on C)  om
HO. HO. 0.
~ oH ‘ ‘ ws
| Ho
OH OH l \
HO 'ogso/N NH
OH o

Figura 1. Metabolitos frecuentemente encontrados en vegetales cruciferos. a) Ac. fendlicos, b)
flavonoides ¢) Glucosinolatos.

La kale o col rizada (Brassica oleracea var. sabellica) es miembro importante de las

cruciferas, en contenido nutricional es rico en vitaminas y minerales como magnesio, calcio
y acido félico, ademas de metabolitos secundarios como los antes mencionados (ac.
fenolicos, flavonoides y glucosinolatos) por lo que es conocido por su capacidad para

reducir el riesgo de ciertos tipos de cancer.

Por todo lo anterior descrito, la presente tesis estad dirigida al estudio de kale hacia
una investigacién quimica de polifenoles totales y un estudio quimioinformatico de los
fenoles reportados en literatura para el kale y asi poder llevarlos a estudios pertinentes que

demuestren su actividad biolégica antes mencionada (antioxidante y anticancerigena).
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2. Antecedentes
2.1 Cancer: quimioprevencion y quimioterapia

Las células normales crecen y se dividen de forma controlada para producir mas
células que se necesitan para mantener el cuerpo sano, cuando las células envejecen o se
dafan, mueren y son reemplazadas por células nuevas. Sin embargo, en el cancer, este
proceso ordenado se descontrola, en lugar de morir, las células cancerosas contintian
creciendo y formando células anormales nuevas, por otra parte, se caracterizan por poder
dividirse sin detenerse y se extienden a los tejidos circundantes, conocido como metastasis,
(Mitra et al.,, 2018).

Cancer es el nombre que se le da a una coleccion de enfermedades relacionadas

entre si; los principales grupos de cancer se clasifican en, (Aldred, 2009):

e Carcinomas, son tumores solidos generalmente de células epiteliales, piel, células
que recubren los 6rganos internos como pulmaon e intestino y tejido glandular como
mama y prostata. Se sabe que representa aproximadamente el 90% de todos los
canceres humanos.

e Sarcomas, son tumores derivados del tejido conectivo, por ejemplo, tumores
primarios 0seos.

e Leucemia y linfomas, se les conoce como tumores liquidos o también llamados
canceres de sangre, pueden afectar la médula 6sea, células sanguineas y el sistema

linfatico. Estadisticamente representa un 8% de todos los canceres humanos.

A nivel mundial la cifra de nuevos casos de cancer reportados en el afio 2018 de
acuerdo con los datos de la Agencia internacional de investigacion sobre el cancer asciende
a 18,078, 957 de personas afectadas, siendo el cancer de pulmdn, mama y prostata los de

mayor incidencia y con aproximadamente nueve millones de muertes.

Al origen de esta enfermedad se le conoce como carcinogénesis, este es un proceso
largo que consta de tres etapas, iniciacion, promocién y progresion, (Figura 2); que
transforma las células normales en células malignas. Cada una de estas fases sucesivas de
carcinogénesis aumenta la probabilidad de morbilidad y mortalidad relacionadas con el

cancer.
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Lesion preneoplastica/

Normal e Célula - ——>  Tumor maligno
iniciada Tumor benigno
Iniciacién Promocién Propagacion
Genética No genético Genética / No genético
irreversible Reversible Irreversible / Reversible
Promover la reparacion del ADN Antilnﬂ.amatorio promover la diferenciacion celular
Promover la desintoxicacién de Especies Ef?CtOS ar.m hormonales Inhibir la diferenciacién celular
Reactivas de Oxigeno. Elimina las células Inhibe prollferacton celular Inducir la apoptosis
transformadas mediante inmunvigilancia. Reforzar los ataques inmunes a las células inhibir la angiogénesis
transformadas
Fitoquimicos

Figura 2. Pasos de la carcinogénesis, adaptado y modificado de (Kotecha et al., 2016)

El aumento de la incidencia mundial de cancer en los ultimos afios ha dado lugar a
campafas centradas especificamente en la prevencidon de enfermedades, como lo es la
quimioprevencion (Kotecha et al,, 2016). EL término quimioprevencion del cancer fue dado
por el Dr. Michael B. Sporn en 1976 para describir el uso de compuestos naturales o
sintéticos para derogar, reprimir o frustrar el crecimiento del cancer a malignidad (Rashid,
2017). Mas tarde, Lee W.Wattenberg lo definié como la administracion de uno o varios

compuestos quimicos para prevenir el cancer y lo llamo quimioprofilaxis, (Rashid, 2017).

De acuerdo con la clasificacion convencional propuesta originalmente por Lee

Wattenberg, los agentes quimiopreventivos se subdividen en dos categorias principales:

e Agentes bloqueantes, evitan que los carcindgenos lleguen a los sitios objetivo,
experimenten activacion metabdlica o interactien posteriormente con
macromoléculas celulares cruciales (por ejemplo, ADN, ARN y proteinas).

e Los agentes supresores, inhiben la transformacidon maligna de las células

iniciadas, tanto en la etapa de promocion como en la de progresion.
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Por otro lado, de acuerdo con Rashid y colaboradores 2017, los siguientes puntos son

factores que tendria que poseer un buen quimiopreventivo (figura 3):

Potente y eficiente Menos téxico

N/

Excelente Buen Mas de un

biodisponibilidad < quimiopreventivo ——>  mecanismo de accién

|

Accesible

Figura 3. Aspectos que debe cumplir un buen quimiopreventivo.

Los estudios epidemiolégicos y la exposicion a largo plazo de compuestos dietéticos a
humanos que muestran falta de toxicidad los convierten en compuestos ideales para su uso.
Estos agentes dietéticos pueden retardar o prevenir el proceso de carcinogénesis mediante

multiples mecanismos, a saber:

e Desintoxicacién mejorada de los intermediarios cancerigenos mediante la
induccion del metabolismo de farmacos de fase 1.

e Supresidon de la funcidn de las monooxigenasas dependientes del citocromo
P450, lo que reduce la activacion carcinogénica.

e Perturbaciones en eventos del ciclo celular.

e Promocion de la apoptosis de forma selectiva en celulas cancerosas o
precancerosas.

e Supresién de angiogénesis y metastasis.

En particular, los agentes de origen natural provenientes de la dieta han sido la base de
la terapia contra el cancer y el potencial para descubrir compuestos endémicos que pueden
exhibir potentes propiedades anticancerigenas, lo que ha impulsado la investigacion de
nuevos agentes con especial énfasis de aquellos que median la apoptosis ya que pueden
tener un efecto importante en la carcinogénesis, ya que éste mecanismo ofrece un método

fisiolégico para eliminar las células anormales, (tabla 1).
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Tabla 1. Ejemplos de quimiopreventivos naturales y su mecanismo (tabla adaptada y
modificada de Mehta, 2014).

Actividad biologica Agentes quimiopreventivos

e Vitamina C

e Carotenoides
Flavonoides

Antocianinas
Compuestos fenélicos
Polifenolesina

acidos grasos conjugados

Efectos antioxidantes

Induccion enzimatica de fase | Indol-3 carbinol

e Flavonoides
Induccién enzimatica de fase |l e Antocianinas

e Compuestos fenélicos

e Polifenoles,

e Carotenoides

Efectos inmunomoduladores .
e Flavonoides

Modulacidon de la hormona e Genisteina

e Sulforafano

Efecto antimicrobiano o
e |[sotloclanatos

e |sotiocianatos

Induccion de apoptosis .
Pop e Flavonoides

Anti-angiogénesis e Flavonoides

e Flavonoides

e Antocianinas
Asociacién molecular con carcinégenos e Compuestos fendlicos

e Polifenoles

e Antocianina
Modificacion en cascada del acido e Flavonoides
araquiddnico e Resveratrol

e Compuestos organicos de azufre,
compuestos de organoselenio,
DFMO

Inhibicion del metabolismo de las
poliaminas

Aumento de la comunicacién intercelular e Carotenoides

La intervencion mediante quimioprevencién durante el cancer es prometedora, pero
cuando no se encuentra en estado maligno, (Rashid, 2017), en éste caso, entra en juego la
guimioterapia, la cual es una técnica terapéutica que emplea medicamentos para el

tratamiento de cualquier enfermedad.

Por lo general, el término quimioterapia se ha utilizado para referirse al tratamiento
del cancer con el uso de farmacos. Los medicamentos que se usan en la quimioterapia
interfieren con la capacidad de una célula cancerosa para dividirse y reproducirse,

desencadenando la apoptosis, o el "suicidio” de las células cancerosas.
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La mayoria de los medicamentos contra el cancer se derivan de fuentes naturales como

plantas y bacterias, otros se derivan de procesos sintéticos o semisintéticos, categorizados

en:

e Farmacos que afectan las vias quimicas y celulares especificas.

e Farmacos que actian sobre alguna fase celular especifica.

A continuacion, en la tabla 2, se muestran la clasificacién de los farmacos usados en

quimioterapia divido en: agentes alquilantes, antibidticos citotdxicos, alcaloides vegetales,

antimetabolitos y hormonas, (Aldred, 2009).

Tabla 2. Tipos de farmacos usados en quimioterapia.

Tipo
quimioterapia

Descripcion

Ejemplo de farmaco

Agentes
alquilantes

+ Se unen a grupos alquilo de bases de ADN: el
ADN se fragmenta por enzimas de reparacion
que intentan reemplazar las unidades anormales.
+Causando mal emparejamiento de los
nucledtidos, lo que conduce a mutaciones.
+Formacion de puentes cruzados para que el
ADN no pueda descomprimir.

Cl

L\

O\\P/N
O/ \NH

L

ciclofosfamida

Antibidticos
citotoxicos

+Apriete entre los pares de bases, creando
problemas con la sintesis de ADN y ARN.

+ Inhibe la enzima que "desanuda” el ADN para
que pueda descomprimir y formar ARN.

+ Funcionan en todas las fases del ciclo.

H,N

HaN

%

Mitomicina C

Alcaloides
vegetales

+ Inhibidores mitéticos.
+ Estos funcionan en la fase M del ciclo celular

Vincristina

Antimetabolitos

+ Compite con los componentes esenciales de
los procesos metabdlicos e inhibe esos procesos.
+ Interferir con el crecimiento de ADN y ARN.

+ Fase especifica: trabajo en la fase S.

+ Se usa para tratar leucemias y tumores de
mama, ovario y tracto gastrointestinal.

OH

Hormonas

+ Alterar la accién o produccion de hormonas
femeninas o masculinas.

+ Se puede usar para retrasar el crecimiento de
los canceres de seno, prostata y endometrio.

+ No trabaja de la misma forma que los farmacos

Prednisolona

de quimioterapia estandar.
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2.2 Nutraceuticos y su importancia

El término nutracéutico fue acufiado en 1989 por Stephen De Felice, fundador y
presidente de la Fundacién para la Innovacién en Medicina, lo definié como un "alimento o
partes de un alimento que proporcionan beneficios médicos o de salud, incluida la

prevencion y el tratamiento de enfermedades ", (Kumar, 2018).

Por lo tanto, dicho término se emplea para describir un grupo de alimentos que son
mas que alimentos, pero menos que productos farmacéuticos que van a proporcionan
beneficios adicionales para la salud, junto con el valor nutricional basico que se encuentra
en los alimentos, ademas son metabolitos secundarios de las plantas que se generan a través

de diversas vias bioldgicas en los procesos del metabolismo secundario.

Debido a las amplias funciones de los nutracéuticos, se ha disefiado una clasificacion
sistematica segun su funcién, fuente y componentes bioactivos de acuerdo al libro

(Ganapathy & Bhunia, 2015), (figura 4).

Nutracéuticos

Clsificacion Csl:stglﬁasctjosn Clasificacion
acorde a su 9 segun su fuente
2 componentes :
funcion. d 5 ; de alimento.
bioactivos.
Plantas Origen animal Origen microbiano
Sustancia dietética Proteinas y Péptidos.
Comida funcional Carbohidratos y fibras. Quercetina Acido B tongum
Lipidos y acidos grasos. Luteolina Linoléico B. infantis
: Conjugado ’
Licopenos. Celulosa ) A Lactobacillus
Vitaminas. Minerales EstngolL.pldos acidophilus (LCl)
3-limoneno CaALClO
B - caroteno Zinc
A Selenio
Lignina .
Creatina

Figura 4. Clasificacién esquematica detallada de nutracéuticos sobre la base de tres aspectos generales:

funcion, componente bioactivo y fuente de alimento, tomado y modificado de (Sharma et al,, 2016).
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Los productos naturales bioactivos, es decir, los nutracéuticos son la fuente principal de
nuevos medicamentos, alimentos funcionales y aditivos alimentarios. Estos se pueden

agrupar en las siguientes tres amplias categorias, (Ganapathy & Bhunia, 2015):

» Nutriente: sustancias con funciones nutricionales establecidas, como vitaminas,
minerales, aminoéacidos y acidos grasos.

» Hierbas: también llamados productos botanicos, como concentrados y extractos que
gracias a la acumulacion de conocimiento de tales plantas durante cientos de afios
puede ayudar a encontrar medios efectivos para garantizar una atencidén médica
adecuada.

» Suplementos dietéticos: compuestos derivados de otras fuentes (por ejemplo,
piruvato, sulfato de condroitina) que proporcionar nutrientes que de otro modo no

se consumirian en cantidades suficientes.

En la actualidad, el uso de fitoquimicos esta aumentando debido a su importancia
nutricional y médica respaldada por datos cientificos. Los fitoquimicos son componentes no
nutritivos en la dieta a base de plantas ("fito" proviene de la palabra griega que significa
planta), (Surh, 2003). Los fitoquimicos juegan un papel importante en la salud humana como
antioxidantes y ayudan a prevenir diversas enfermedades como el cancer (Fig. 4), las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes y los trastornos inflamatorios. Los principales
fitoquimicos comunmente utilizados como nutracéuticos, son los glucosinolatos,

carotenoides, compuestos fendlicos y compuestos organicos de azufre, tabla 3.

Tabla 3. Fuentes y beneficios para la salud de los fitoquimicos utilizados como
nutracéuticos (Tomado y modificado de (Rajasekaran, 2017).

Beneficios de la

categoria Fitoquimicos Origen
9 9 9 salud
. , Espinaca, pimiento rojo, Proteccién contra el
Carotenoides Luteina P P , ) ,
mango, melocoton, kale.  cancer de colon
Verduras cruciferas, Reducir el riesgo de
Compuestos Sulforafano, L . )
L . brécoli, repollo, coliflor, prostata y colon
organicos de azufre  glucosinolato .
rabano cancer
Baya, uva, maiz, mora, ..
.. ya, | Antioxidante,
Antocianinas  naranja, verduras . )
, antiinflamatorio
cruciferas
Fenolicos Rutina Esparragos, trigo Fortalecen las
sarraceno, frutas citricas paredes capilares
. Té, cebolla, uva, trigo Antioxidante,
Quercetina .
sarraceno vasodilatador
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2.2.1 Glucosinolatos

Las especies de la genero Brassica suelen producir entre 30 y 40 glucosinolatos
diferentes (Bischoff, 2016), sus concentraciones de glucosinolato dentro de las plantas
dependen de la especie y variedad y estan influenciadas por las condiciones ambientales

bajo las cuales la planta esta creciendo.

Los glucosinolatos (tioglucosidos) son un grupo de metabolitos secundarios de
plantas cruciferas que consisten en un residuo de B-D-glucopiranosa unido a un éster de
hidroxiiminosulfato por puente de azufre, mas un grupo R. El grupo R deriva de uno de los
ocho aminoacidos y puede ser alifatico (alanina, leucina, isoleucina, metionina o valina),
aromatico (fenilalanina o tirosina) o indol (triptofano) (Bischoff, 2016). A continuacion, en la

tabla 4, se muestra algunos glucosinolatos encontrados en vegetales Brassicaceae.

Tabla 4. Nombre comudn y quimico de algunos principales glucosinolatos presentes en
las verduras Brassicaceae, (Ishida et al,, 2014).

Nombre comun Nombre cadena lateral R
Glucosinolato alifatico
Glucoiberverina 3-Metiltiopropil
Glucoiberina 3-metilsulfinilpropil
Sinigrina 2-propeno
Glucoerucina 4-metiltiobutil
Dehidroerucina 4-Metiltio-3-butenil
Glucorafanina 4-metilsulfinilbutilo
Gluconapina 3-butenil
Progoitrina 2-hidroxi-3-butenilo
Glucoberteroina 5-metiltiopentilo
Glucoalyssin 5-Methilsulfinilpentilo
Glucobrassicanapina 4-Pentenilo
Gluconapoleiferina 2-hidroxi-4-pentenilo
Glucosinolato aromatico
Gluconasturtiina 2 Feniletilo
Glucotropeolina Bencil
Glucosinolato de indol
Glucobrasicina 3-indolil metil
4-hidroxiglucobrassicina 4-hidroxi-3-indolimetilo
4-metoxiglucobrassicina 4-metoxi-3-indolilmetil
Neoglucobrassicina N-metoxi-3-indolimetil
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Este tipo de metabolitos se ven sometidos a la degradacién por una enzima
perteneciente a la familia de glucdsido hidrolasa y es la Unica que cataliza la hidrélisis de su
enlace tioglucosidico. El sistema glucosinolato-mirosinasa genera tioglucosa, sulfato e
intermedio inestable que se reorganiza espontdneamente en varios productos de

degradacién dependiendo del perfil de glucosinolato (Figura 5).

OH OH

0505 050,
j]
HO S N
HOHO S. = N HO. %~

OH

Glucobrasici NH
ucobrasicina \ on /

050,
HO ° | .
HO SYN Gluconasturtiina

OH
R

Estructura base de glucosinolato

OH l
c|>353
0
HO
HO S AN
OH

Sinigrina

Figura 5. Estructura base de glucosinolato y derivados.

La composicién final de la mezcla de productos depende del pH, la disponibilidad
de iones ferrosos, (Possenti et al, 2016), y la presencia de proteinas especificadoras se

generara una mezcla de varios productos de degradacién estructuralmente diversos,

N

(Wittstock et al., 2016), figura 6. M/(/
S

W Epitionitrilo
. ]

o ) Glucosa o © N
0803 i \\ /O N //

o O | ; S re

Ho.® S\(N - cl’ \\o R
OH ! Mirosinasa HS\("‘H Nitrilo
Glucosinolato &

INR

tiohidroximato-O-sulfonato Isotiocianato

(0]

gs
NH
Tiocianato oxazolidina-2-tionas

///

Figura 6. Productos de degradacién del glucosinolato.
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2.2.2 Polifenoles

El principal motivo del interés de cientificos y consumidores por los polifenoles es el
reconocimiento de sus propiedades antioxidantes, su gran abundancia en nuestra dieta y su
probable papel en la prevencidn de diversas enfermedades asociadas con estrés oxidativo,

como cancer y enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Scalbert et al,, 2005).

Sobre la base de la definicién reciente proporcionada por Stéphane Quideau
(Universidad de Burdeos, Francia),(Estrela et al., 2017), define a los polifenoles de la siguiente
manera: "El término” polifenol "debe usarse para definir metabolitos secundarios de plantas
derivados exclusivamente del fenilpropanoide derivado del shikimato y / o la(s) via(s) de
policétidos, con mas de un anillo fenélico y estar desprovisto de cualquier grupo funcional

a base de nitrogeno en su expresidn estructural mas basica".

Ahora bien, los polifenoles son un grupo de compuestos naturales con caracteristicas
estructurales fendlicas. EL mondmero basico en los polifenoles es el anillo fendlico y
generalmente estos se clasifican como acidos fendlicos y alcoholes fenélicos, dependiendo
de la fuerza del anillo fendlico, los polifenoles pueden clasificarse en muchas clases como
fenoles simples, benzoquinonas, acetofenonas, acidos fenilacéticos, acidos
hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas e isocumarinas, cromonas, naftoquinonas,
xantonas, estilbenos, antraquinonas, ligninas, neolignos pero las clases principales son los
acidos fenodlicos, flavonoides, estiblinas, alcoholes fendlicos y lignanos, figura 7, (Abbas et

al, 2017).

Pégina28



| Polifenoles I

| Estilbenos I [ Acidos fenélicos ]l Flavonoides I | Lignanos I | Otros I

[Acidos benzoicos] [ Acidos cindmicos ]

y

\ 4
l Flavonoles I Flavanonas I [Antocianidinas]

\ 4 v v

l Flavonas I | Flavanol I | Isoﬂavonasl

Cianidina-3-o- £
arabinosido

e Luteolina [ Monomeros ]
e Apigenina Genist
S . enistin
[ Proantocianidina ] e  Genisteina

J Quercetlna. [. Naringenina ] e Gliciteina
e Isoquercetrina e Daidzein
e Kaemferol [ Procianidinas ]
e Mirecetina

e (Catequina
e Epicatequina
e Galiocatequin

Figura 7. Clasificacion de polifenoles basadas en el nimero de anillos de fenol y sus elementos
estructurales, modificado y adapto de (BelS¢ak-Cvitanovi¢ et al,, 2018).
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Se han identificado mas de 12000 estructuras fendlicas, de las cuales mas de 8000
son flavonoides, que comparten una estructura comun: dos anillos de fenilo unidos por tres

atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado (Estrela et al., 2017)

El término flavonoide generalmente indica un compuesto fendlico que tiene una
estructura quimica de fenilbenzopirano con un esqueleto carbénico de C¢- C3-Cs unido a un
anillo de cromano, se puede subdividir en diferentes subgrupos dependiendo del carbono
del anillo C al que esta unido el anillo B y del grado de insaturacion y oxidacién del anillo C,

(Panche et al,, 2016), figura 8.

Por lo que, aquellos en los que el anillo B esta vinculado en la posicion 2 se pueden
subdividir en varios subgrupos sobre la base de las caracteristicas estructurales del anillo C
siendo estas flavanonas, flavonas, flavanonas, flavanoles, flavonoles, isoflavonas, y

antocianidinas, (Abbas et al., 2017; Jahangir et al., 2009; Mageney et al., 2017).

Flavonol Flavanol Antocianidina

ceadecodlcos
s

13

14
15

8

Flavanona Flavona Isoflavona

Figura 8. Estructura base de diferentes flavonoides.
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De acuerdo con Panche, se enlista las caracteristicas estructurales de los tipos de

flavonoides antes mencionados:

e Flavanonas (dihidroflavonas), tienen el anillo C saturado; por lo tanto, a diferencia
de las flavonas, el doble enlace entre las posiciones 2 y 3 esta saturado y esta es la
Unica diferencia estructural entre los dos subgrupos de flavonoides.

¢ Flavonoles, tienen un grupo hidroxilo en la posicion 3 del anillo C, que también
puede estar glicosilado. Al igual que las flavonas, los flavonoles también son muy
diversos en patrones de metilacion e hidroxilacion.

¢ Flavonas, tienen un doble enlace entre las posiciones 2 y 3 y una cetona en la
posicion 4 del anillo C. La mayoria de las flavonas de verduras y frutas tienen un
grupo hidroxilo en la posicién 5 del anillo A, mientras que la hidroxilacion en otras
posiciones, en su mayor parte en la posicion 7 del anillo A 0 3 'y 4' del anillo B, puede
variar segun la clasificacién taxondmica de la verdura o fruta en particular.

e Isoflavonas, esta vinculado el anillo B en la posicion 3 del anillo C.

e Flavanonoles (dihidroflavonoles/ catequinas/ flavan-3-oles), son los 3-hidroxi
derivados de las flavanonas. Son un subgrupo altamente diversificado y
multisustituido. el grupo hidroxilo siempre esta unido a la posicion 3 del anillo C. A
diferencia de muchos flavonoides, no existe un doble enlace entre las posiciones 2 'y
3.

En la figura 9 se describe la biosintesis de flavonoides la cual se lleva a cabo a partir de
la ruta del acido shikimico, comenzando por la extensién de cadena del 4-hidroxicinamoil-
CoA a través de tres unidades de malonil-CoA (provenientes de la ruta de acetato), y por
medio de condensaciones aldolicas y de Claisen, asi como enolizaciones llevando a la
formacién de los diferentes tipos de flavonoides (Isoflavonoides, flavonas, dihidroflavonoles,

flavonoles, antocianidinas y catequinas).
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Figura 9. Biosintesis de flavonoides via ruta de shikimiko, tomado y modificado de (Dewick, 2009).

Por otro lado, encontramos los acidos fendlicos los cuales tienen un anillo aromatico
con uno o mas grupos hidroxilo, los acidos cinamico y benzoico son las dos clases de este
tipo de compuestos fendlicos. Los derivados de éstos tienen cadenas principales de C1-Cg y
C3-Ce. El acido cinamico es la primera molécula en la via fenilpropanoide y es la fuente de la

mayoria de los derivados del acido hidroxicinamico como los acidos cumarico, cafeico,
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ferdlico y sinapico normalmente presentes en el material vegetal en forma de éster o

glucosido (Desjardins, 2008), figura 10.

R1 R> R3 R4
R o Acido salicilico H H H OH
acido p-
hidroxibenzoico OH H H
Re Rs acido gentisico OH H H OH
Rs acido protocatecuico H OH OH H
Estructura base acido géllCO OH OH OH H
Acido benzoico acido vainillico H OH OCH; H
Q acido siringico OCH; OH OCH3 H
R, \ on
Ri R> R3
Rs Acido p-Cumarico H OH H
Rs Acido caféico H OH OH
Estructura base Acido ferdlico OCHs; OH H
Acido cindmico Acido sinapico OCHs OH OCH3

Figura 10. Estructura bésica de derivados del acido benzoico y cindmico.

En la figura 12, se describe la biosintesis de derivados de acido benzoico, la cual se
lleva a cabo a partir de la ruta del acido shikimico, donde este mismo actiia como precursor
de biosintesis junto con la coenzima NADPH y reacciones de oxidacion. En su contraparte,
en la figura 11 se describe la biosintesis de derivados de acido cindmico y acido benzoico,
la cual se lleva a cabo a partir de la ruta del acido shikimico. Donde /-fenilalaninay /-tirosina,
actuan como bloques de construccion CsCsy a través de una serie de reacciones catalizadas
por enzimas liasa y enzimas hidrolasa dan origen a una serie de diferentes acidos cindmicos

que son también precursores de acidos benzoicos.

CO,H CO,H CO,H
@\ NADPH ﬁj\ 0
—_— —_—
HO™ Y oH 0”7 > 0oH HO OH
) OH . OH OH
Acido Shikimico Acido Acido Galico

3-deshidro shikimico

HzoJ

CO,H

HO

Acido protc())?atecuico
Figura 11. Biosintesis inicial de acido gélico, tomado y modificado de (Dewick, 2009).
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'
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Figura 12. Biosintesis de derivados de acido benzoico y acido cindmico, via ruta de shikimiko, tomado

y modificado de (Dewick, 2009).
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2.2.2.1 Polifenoles: Actividad Antioxidante

El intenso interés en trasladar la proteccion mostrada en las plantas a los humanos,
de manera especifica, ha sido objeto de una amplia investigacion durante las ultimas
décadas. Mostrando que los polifenoles naturales basado en un fuerte apoyo experimental,
pueden ser beneficiosos en la prevencién y el tratamiento del cancer a través de mecanismos
celulares por los cuales pueden afectar la carcinogénesis, la proliferacion y muerte de las
células tumorales, la inflamacién, la angiogénesis, la diseminacion, y la resistencia a los

farmacos y la radiacion, (Estrela et. al. 2017)

Como se menciona en la tabla 1 de la seccidon cancer: quimioprevencién vy
quimioterapia, los polifenoles se caracterizan por poseer actividad antioxidante. Este
término es cada dia mas importante en la sociedad moderna, ya que se estd asociando a
toda una serie de beneficios para la salud humana,(San Miguel-Chavez, 2017), dicha
actividad de los compuestos esta relacionado con su capacidad para eliminar una amplia
gama de especies reactivas de oxigeno (ROS), en la tabla 5 se enlistan algunas ejemplos de
ROS.

Tabla 5. Especies reactivas del oxigeno (ROS)
Radicales

Superodxido Oy - Radical alcoxilo: RO.
Hidroxilo: OH Radical peroxilo: ROO

No radicales

Peréxido de hidrogeno: H.O, | oxigeno singulete: '0;

El término ROS se usa tipicamente para referirse a moléculas que contienen oxigeno
altamente reactivas, como los radicales libres. Las especies de oxigeno reactivas pueden
provenir de las mitocondrias, el metabolismo del citocromo P450, los peroxisomas y la
activacion de células inflamatorias. O por un origen externo que involucran carcindbgenos no
genotdxicos, diversos xenobidticos, ultrasonido y radiacion de microondas. (Hussain et al,
2016).

La actividad antioxidante se desenvuelve de maravilla a niveles adecuados de ROS, sin
embargo, cuando estos niveles sobrepasan la capacidad de procesamiento desencadena un
estrés oxidativo (Figura 13), el cual da pie a alteraciones celulares en proteinas, acidos

nucleicos y lipidos, que pueden derivar incluso en inflamacién o carcinogénesis. Cabe
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sefalar que el estrés oxidativo esta asociado con las tres etapas de la carcinogénesis: inicio,

promocion y progresion.

Envejecimiento, disfuncion Factores ambientales
mitocondrial desregulacion factores fisicos y quimicos
metabdlica agentes infecciosos
- —>l Lesion tisular l
Inflamacion
L
A v v

l Estrés Oxidativo ]
: ] v
Peroxidacion lipidica R |_>l Mutacién l
[ oxidacion de proteinas Datio en el ADN

| v \ 4
( ] L
Proteina anormal [ Entrada del ciclo celular aberrante ACUV&ClOﬂ de
agregacion células madre

y
|_> Dafio de células
endoteliales y

macrofasicas v
} [ Proliferacién de células mutantes ]

v l Aterogénesis l
[ Neurodegeneraci6 ]

Figura 13. Roles del estrés oxidativo sobre el dafo epigenético y la carcinogénesis, tomado de
(Kumar, 2018).

Via proliferativa

Via apopt6tica

[ Muerte de células neuronales

Por lo tanto, los mecanismos implicados en dicha actividad de estos compuestos

incluyen:

e La supresién de la formacion de ROS mediante la inhibicion de las enzimas
implicadas en su produccién.

e La eliminacidon de ROS o la regulacién positiva o la proteccidon de las defensas
antioxidantes.

e La reduccion en la actividad catalitica de las enzimas involucradas en la generacién
de ROS.

e Los potenciales redox mas bajos de los polifenoles son termodinamicamente
capaces de reducir los radicales libres altamente oxidantes debido a su capacidad

para quelar iones metalicos (hierro, cobre, etc.) y radicales libres.

La actividad antioxidante depende de la estructura de sus grupos funcionales, el nUmero

de grupos hidroxilo influye en gran medida en varios mecanismos de actividad antioxidante.
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2.2.2.2 Deteccion de Polifenoles: Método de Folin-Ciocalteu

En 1927, el grupo de Otto Folin y Vintila Ciocalteu, propuso el uso del reactivo Folin-
Ciocalteu en condiciones alcalinas para determinar tirosina y triptdéfano, (Lamuela-Raventos,
2017). Posteriormente la aplicacidén de este reactivo constituyd un método de cuantificacion

de polifenoles con mayor sensibilidad y reproducibilidad.

El reactivo de Folin-Ciocalteu consiste en una mezcla de acido fosfotungstico
(H3PW12040) y acido fosfomolibdico (H3PM01,040),(Mufioz-Bernal et al., 2017), la reaccion se
puede llevar a cabo en condiciones basicas donde los polifenoles disponibles reaccionan
con el reactivo de Folin-Ciocalteu, bajo esas condiciones, la disociacién de un proton
fenolico conduce a la formacién de un ion fenolato, que es capaz de reducir el reactivo Folin-
Ciocalte, (Sanchez-Rangel et al,, 2013). donde tras la oxidacion de los fenoles, la reaccién
forma un croméforo azul constituido por un complejo fosfotungstico-fosfomolibdeno que
tiene una absorbancia maxima en la region de 765 nm, y se puede cuantificar mediante
espectrofotometria UV/Vis y es proporcional a la cantidad total de compuestos fendlicos
originalmente presentes; esta cantidad generalmente se expresa como equivalentes de

acido galico o catequina.

En la figura 14 se ilustra la reaccion del Folin-Ciocalteu con un compuesto fendlico.

0 o 0 o)
Na,CO,
. .
HO OH HO OH HO OH
OH 5 5
T "‘5\ TH

\MO/ 0=—Mo—0
A _

Figura 14. Reaccién entre el acido galico y el reactivo de Folin-Ciocalteu.
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2.3 Generalidades de la familia Brassicaceae (brasicaceas o cruciferas)

La familia Brassicaceae (Cruciferae) comprende una gran cantidad de especies
relevantes que se han consumido tradicionalmente en la dieta humana como vegetales
frescos y conservados, aceites vegetales y condimentos, desde la antigliedad hasta la

actualidad.

Representan un grupo monofilético distribuido por todo el mundo, contiene
aproximadamente 338 géneros y 3709 especies (Al-Shehbaz et al,, 2006), que van desde las
plantas comestibles como lo son el brécoli, col de Bruselas, repollo, coliflor, col rizada, hasta

cultivos oleaginosos y plantas ornamentales (figura 15).
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(Mustard greens) (Cabbage)

— Capsella L Napus — Gemmifera
(Shepard's purse) | (Qilseed rape, (Brussels sprouts)

canola, rutabaga)

— Cardaria

- — I~ Gongylodes
(Hoary cress) Oloracea (Kohlrabi)
Cruciferae —— Eruca )
Arugula) — Rapa [ ftalica
(Arug P (Broccaoli)

— Lepidium _
(Peppergrass; — Sabellica
cress) (Collards)

— Nasturtium
(Watercress)

Chinensis

— Raphanus (Pak choi)
(Radish; daikon)

Pekinensis

— Sinapis (Chinese cabbage)
(Mustardseed)

. Rapifera

— Thlaspi (Turnip)

(Pennycress)

Figura 15. Clasificacién general de la familia Cruciferare, (Walley & Buchanan-Wollaston, 2011).
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2.4 Generalidades del género Brassica

Brassica es el género mas representativo de la familia Brassicaceae, es nativo en la
naturaleza de Europa occidental, las regiones mediterraneas y templadas de Asia y muchas
especies silvestres crecen como malezas, especialmente en América del Norte, América del

Sur y Australia, (Ansari et al., 2017).

Ademas, es importante por cultivos agricolas y horticolas e incluye una serie de
malezas, tanto de taxones silvestres como escapadas del cultivo. Cuenta con mas de 30
especies. silvestres e hibridos mas numerosos cultivares e hibridos de origen cultivado. La
mayoria son plantas estacionales (anuales o bienales), pero algunas son arbustos pequefios.
Existen varias especies de este género, por ejemplo : Brassica carinata, B. juncea, B. napus,

B. nigra, B. rapa dentro de la que destaca 5. oleracea, (Ansari et al., 2017).

2.5 Generalidades de la especie Brassica oleracea (vegetales cruciferos)

El nombre de los vegetales cruciferos o Brassica oleracea fue publicado por primera
vez por Linneo en su Species Plantarum (1753). El cual Identifico las formas cultivadas como
la misma especie que los kales salvajes (Maggioni, 2015), (figura 16), por ejemplo a partir de
la flor de la planta silvestre se obtiene el brocoliy a partir de las hojas se obtiene la col riza.
Los cultivos mas importantes del grupo Brassica oleracea se enumeran en la tabla 6, de

acuerdo con la nomenclatura GRIN.

Estos vegetales son importantes porque son una rica fuente de compuestos que
contienen azufre llamados glucosinolatos (A-hidroxisulfatos de B-tioglucédsido) que
imparten el aroma y el sabor picante caracteristicos de esta especie.

Brussels sprouts Wild Mustard Plant Broccoli
Lateral leaf buds Brassica Oleracea Flower buds/stems

! 4

Cabbage
Terminal leaf bud

Cauliflower
Flower buds

4

Kohirabi
Stem

NG

SOURCES: Botanist in the K BUSINESS INSIDER

Figura 16. Derivados de la planta silvestre Brassica oleracea, (Fuente: Business Insider).
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Tabla 6. Nomenclatura de cultivos Brassica oleracea L. de acuerdo a GRIN, tomado de (Maggioni, 2015).

B. oleracea L. Sinonimo comun Nombre comin

var. alboglabra (L.H. Bailey) Bassica alboglabra L. Kale china, kailan

Musil Bailey

var. botrytis \. Coliflor

var. capitatal. Col roja/blanca/shetland

var. costata DC. kale Portuguesa

var. gemmifera DC. Brussels sprouts

var. gongylodes L. Brassica caulorapa (DC.) Kohlrabi

var. (talica Plenck Broccoli

var. medullosa Thell Marrow- stem kale

var. palmifolia DC. Palm kale; jersey kale

var. ramosa DC. Subsp. Fruticosa Metzg. Thousand-head kale;
Branching bush kale

var. sabauda L. Savoy cabbage

var. sabellica L. Kale rizada

var. viridis L. var. acephala DC. Kale, Collard

2.6 Brassica oleracea var. sabellica (kale)

Dentro de las especies de Brassica oleracea se encuentra la variedad sabellica
comunmente llamada kale o col rizada, esta es un vegetal de hoja verde oscuro que forma
parte de la familia del repollo. Se supone principalmente que se origin6 a partir de repollo
silvestre que se encuentra en los acantilados y las costas rocosas a lo largo del Atlantico. Por
lo general, la col rizada se caracteriza por altos niveles de diversos nutrientes y otros
metabolitos constitucionales como glucosinolatos, flavonoides y carotenoides.

Por otro lado, la taxonomia correspondiente al kale se describe a continuacién, de

acuerdo con los Datos del Inventaire National du Patrimoine Naturel:

= Dominio: Biota

=  Reinado: Plantae Haeckel, 1866

= Sub-reinado: Viridaeplantae

* Infra-reinado: Streptophyta John, Williamson y Guiry, 2011
» C(Clase: Equisetopsida C. Agardh, 1825

» Clade: Tracheophyte Sinnott ex Cavalier-Smith, 1998

* (Clade: espermatofita

» Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht., 1967

= Superorden: Rosanae Takht., 1967

= QOrden: Brassicales Bromhead, 1838

» Familia: Burnicaceae Burnett, 1835.

=  Género: Brassica L., 1753

= Especie: Brassica oleracea L., 1753

= Subespecie: Brassica oleracea subsp. Fruticosa Metzg., 1833
= Variedad: Brassica oleracea var. sabellica (L.) Lambinon, 2004
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2.6.1 Variedades comerciales de kale

Existen diversas variedades comerciales de la col rizada, dentro de las mas comunes
son el kale rizado y el redbor. En la tabla 7 se describe de manera mas especifica las

variedades comerciales. En esta tesis se utilizara la variedad comercial “kale rizado".

Tabla 7. Variedades comerciales de kale.

Tipos Origen Caracteristicas Ilustracion
Agrio
Kale rizado Mediterraneo Color Ve_rde .
tallo grueso, rizos bien
pronunciados.

Grandes hojas de color azul
Lacinato kale Italia verdoso de aprox. 2-3 in de

ancho.

Tallos de color purpura rojizo

Kale ruso rojo Siberia y hojas verd,es planas que e
parecen mas a las hojas de

roble o una rucula hinchada.

Hojas rojas y rizadas, con

Redbor kale ) tonos que van del rojo a
purpura intenso con toques
de verde.
Kale chino China Hojas grandes, planasy

brillantes y tallos gruesos.

Hojas grandes, onduladas,
Kale .
Japén gruesas y de colores algo
ornamental
extravagantes.
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2.6.2 Condiciones de cultivo de kale

El kale es un vegetal bianual con caracteristicas importantes de cultivo que se

describen en la tabla 8 (The spruce):

Tabla 8. Condiciones de cultivo kale.

Luz

Puede manejar el sol completo hasta la sombra parcial. La exposicion al sol es solo
un factor en el crecimiento de plantas saludables de col rizada. Pueden manejar
mas sol si se les da mucha agua para enfriar el suelo. Se requerird sombra parcial
st el clima es calido y seco.

Suelo

Suelo rico en materia organica con un pH ligeramente acido. Lo estas cultivando
para las hojas, por lo que el alto contenido de nitrdgeno proporcionado por la
materia organica es crucial.

Agua

Junto con las temperaturas frescas, el suelo himedo ayuda a mantener las hojas
de col rizadas dulces y crujientes, en lugar de duras y amargas. El acolchado debajo
de las plantas mantendra el suelo fresco y humedo, como le gusta a la col rizada.

Temperatura
y humedad

Temperatura éptima del suelo es de 14 a 18 °C. Todas las variedades prefieren
temperaturas frescas y se endulzaran con un toque de escarcha. El clima calido
hace que la col rizada sea amarga. Durara durante el invierno en la mayoria de las
zonas, con la proteccidn adecuada, pero colapsara si se expone a fuertes heladas
o nieve.

Fertilizante

Al plantar, use 0.5 tazas de fertilizante por cada 10 ft de hilera. Mezclar en la parte
superior de 3 a4 in de tierra. Use compost o alimento con algun tipo de fertilizante
con alto contenido de nitrogeno.

Plantado

» Se puede sembrar directamente en el jardin o comenzar en el interior y
establecerse como trasplantes. Comience las plantas en el interior unas seis
semanas antes de la Ultima fecha de helada esperada. Las semillas de col rizada
germinan rapidamente en suelos calidos y deben crecer dentro de cinco a ocho
dias.

* Cubra las semillas con aproximadamente 1/2 in de tierra y no permita que las
semillas se sequen antes de germinar. Las plantas creceran mas lentamente en
exteriores que en interiores bajo luces.

Trasplante las plantulas después del peligro de heladas. Coloque las plantas
con aproximadamente 16 in de espacio entre las plantas. Esto les da espacio
para extenderse y aun permite la circulacién de aire.

= Puede dirigir la semilla en climas frios tan pronto como se pueda trabajar el
suelo y la temperatura del suelo sea de al menos 7 °C. La col rizada madura
rapidamente, en aproximadamente dos meses o0 menos.

* En climas célidos, se puede sembrar directamente a fines del verano /
principios del otofio, asi como en la primavera. Una cosecha de col rizada en
invierno en climas mas calidos puede ser mucho mas dulce que una cosecha
de verano.
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2.6.3 Contenido nutricional

La

col rizada es rica en vitaminas y minerales como magnesio, calcio y acido félico,

ademas de sélo contener alrededor de 36 calorias por porcion de una taza, sin grasa y cinco

gramos de fibra.

Acorde a

Hierro: tiene mas hierro que la carne de res. El hierro es una parte esencial de
cualquier dieta saludable, ya que ayuda al crecimiento celular y al soporte del
higado, ademas de desempefar un papel clave en el suministro de oxigeno a
diversas regiones del cuerpo.

Vitamina A: promueve una vision saludable, y también puede desempefiar un
papel en la prevencién del cancer.

Vitamina K: Es esencial para prevenir los coagulos sanguineos, mantener la salud
Osea y proporcionar energia al cuerpo.

Vitamina C: Esta vitamina ayuda al cuerpo a producir colageno, promueve la
funcién del cerebro y del sistema nervioso y, por supuesto, ayuda a evitar los
resfriados y otras enfermedades.

Antioxidantes: Los antioxidantes ayudan a contrarrestar los radicales libres
oxidantes dentro del cuerpo, lo que puede causar inflamacion, signos tempranos
de envejecimiento e incluso cancer. La vitamina C es un antioxidante, ast como
la quercetina y el Kaempferol, sustancias que también se encuentran en la col
rizada.

Indol-3-Carbinol: Esta sustancia puede ayudar en la prevencion del cancer y
puede encontrarse en altas concentraciones en todas las verduras cruciferas.

los datos de nutrientes de la USDA SR-21, una sola taza de col rizada

(aproximadamente 67 gramos) contiene, (tabla 9)

Tabla 9. Contenido nutricional del kale (Brassica oleracea var. sabellica) segun la USPA SR-21

Vitaminas Minerales Acidos grasos
Contenido (mg) Contenido (mg) Contenido (mg)
Vitamina A 3.1 Calcio 90.5 Grasa total 500
Vitamina C 80.4 Hierro 1.1 Grasa saturada 100
Vitamina K 0.6 Magnesio 22.8 Grasa poliinsaturada 200
Vitamina B1 0.1 Fésforo 37.5 Omega-3 totales 121
Vitamina B2 0.1 Potasio 299 Omega-6 totales 92.4
Vitamina B3 0.7 Zinc 28.8 Carbohidratos
Vitamina B6 0.2 Magnesio 0.3 Contenido (mg)
B- Caroteno 6.2 Carbohidratos 6700
totales
Fibra 2000
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2.6.4 Estudios quimicos y farmacolégicos de col rizada
En la siguiente tabla a partir de la literatura se han encontrado algunos metabolitos secundarios presentes en Brassica
oleracea var. sabellicay sus actividades farmacoldgicas, dentro de las que destaca la actividad antioxidante y quimiopreventiva.

Tabla 10. Metabolitos secundarios de Brassica oleracea var. sabellica.

Actividad

Variedad de vegetal tratamiento del vegetal compuestos reportados N Referencia
biolégica
Winterbor kale Liofilizado Antiinflamatorio (Lefszr(l;(c)IGc;t al,
Kale Congelacion Nboy almacenado Antioxidante (Kaulmann et
a80°C . al, 2014)
- Luteina :
Kale los extractos se sometieron a Antioxidante (Humphries &
saponificacién; Khachik, 2003)
Congelacion N,y almacenado a NSNS SN o (Kaulmann et
Kale 80°C. B Antioxidante al, 2014)
Violaxantina
Congelacion N,y almacenado a ;;\6 “ “ . ) . (Kaulmann et
Kale 80°C. ~ ~ NN ~ Antioxidante al, 2014)
Neoxantina
Kale Los extractos se sometieron a NN Antioxidante (Humphries &
saponificacion. » Khachik, 2003)
Zeaxantina
Gluconapina
OH
Desactivacién térmica de (Hahn et al
25 variedades de kale? mirosinasa como extractos HO Ps ND 2016) N <
metandlicos acuosos. HO W\ <
OH l B
/N HO g
0,80 ‘a0
©
a



Desactivacion térmica de

obtener un polvo fino.

HO
HO o
s s
HO! N
OH |
N
v

T 0,80

25 variedades de kale? L o (Hahn et al.,
mirosinasa como extractos Progoitrin ND 2016)
metandlicos acuosos. OH
Brassica oleracea var Congelacion N, muestras se (Jeon et al
' hirvieron en 70% (v / v) de HO s ND K
acephala 2018)
metanol HO M
Dwarf Blue Curled Vates Congelacion N, se OH ,N Hg (Ku et al
(Brassica oleracea L. var. almacenaron a -22 °C antes de 0,80 ND 2014) N
acephala) la liofilizacion.
25 variedades de kale? Desactivacion térmica de Gluconasturtiina (Hahn et al,,
mirosinasa como extractos OH ND 2016)
metandlicos acuosos.
O
Dwarf Blue Curled Vates Congelacion N, se HOHO S (Ku et al
(Brassica oleracea L. var. almacenaron a -22 °C antes de OH l ND 2014) N
acephala) la liofilizacion. 0,50" N
Glucorafanina
HO
Se congelaron por completo, se 0 .
Tuscan kale liofilizaron y se molieron hasta Ho O ﬂ ND Deall\llgghag'et.
obtener un polvo fino. Ho YW ™~ '
OH
'osso/N
Sulforafano
berza silvestre Blangueamiento S CT Agente (RadosSevi¢ et
(B. oleracea var. acephala) 9 \C s, quimiopreventivo al,, 2017)
\N/\/\/ K
Glucoerucina
se congelaron por completo, se .
Tuscan kale liofilizaron y se molieron hasta ND De Nicola et.

al. 2013
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Kale rizada

Glucobrasicina

HO
(B. oleracea L. ssp. oleracea Congelacion N, extracto \& W@ Agente (Olsen et al.,
convar. acephala (DC.) alef. metandlico. HOZo s quimiopreventivo 2009)
var. sabellica L., 'Reflex) o | \
'osso/N M
Kale rizado Kaempferol
(B. oleracea L. ssp. oleracea Congelacion N, extracto Agente (Olsen et al,
convar. acephala (DC.) alef. metanolico. guimiopreventivo 2009)
var. sabellica L., 'Reflex’)
kale rizado Congelacion N, extraccién con ND (Zhang et al,
(B. oleracea var, acephala) acetona, 2003)
(B oleraceavar. acephals) Congelacion N; muestras se ND (Jeon et al,,
’ ’ hirvieron en 70% (v / v) de 2018)
metanol
Kale rizado Congelacion N, liofilizado y Activi (Biegariska-
-, ctividad .
(B. oleracea L. var. extraccion con 50 ml 700 g /L antioxidante Marecik et al,,
sabellica) de metanol. 2017)
8 cultivos de kale’ Congelado (-40 °C), liofilizado y ND (Neugg:tzet al,
. . - )
molido. Se hidrolizé al 50% (Schmidt et al
8 cultivos de kale’ MeOH:H,0 ND 2010) N
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Kale rizada

Cianidina

OH
(B. oleracea L. ssp. oleracea Congelacion N, extracto HO /0* O Agente (Olsen et al,,
convar. acephala (DC.) alef. metandlico. | or quimiopreventivo 2009)
var. sabellica L., 'Reflex’)
\ OH
OH
Luteolina
OH
HO. (o) . .
Torza riccia Extracto etandlico O o Antioxidante (Fratianni et
‘ al, 2014)
OH [¢]
Epicatequina
OH
Cavolo Nero Congelacion N/, extraccion HO 0 O Limiobreventive (Mollica et al,
soxholet MeOH: H20 (60:40) O oH 9 P 2018)
OH
OH
Catequina
OH
Torza riccia Extracto etanolico C on Antioxidante (Fratianni et

HO I lo)
OH

OH

al, 2014)
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Acido gentisico
[¢]

Kale rizado Kale fermentado HO\Ofl\ Antitumoral (Michalak et
OH al., 2020)
kale rizado acidos salicilicos . (Michalak et
(B. oleracea L. var. sabellica Kale fermentado ? Antitumoral al,, 2020)
kale Congelaciéon Ny Extraccion on (Ayaz et al
(B. oleraceae L. var. Soxhlet con n-hexano y éter de Antibacterial y2008) "
acephala DC.) petroleo. on
Kale Congelacién Ny Extraccion (Ayaz et al
(B. oleraceae L. var. Soxhlet con n-hexano y éter de Acido ferdlico Antibacterial y2008) "
acephala DC.) petroleo. Q
- " o o (Fratianni et
Torza riccia Extracto metandlico - AN on Antioxidante al, 2014)
Col rizada verde 'manchoo Congelacion N; muestras se (Jeon et al,,
collard' y col rizada roja hirvieron en 70% (v / v) de HO ND 2018)
'jeok seol'. metanol
Desactivacién térmica de (Hahn et al
25 variedades de kale? mirosinasa como extractos ND 2016 N
metandlicos acuosos. )
Kale toscana Acido caféico
(B. oleracea (L.) ssp Sle c.o'ngelaron por cpmpleto, >€ Q . (De Nicola et
iofilizaron y se molieron hasta Antioxidante
acephala (DC) var. obtener un polvo fino HO al., 2013)
sabellical. cv. 0D74) P ’ X OH
Kale Congelacién Ny Extraccidn (Ayaz et al
(B. oleraceael.. var. Soxhlet con n-hexano y éter de HO Antibacterial y2008) 5
acephalaDC)) petroleo.
Torza riccia Extracto metanolico Antioxidante (Fratiannt et

al, 2014)
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Rutina

OH

Torza riccia Extracto etandlico o on Antioxidante (Fratiannt et
g y Acido clorogénico ,
Cavolo Nero Congelacion Ny, extraccion 0 quimiopreventivo (Mollica et al.,
soxholet MeOH: H,O (60:40) / on 2018)
O
.. . Q WOH . (Fratianni et
Torza riccla Extracto metanélico OH Antioxidante
al, 2014)
HO u
Congelaciéon Nyy almacenado a Hd o (Kaulmann et
Kale 80 °C. ND al, 2014)
Acido sinapico
0}
Kale rizado Congelacion Ny liofilizado y P AN oH (Bieganska-
(B. oleracea L. var.sabellica  extraccion con 50 ml700g /L ND Marecik et al,,
L) de metanol. 2017)
HO
/O
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Cianidin-3-diglucésido-5-glucosido

Cultivares verdes y rojos
. Se blanquearon, se
de la col rizada (B. .,
almacenaron en congelacion y HO S
oleracea ssp. oleracea L oH . (Olsen et al,
se trataron térmicamente Antioxidante
convar. acephala (DC)), 1 , 2012)
. utilizando la tecnologia de
Alef. var. sabellica L., hervir en bolsa
‘Reflex' y 'Redbor’ '
Congelacion N; muestras se Ueon et al
(B. oleracea var.acephala) hirvieron en 70% (v / v) de ND 2018) N
metanol
Kale rizado o _ ) T
acephala (DC.) Alef. var. Extracto metanolico 5‘9lucé§ld0 ND 2010)
sabellica L. 'Redbor’)
(Brassica oleracea var Congelacion N, muestras se \ N (Jeon et al
' hirvieron en 70% (v / v) de ° ND N
acephala) 2018)
metanol W\
/
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Los cultivares verdes y
rojos de la col rizada (8.
oleracea. ssp. oleracea
convar. acephala (DC)),
Alef. var. sabellica L.,
'Reflex’ y 'Redbor’

Se blanquearon, se
almacenaron en congelacion y
se trataron térmicamente
utilizando la tecnologia de
hervir en bolsa.

Quercetin-3-O- sinapoyl-sophoroside-7-
O-glucoside

l OH

OH
OH
HO
0
9 OH
o

\ OH OH
0

o
e}
o

Antioxidante

(Olsen et al,,
2012)

Kale 'Arsis’

Congelado (-40 °C), liofilizado y
molido. Se hidrolizé al 70%
MeOH:H,0 en sonicador.

1-Sinapoil-2-feruloil-gentiobiosa

o
OH
H l 0/
HO, H OH o.
\Ej/ o 0

nmo

HO. s o,
\ \\\\\\ o '////O
[o]
- "y,
HO © —
OH o\
OH

Antioxidante

(Fiol et al,,
2012)
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Kaempferol-3-O-sinapoil-soforosido-7-0O-

glucosido
Congelado (-40 °C), liofilizado y H - (Fiol et al
Kale ‘Arsis’ molido. Se hidrolizé al 70% %i/o on Antioxidante 2012) y
MeOH:H0 en sonicador. Ho . 7
Congelado (-40 ° C), liofilizado l’ > o (Neugart et al
8 cultivos de kale’ y molido. Se hidroliz6 al 50% ND 3012) K
MeOH:H,O Ho
/O
Congelado (-40 °C), liofilizado y (Fiol et al
Kale ‘Arsis’ molido. Se hidrolizé al 70% Antioxidante N

MeOH:H,0 en sonicador.

8 cultivos de kale'

Congelado (-40 ° C), liofilizado
y molido. Se hidroliz6 al 50%
MeOH:H,O

Kaempferol-3-O hidroxiferuloil-

2012)

soforosido-7-0-glucosido

HO OH

on ND

HO
HO

(Neugart et al.,
2012)

HO’

"1.Winterbor, 2.Redbor, 3.Winnetou, 4.Arsis, 5.Altmarker Braunkohl, 6.Halbhoher griner krauser, 7.Lerchenzunge, 8.Frostara
21. Lerchenzungen, 2. Vitessa, 3. Lage Fijngekrulde, 4. Niedriger Gruner Krauser, 5. Reflex F1, 6. Redbor F1, 7. Frostara, 8. Winnetou F1, 9. Black tucany, 10. Palmizio Senza Testa, 11. Negro Romano, 12. N
Georgia Southern, 13. Morris Heading, 14. champion, 15. vates, 16. Buss Bunde, 17. Niedriger von Rosenweide, 18. Rote Palme, 19. Rote Palme Holterfehn, 20. Schatteburg, 21. Jellen, 22. Neuefehn L)

Hainwatjes, 23. Lammertsfehn, 24. Diepholzer Dickstrunk, 25. Vitessa.
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2.7 Quimioinformatica

La quimioinformatica es una ciencia que asocia la quimica y la informatica, ésta interfiere
en la utilizacion de bases de datos quimicos para la gestidn, visualizacién y analisis sistémico

de informacion quimica, (Saldivar-Gonzalez & Medina-Franco, 2019).

En 1998 el término quimioinformatica fue utilizado y definido por primera vez por el Dr.
Frank K. Brown en los Informes Anuales de Quimica Medicinal. en su articulo
"Quimioinformatica: qué es y como impacta el descubrimiento de medicamentos”, (Xu &
Hagler, 2002) como “La combinacién de recursos de informacién para transformar los datos
en informacién y la informacidn en conocimiento, con el proposito de tomar mejores
decisiones con mayor rapidez en el campo de identificacion y optimizacién de prospectos
de medicamentos.(Leach & Gillet, 2007; Umashankar & Gurunathan, 2011; Willett, 2011).

Actualmente, los farmacos aprobados entre 1981 y 2019, el 3.8% corresponde a
productos naturales inalterados y el 18,9% son derivados de productos naturales, (Medina-
Franco & Saldivar-Gonzalez, 2020). Entonces, esta area puede contribuir de manera
sustancial, al descubrimiento de farmacos basados en productos naturales y apoyar a los
experimentacion a lo largo de las fases de descubrimiento de compuestos lideres, (Chen &

Kirchmair, 2020).

La quimioformatica ha jugado un rol clave en la caracterizacion de productos naturales
mediante sus propiedades fisicoquimicas y estructurales, (Chen & Kirchmair, 2020) y para
que se dé a cabo esta contribucion, el uso de recursos informaticos es esencial llegando a

encontrar licencias de software de paga o de acceso libre como:

e Molinspiration, (https://www.molinspiration.com) es un proveedor de software de
informatica quimica en linea de caracter gratuito fundada en 1986 por la Universidad
de Bratislava. Dicho programa posee una amplia gama de herramientas de software
quimioinformatica que apoyan la manipulacién y el procesamiento de moléculas,
funcionando con la notacion SMILES para permitir conversiones de SDfile y generar
representaciones de moléculas y fragmentos, (ProgrammableWeb, 2019). El servicio
puede analizar los resultados en funcion de fragmentos moleculares y predecir la

actividad bioldgica de los compuestos representados en base al calculo de diversas
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propiedades moleculares necesarias en QSAR, el modelado molecular y el disefio de
farmacos.

PreADMET, es un software en web, (https://preadmet.bmdrc.kr/), para predecir datos
ADME y construir bibliotecas similares a farmacos utilizando el método silico. Calculo
del descriptor molecular, prediccién de la semejanza de las drogas, prediccién ADME,
prediccion de toxicidad.

PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances), (http://www.pharmaexpert.ru/ ),

es un software quimioinformatico el cual ha sido diseflado como una herramienta
para la evaluacion del potencial bioldgico de una molécula en funcién de sus
férmulas estructurales presentadas en formato MOLfile o SDfile. Las estimaciones de
los perfiles de actividad bioldgica son apoyadas por los valores de actividad probable
(Pa) e inactividad probable (Pi), siendo estos valores de probabilidad, que varian de
0,000 a 1,000.

SwissDrugDesign es una herramienta desarrollada por el SIB Molecular Modeling
Group tiene como objetivo proporcionar el primer entorno de disefio de farmacos
in silico basado en la web, completo y de libre acceso.

o SwissADME, (http://www.swissadme.ch), es una herramienta que brinda

acceso gratuito a un conjunto de modelos predictivos para propiedades
fisicoquimicas, farmacocinética, la naturaleza similar a la de un farmaco y la

compatibilidad de la quimica medicinal de una o varias moléculas pequeias.
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3. Justificacion

Los vegetales cruciferos (Brassica oleracea) son consumidos universalmente siendo muy
recomendada su inclusion como parte de la dieta diaria debido a su importante fuente de
macronutrientes como vitaminas, minerales; ademas de fitoquimicos de tipo
organosulfurados y compuestos fenolicos. Aunado a esto, se les relaciona con enfermedades
crénicas no transmisible (ENT) para tratar diversas enfermedades como el cancer, ademas

de sus propiedades antioxidantes.

Las caracteristicas particulares de los polifenoles le confieren actividades tanto
antioxidantes como antiinflamatorias, neutralizando los radicales libres y otras especies

reactivas de oxigeno (ROS) lo que puede preceder o acompaiar al desarrollo del cancer.

Por lo anterior expuesto, el presente estudio se dirigié al vegetal crucifero kale (Brassica

oleracea var. sabellica) cultivado en México hacia el estudio quimico de los compuestos

fendlicos y su prediccion de actividad farmacologica con el uso de herramientas
computacionales de quimioinformatica con el fin de sustentar el uso como

quimiopreventivo y antioxidante de la especie vegetal.
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4. Objetivo general

Identificar y cuantificar los polifenoles presentes en el extracto metanélico obtenido a partir

del vegetal kale (Brassica oleraceavar. sabellica) y predecir su actividad biologica in silico.

4.1. Objetivos particulares

1.

Obtener el extracto metandlico del vegetal kale seco (Brassica oleracea L. var.
sabellica).

Evaluar la actividad anti proliferativa del extracto en las lineas de cancer
cervicouterino (Hela), prostata (PC-3) y hepatico (Hep3B).

Obtener las fracciones de hexano, diclorometano y acuosa, mediante extraccion
liquido-liquido a partir del extracto metandlico.

Determinar el contenido de polifenoles totales del extracto y de las fases antes
mencionadas por el método de Folin-Ciocalteu.

Analizar los polifenoles reportados en la literatura para el kale y calcular sus
propiedades moleculares (clopP, TPSA, no. A, no. AEH y DEH, PM), asi como también
predecir su actividad biolégica mediante el uso de PassOnline, SwissADME,

molinspiration, preADMET.
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5. Materiales y Métodos
5.1 Obtencion del material vegetal

La produccion de las plantas de kale Brassica oleracea var. sabellica (semillas Hydro
enviroment) se realizé bajo condiciones de invernadero en el Campo Agricola Experimental
de la Universidad Autonoma Chapingo. Se establecieron mediante siembra directa en
charolas de poliestireno de 200 cavidades el dia 3 de agosto de 2019; como sustrato se uso
una mezcla de peat moss con perlita (75:25 v/v respectivamente); una vez germinadas fueron
regadas con una solucidon nutritiva con las siguientes concentraciones de elementos
minerales en mg/L: N=60, P=25, K=80, Ca=90, Mg= 20 y S=60. El dia 5 de septiembre las
plantas fueron trasplantadas a bolsas de polietileno negro de 18 L de capacidad, rellenas
con arena de tezontle con particulas menores a 4 mm de diametro; en la etapa de
produccién de la planta se regaron con una solucidn nutritiva con las siguientes
concentraciones de elementos minerales en mg/L: N=120, P=50, K=160, Ca=180, Mg= 40y
S=120, la cosecha fue realizada el 28 de octubre del 2019, ver figura 17.

Figura 17. (a) cultivo de kale en condicion de invernadero; (b) Colecta del material vegetal;
(c) Hoja de kale cultivada.

5.2 Preparacion material vegetal

Las hojas de kale recién cosechadas (7.5 kg) se lavaron por duplicado para eliminar el polvo
y se dejaron escurrir en un colador para eliminar el exceso de agua. Finalmente se dejaron
secar sobre periddico a temperatura ambiente y bajo la sombra por 31 dias. Durante ese
tiempo se voltearon las hojas de kale 2 veces al dia. A los 3 dias, algunas hojas empezaron
a cambiar de color verde a amarillo y morado, mientras que otras empezaron a presentar
manchas a lo largo de la orilla del nervio. Por ultimo, en noviembre 27, 2019 se termind de

secar las hojas; teniendo un peso neto de 978 g de material vegetal seco, ver figura 18.
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Figura 18. (a) Kale fresco recolectado; (b) Lavado de la hoja de kale; (c) Secado de hoja a temperatura
ambiente; (d) Hojas de kale seca; (e) Hoja de Kale seca triturada.

Debido a que el material vegetal ya seco de kale presento tres tipos de coloraciones (verde,
amarillo y morado), se decidi6 llevar a cabo una prueba de maceracion con MeOH de los

tres tipos de colores, con el fin de verificar por CCF si se presentaban diferencias entre ellos

(figura 19).

Figura 19. a) Maceracion metandlica hoja de kale amarilla; (b) Maceracion metanolica hoja de kale
morada y hoja de kale verde.
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5.3 Obtencidn del extracto

A partir de 7.1 kg de hoja fresca, se obtuvieron 800 g de kale seco. Este se macerd con
MeOH por 72 h por triplicado. Posteriormente, se filtraron y concentraron en un evaporador
rotatorio a una temperatura de entre 40°C — 50°C, el crudo del extracto se dejo secar a
temperatura ambiente obteniéndose 335 g de extracto MeOH color verde intenso con

apariencia viscosa (figura 20).

Figura 20. Extracto metandlico de Kale.
5.4 Biparticion del extracto

Posteriormente para facilitar la purificacion de los metabolitos secundarios se
prosiguid a una biparticion del extracto, el procedimiento general se muestra en la figura

21.

¢ 8:2MecOH: H,O ¢ Hexano : )
(¢ MeOH: H,O 9 ¢ Hexano y

¢ 64McOH:H0 ) ¢  67:33DCM: AcOEt )

¢ Fase Acuosa ) * Fase Organica

W

Figura 21. Esquema metodologico de la biparticidn del extracto metanélico de kale seco.
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La metodologia se llevé a cabo en fracciones de extracto (80 g), este se disolvio con
200 mL del sistema hidroalcohélico (8:2 MeOH: H;0), posterior a esto se vertid la mezcla al

embudo y se extrajo con 100 mL de hexano, esto por triplicado.

La fase hidroalcoholica se llevo ahora a una concentracién 6:4 (MeOH: H;0), y se

extrajo con 200 mL de un sistema 67:33 DCM: AcOEt por triplicado, figura 22.
@fF "

Figura 22. (a) Fase superior: Hexano, Fase inferior; Hidroalcoholica; (b) Fase superior: Acuoso, Fase
inferior; Organico.

Finalmente, las fracciones hexanica y organica, se concentraron en un evaporador
rotatorio a una temperatura de entre 45°C — 55°C, y la fraccion acuosa se dejé secar a

temperatura ambiente y con corriente de aire directa para facilitar su secado.

5.5 Fraccionamiento primario del extracto hexanico

De la fraccidn hexanica obtenida a partir de la biparticién (8.0 g) se ha montado en
una columna de 19.5 cm -+ 5.5 cm con 225.9 g de silice 63-200 malla, (figura 23). Se

obtuvieron 48 reuniones de 200 mL cada uno, ver tabla 11.

Tabla 11. Sistemas de elucién usados en el
fraccionamiento de la fase de hexano.

Sistema Hex: AcOEt Fraccién
100% Hexano 1-12
90:10 13 - 23
70:30 24 - 28
50:50 29 - 33
100% AcOEt 34 -38

Sistema MeOH: AcOEt
50:50 39-43
100% MeOH 44 — 48 Figura 23. Columna No. 1 Extracto héxanico.
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5.6 Prueba de citotoxicidad

El extracto de Brassica oleracea L. var. sabellica, se sometid6 a ensayos
antiproliferativos en lineas celulares de cancer humano PC3 (préstata), Hep3B
(hepatocelular) y Hela (cervical), obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, EE. UU.). Se llevd a cabo en colaboracion con la Dra. Leticia Gonzalez Maya de

la Facultad de Farmacia-UAEM.

Las células PC3 se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.
UU.), Mientras que las células Hep3B y Hela en medio DMEM (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Inc, Waltham, MA, EE. UU.) suplementado con suero fetal bovino al 10% (SFB,
Invitrogen) y con glutamina 2 mM, todos los cultivos se incubaron a 37 ° C en una atmosfera
de CO; al 5%.

Se cultivaron 3,000 células por pozo en una placa de 96 pozos para iniciar la
evaluacion citotdxica, el ensayo se realizd por triplicado en experimentos independientes y
a la concentracion Unica de 100 pg / mL utilizando DMSO para solubilizar la muestra (5 mg
/ 100 pL) y medio de cultivo estéril para llevar a dicha concentracion. Como control positivo
se utilizo Taxol a la Clsp a 72 h especifica para cada linea celular (HeLa Clso 5.6 nm, Hep3B
Clso 38.6 nm, PC3 Clsg 12 nm). Una vez realizado el tratamiento, se incubd a 37 °C en
atmosfera de CO; al 5% durante 48 h (PC3 y Hep3B) y 72 h (Hela).

EL ndmero de células viables en la proliferacion se determiné utilizando el kit CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) siguiendo las instrucciones
especificadas por el fabricante. La viabilidad celular se determiné por absorbancia a 450 nm

usando un lector de ELISA automatizado (GolMax).
5.7 Prueba de deteccion de Polifenoles: Método de Folin-Ciocalteu

5.7.1 Preparacion de soluciones

El reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N (CAS 10377-48-7) de Sigma- Aldrich se prepar¢ diluyendo
en una relacion 1:2 con agua. Se prepar6 con 2.5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu con 5
mL de agua destilada, se almacend en un frasco ambar y en un ambiente libre de luz.
Posterior se prepard una solucién de carbonato de sodio al 7.5% a partir de 1.5 g de Na,COs

y se adicion6 20 mL de agua destilada.
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Por otro lado, la solucion stock de acido galico (CAS 149-91-7) de Sigma-Aldrich se
preparo a una concentracién final de 1 mg/mL, se pesaron 5 mg del acido y se diluyé y aforo
con MeOH grado HPLC en un matraz aforado de 5 mL, esta solucion se empled para la curva

de calibracién de este método.

Finalmente, las muestras de kale se prepararon a una concentracion de 1 mg/mL, las

fases de hexano y organica se disolvieron en MeOH y la fase acuosa en H,O destilada.
5.7.2 Desarrollo del método de Folin-Ciocalteu

La metodologia que se siguio fue con base a lo previamente descrito por (Jurado et
al., 2016). De las muestras de kale previamente preparadas se colocaron 300 pL de cada
fraccion en 3 viales ambar, a continuacion, se adiciond 450 pL de la solucion Folin-Ciocalteu
(diluida previamente 1:2 con agua), posterior a esto, se dejé reposar durante 5 minutos.
Transcurrido lo anterior se vertieron 450 uL de Na,CO37.5 % y adicionalmente se colocaron
1.8 mL de agua destilada, por ultimo, se agitaron las soluciones de las fracciones para

almacenarlas en un ambiente sin luz por 30 minutos.

Transcurrido ese tiempo se colocaron 200 pL de solucion de cada muestra en una
placa de 96 pozo para dar proseguir con la lectura de las absorbancias a 760 nm usando un

lector Thermo Scientific ™ fotometro de microplacas Multiskan™ GO.

6.8 Quimioinformatica

Para el estudio quimioinformatico, a través de una revision bibliografica se tomaron
los compuestos fendlicos mas reportados para el kale: acido ferulico ((Ayaz et al, 2008;
Bieganska-Marecik et al,, 2017; Cartea et al,, 2011; Fratiannt et al,, 2014; Jeon et al, 2018;
Kaulmann et al,, 2014; Lin & Harnly, 2009; Olsen et al,, 2009), acido clorogénico (Biegariska-
Marecik et al,, 2017; Fratianni et al.,, 2014; Jeon et al,, 2018; Kaulmann et al., 2014; Mollica et
al, 2018), Kaempferol (Bieganska-Marecik et al., 2017; Neugart et al., 2012; Olsen et al., 2010;
Schmidt et al, 2010; Zhang et al,, 2003), acido cafeico (Ayaz et al, 2008; Bieganska-Marecik
et al, 2017; Lin & Harnly, 2009; Nazzaro et al, 2014; Olsen et al, 2009), quercetina
(Bieganska-Marecik et al,, 2017; Jeon et al,, 2018; Neugart et al, 2012; Schmidt et al,, 2010),
K-3-O-sinapoyl-sophoroside-7-O-glucosido (Cartea et al,, 2011; Fiol et al, 2012; Neugart et
al,, 2012), acido galico (Ayaz et al,, 2008; Nazzaro et al,, 2014), acido vainillico (Ayaz et al,
2008; Mollica et al., 2018), acido p- cumarico (Lin & Harnly, 2009; Mollica et al, 2018). Los
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cuales se estudiaron mediante herramientas de software quimioinformatico como

SwissADME, molinspiration, PreADMET y Pass Online los cuales son de libre acceso.

Primeramente, a través del programa chemdraw se realizaron las estructuras de estos
metabolitos secundarios para obtener su cédigo smiles y asi poder introducirlo en

SwissADME, molinspiration y Pass online, en el caso de PreADMET se obtuvo el cddigo MOL.

6.8.1 Molinspiration

Se selecciond la herramienta de " Calculation of Molecular Properties and Bioactivity
Score ". Debido a que se cuenta con los codigos smiles de las moléculas de interés, se
introdujeron en la casilla correspondiente, posteriormente se selecciond “Calculate
properties’, figura 24. Da inicio al procesamiento del codigo y la prediccion de sus
propiedades. Finalmente se recopild la informacién de miLogP (Coeficiente de Particion),
TPSA (Area Polar Superficial), natoms (Numero de Atomos), MW (Peso Molecular), nON
(Aceptor Enlace de Hidrégeno), nOHNH (Donador de Enlace de Hidrogeno).

Calculation of Molecular Properties and Bioactivity Score

molinspire

Enter SMILES
|COC1=C(C=CC(:C1 )C=CC(=0)0)0|

or draw molecule below

e
B E

DN <@
Fo|

| Calculate Properties |

B

Olx
Q
Q
@]
O

>R
~AO

| Predict Bioactivity |

| Galaxy 3D Generator |

Molinspiration home

OH Molinspiration products and services

Molinspiration services FAQ

Terms of service

[ T-T=]e]~T«]o]=]°]
—o 3
33
o

JSME Molecular Editor by Peter Ertl and Bruno Bienfait © Molinspiration Cheminformatics 2021

Figura 24. Caratula del software Molinspiration.
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6.8.2 PreADMET

Se selecciond la herramienta de "ADME prediction” y se introdujeron cada uno de
los codigos mol en el area correspondiente, posteriormente se seleccionéd “Submit’. Se
desplegd una serie de resultados, se empled la informacion de SKlogP_value donde el LogP

es calculado por “SK atomic types”, figura 25.

MDLmol and = file  Molccular descriptors  Drughkeness  ADME Prediction  Toxicity prodiction  LogIn - Register Q Fwgn f W ¥ in

e ADMET
Home Abeut @ Druglikeness
ADME
v a3z P «
e -PA2r¢
@
| ,:Z:O/\\):J)\OH Where do | st 01 Flies or Chemplogdle JSINZ
HO’
[ ____ |

Figura 25. Caratula del software PreADMET.

6.8.3 PassOnline

Se seleccion6 " Go for prediction”, se inicio sesidn para poder hacer uso del software.
Después se eligid la opcidn “Predict New Compound” y en seguida “Smiles”, en el recuadro
con la leyenda “Insert your SMILES here” se colocé cada uno de los codigos; finalmente se
selecciono “Get prediction”, lo que dio inicio al procesamiento del codigo y la prediccion de
su probabilidad de actividad biologica. Se seleccionaron las actividades antioxidante,
guimiopreventivo, eliminador de radicales libres y anticancerigeno con sus respectivos

porcentajes de probabilidad de ser activos, figura 26.
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\Get prediction

Figura 26. Caratula del software PASSonline.

6.8.4 SwissADME

En el recuadro con la leyenda “Enter a list of SMILES here” se colocé cada uno de los
codigos, se selecciond “run!”; lo que dio inicio al procesamiento del cédigo y al calculo de
sus propiedades. Se despliega una serie de apartados como Physicochemical Properties,
Lipophilicity, Water Solubility, Pharmacokinetics, Druglikeness y Medicinal Chemistry, se usé
se empled la informacion de Log Pouw (MLOGP) localizada en Lipophilicity y TPSA

(Topological Polar Surface Area) de la seccidon Physicochemical Properties, figura 27.

B
d SwissADME
Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Disciaimer

e Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bicinformatics.

a8 X8 ® "o Enter a list of SMILES here:

b B C0C1=C(C=CC(=C1)C=CC(=0)0)0

47T 0O0C

Filtwith an exemple ) ( Ciear ) (G

Figura 27. Caratula del software SwissADME.
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7. Resultados y discusion

Los resultados presentados en ésta seccion han derivado del cultivo y cosecha del
vegetal kale a condiciones de invernadero, la maceracion metanolica del kale seco, su
evaluacion de citotoxicidad mediante la prueba de MTS, la biparticion del extracto MeOH
(Hexano, AcOEt: DCM, acuoso) junto con el fraccionamiento primario de la fase hexanica con
sus pruebas en cromatografia en capa fina (CCF) y la prueba de Folin—Ciocalteu para la
determinacion de polifenoles totales de las fases resultantes de la biparticion y la aplicacion
de recursos quimioinformaticos para la prediccion de actividad biolégica de once
compuestos fenolicos mas reportados en la literatura para el vegetal de interés, ver figura
28.

ey

Obtencion del
material vegetal

Enaaﬁarl:nszn::mnhnilnlma, Secado a
temperatura
ambiente  Extracto MeOH

Prueba de Citotoxicidad Fraccionamiento grueso
(MTS) (Hexano, AcOEt: DCM, acuoso)

@
acultad de Farmacia
Conocimiento al servicio de la salud

Fraccionamiento primario de Polifenoles Totales
Fase Hexanica (Folin - Ciocalteu)
CCF fraccidon hexanica Quimioinformatica

Figura 28. Diagrama general de la metodologia.
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7.1 Preparacion material vegetal

Como se menciond en la seccion 6.2, debido a que las hojas de kale secas
presentaron diferente coloracion (verde, café y morada), se hicieron pruebas en CCF a
diferentes sistemas, figura 29. Los resultados nos indicaron que aparentemente no hay

diferencia entre los tres tipos de extractos, por lo que se decidio en reunir los tres extractos

Sistema 7:3 (Hex: AcOEt)  Sistema 95:5 (DCM: MeOH)

o
.

- Polaridad +

Sitema:1: 1: 2 (but: prop: aa: H,O)

Figura 29. Placas de cromatografia de capa fina de la maceracién de hoja de kale morada (M), hoja
de kale verde (V) y hoja de kale amarilla (A), en tres diferentes sistemas de polaridad creciente: sistema
7:3 (Hex: AcOEt), sistema 95:5 (DCM: MeOH), sistema 3:1: 1 but: prop: aa: H,O.

7.2 Rendimiento del extracto y fracciones del vegetal kale

En la siguiente tabla, se describen los porcentajes de rendimientos del extracto
metanolico de kale (40.8 % respecto al material seco). Posteriormente se llevo a cabo una
biparticion del extracto como se indicé en la seccion de materiales y método, en la Fig. 11.
Los rendimientos obtenidos de la biparticion fueron fase de hexano (1.02 %), fase organica
(0.51 %) y el de mayor rendimiento la fase acuosa (32.59 %) como se muestran en la misma
tabla 12.

Tabla 12. Rendimientos de kale.

Material vegetal Extracto Fraccion (fase)
fresco seco MeOH Hexano | Organica | Acuosa
706269 822.0g¢g 3354 ¢ 8449 42 g 2679 g
O,
/6 respecto a - 113 % 47 % 0118% 0059% 379%
Material Fresco
O,
6 respecto a - - 40.8 % 102%  051%  3259%

Material Seco
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7.3 Prueba de citotoxicidad del extracto

El ensayo de citotoxicidad del extracto metandlico del kale se llevo a cabo mediante
el método de MTS a una sola concentracién de 100 pug / mL en DMSO en las lineas celulares
Hep3b (Higado), PC3 (Préstata) y Hela (Cervicouterino). Los resultados de este ensayo, tabla
13, indicaron que el extracto no mostré actividad antiproliferativa en ninguna de las lineas
celulares, la mas sensible fue en PC3. Por lo que se recomienda llevar este ensayo a otras

concentraciones o determinar su Clso,

Tabla 13. Resultados de la viabilidad celular en lineas cancerosas de hepatico, prostata y
cervicouterino.

Linea celular % Viabilidad + % Inhibicion
Hep3b 100.53 + 3.85 - 0.53
PC3 98.08 + 2.56 1.92
Hela 109.57 + 7.00 -9.57

*Método MTS, resultados por triplicado a 100 ug / mL en DMSO, control positivo Taxol (HelLa Clso 5.6 nm,
Hep3B Clso 38.6 nm, PC3 Clso 12 nm).

7.4 Fraccionamiento primario de la fase hexanica

Como parte del procedimiento, se fracciond la fase hexanica (8.4 g) por medio de
cromatografia en columna (seccién 5.3). El aspecto de las fracciones iba desde un amarillo
anaranjado hasta un verde obscuro, en cuanto a consistencia algunas fracciones fueron
aceitosas, otras liquidas y una viscosa (Frac. 2). Se realizé pruebas en CCF para averiguar si
cada fraccion presentaba similitudes aparentes posterior a la variabilidad de polaridad del

sistema que se usé y asi poder reunir fracciones con contenido similar, figura 30.

)

Figura 30. Placas de CCF (reveladas en uv) de las fracciones de la columna No. 1 en sistemas de
polaridad diferentes, se han marcado las reuniones de acuerdo con la similitud aparente observada.
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De acuerdo con las caracteristicas observadas en CCF de cada fraccién se pueden
agrupar en 12 reuniones. Ast mismo, se evidencio la presencia de al menos 5 compuestos
que revelan en UV de grupos cromoforos, dichas caracteristicas pueden indicar la presencia

de compuestos fenodlicos. Queda como perspectiva la purificacion de las reuniones.

7.5 Deteccidon de Polifenoles totales: Método de Folin-Ciocalteu

El contenido de polifenoles totales se llevoé a cabo mediante el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton) para las muestras del extracto de kale, fase hexanica, fase organica y
fase acuosa. De manera general este método colorimétrico se basa en una reaccion oxido

reduccién como se muestra en la figura 31.
O<_ _OH

0 0
HO OH HO OH
OH / o
RN
Reactivo de Folin Reactivo de Folin
(Mob+, We+) (Mo>+, W>+)

Figura 31. Mecanismo de accién del reactivo de Folin-Ciocalteu.

7.5.1 Resultados de curva de calibracion de acido galico

Primeramente, se llevd a cabo una curva de calibracion de acido galico a
concentraciones de 100, 75, 50, 25, 10 y 5 pg / mL, en la figura 32 se observan las
absorbancias para la curva de calibracion obtenidas de la lectura del espectrofotometro a
760 nm y la curva de calibracion, a partir de ella se obtuvo la ecuacion de la recta y =
0.0041x + 0.0423 con una R%Z = 0.9965, la cual contribuyo a obtener los datos necesarios

para la concentracion de acido galico en pg/mL de cada una de las fases.
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Figura 32. Absorbancia de curva de calibracién para el ensayo de Folin-Ciocalteu con acido galico
como patrén.

7.5.2 Resultado de polifenoles totales de las fracciones del extracto metanélico

Una vez obtenida la curva de calibracion se determiné el contenido total de polifenoles
de la fase hexanica, organica y acuosa del extracto metandlico de kale descrito en la seccién
5.4, a una concentracion de 1 mg/mL. En primera instancia se pudo observar una ligera

tincidon azul en los pozos A 10-12 (figura 33), sefial que hay presencia de polifenoles.

T 0™ mio o @ »
popusdds e

: ; : > 4
Figura 33. Muestras de la fraccién hexanica (A10), fraccidn organica (A11) y fraccidén acuosa (A12)
tras la reaccidn con el reactivo de folin-ciocalteu en microplaca de 96 pozos.

En la tabla 14 se muestran las equivalencias entre la absorbancia promedio de las
muestras y la concentracién del acido galico, ast como el contenido total de fenoles. Donde
podemos observar que la fase hexanica contiene 2.64 mg Eq. Ac. Galico, la fase organica
5.78 mg Eq. Ac. Galico/g v la fase acuosa orgénica 3.77 mg Eq. Ac. Galico/g. Siendo la fase

organica la de mayor concentracion en contraste a la fase hexanica, figura 34.

¥
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Tabla 14. Resultados de polifenoles totales de las fracciones de kale.

Concentracién de Ac. Galico Fenoles totales

kale Absorbancia mg Eq. Ac. Galico/g
hg/ml mg/ml (mg EAG/g)
fase hexanica 0.151 + 0.006 26.43 0.026 2.64
fase organica 0.279 £ 0.021 57.81 0.058 5.78
fase acuosa 0.197 £ 0.005 37.73 0.038 3.77

*la concentracién de las muestras fue de Tmg/mL
*Los experimentos se realizaron por triplicado

5] 3 fase hexanica De acuerdo con la tesis de licenciatura de América
6 B fase organica . X
g O faseacuosa  Montiel, (Montiel et. al,, 2020) muestra que el extracto
"14_ metandlico del kale seco contiene una cantidad
£
2 considerable de polifenoles (13.64 mg EAG/g) totales,
0- ast como el kale fresco (12.16 mg EAG/g), bagazo de

Fases
kale (81.12 mg EAG/g y el jugo de kale (10.68 mg
Figura 34. Polifenoles totales
fracciones hexanica, organica y acuosa
de kale seco.

EAG/qg). Dichos resultados motivaron a llevar a cabo
de andlisis de polifenoles totales en las fases antes
mencionadas. Remarcando que éste tipo de compuestos poseen una relevancia importante
de acuerdo a diversos estudios biologicos que muestran propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias derivando ast en posibles efectos preventivos y/o terapéuticos para

enfermedades como el cancer, (Pandey & Rizvi, 2009).

Al hacer un analisis con lo ya reportado en la literatura para el contenido de polifenoles
totales en el kale, se encontr6 de manera general desde 1.45 a 13.65 mg EAG/g para kale,

lo cual entra del rango de lo encontrado en cada fraccion de nuestro estudio (tabla 15).

Centrando nuestra atencion a los resultados expuestos por (Sikora & Bodziarczyk, 2012),
(Castillo et. al. 2020) y (Becerra-Moreno et al., 2014) los cuales se han hecho en tratamiento
similar al presente proyecto (extracto metanélico). Los resultados expuestos por Sikora (5.75
mg EAG/qg) y Becerra-Moreno (0.42 y 0.62 mg EAG/g) apreciamos que el contenido de
polifenoles varia un 92%, sin embargo, cuando se contraponen con los resultados
presentados por Montiel (13. 65 mg EAG/g) vemos que hay una considerable diferencia de
contenido polifendlico, esto lo podemos atribuir al tratamiento que se le dio al vegetal
previo a su maceracion, donde si consideramos la sumatoria de nuestros resultados de las

tres fases usadas para la prueba de Folin-Ciocalteu tenemos un total de 12.19 mg EAG/g, el

¥
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cual a groso modo es similar a lo reportado por Montiel en su tesis para el extracto

metanolico de kale seco (13.64 mg EAG/qg), figura 35.

Polifenoles Totales Extracto Metanolico

{Becerra-Moreno et al. 2014) 5

{Becerra-Moreno et al. 2014)

—

0.42

0.62

(Montiel et al. 2020)

(Sikora & Bodziarczyk et al. 2012)

(Espindola et. al 2021)

12.19

13.65

0

Figura 35. Polifenoles totales Extracto Metandlico reportados en la literatura.

5 10

15

Haciendo un contraste con los resultados de los autores Castillo, Szutowska, tata &

Winska-Krysiak, Ligor y Ayaz, figura 36, han empleado tratamientos diferentes donde el

contenido polifendlico total lo posee el extracto de jugo de Montiel con 10. 68 mg GAE/g y

la menor concentracién la tiene la muestra de Ligor con 0.28 mg GAE/g. Podemos observar

que el contenido de polifenoles puede verse influido por las condiciones del tratamiento

que se le dé al material vegetal.

Polifenoles Totales

(Montiel et al. 2020) '

|10.68

(Szutowska et al. 2020)2-] 0.48

(Lata&Winska-Krysiak, 2006)3— |4_15
(Lata&Winska-Krysiak, 2006}3— |2.02

(Ligor et al. 2013)*-{] 0.28

{Ayaz et al. 2008)°{]] 0.61

0

5 10

mg GAE/g

15

1. Jugo, 2. Fermentacién 3. Congelacion en NI, extraccion en una mezcla de MeOH, ac. formico y H20 (10: 1.5: 48.5)
3. Extraccion con CO2, 4. Congelacion en Ny por extraccion Soxhlet

Figura 36. Polifenoles totales acorde a diferentes tipos de tratamiento al vegetal.
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Tabla 15. Contenido de polifenoles totales reportados para Kale en la literatura.

Fenoles totales

Nombre Tratamiento del vegetal Unidades mg GAE Referencia
reportadas g
) mg
Khanyari Hakh 206 1075 2.06 o [
. L) mg urtaza et al,,
G M Dari Extracto etandlico 145 % 1.45 2005)
Kawdari 179 Toog 1.79
mg
Redbor kale Extracto EtOH:H,O (80:20) a 44 0s 4.14 Korus, 2011)
Winterbor kale reflujo 315 1;299 3.15 I
0.285£0.019 L l
Kale Extraccién con CO; mg GAE 0.28 (Ligor etal,
Y, 2013)
Redbor F1 Congelacién en Ny, extraccion 4150 %g 4.15 (tata & Wiriska-
- en una mezcla de MeOH, ac. g Krysiak, 2006)
Winterbor F1kale  formico y H,0 (10: 1.5: 48.5) 20217 2.02 rystak
i 574.95 +90.35 (Stkora &
Winterbor kale Extracto rTcwreJ(ajgocho kale mg 5.75 Bodziarczyk,
100 g 2012)
Kale Extracto metandlico kale seco 13.65%0” 13.65 (Montiel et. al.
Kale Fresco 12.16 %GAE 12.16 2020)
Winterbor Extracto metandlico 6103 + 184 T—j 061  (Becerra-Moreno
Maribor Extracto metanélico 419.8 + 27.8 1,:1—5 0.42 etal, 2014)
kale Congelacién en Ny por 1366 ng/g 0.14 (Ayaz et al,
kale (semilla) extraccion Soxhlet 6057 0.61 2008)
myg GAE
Jugo 48 £ 1.2 ToomL 0.48
Kale rizada Fermentacién ° o118 Tog(’i:f 101 (Szutowska et al,
8 116 + 1.0 22 116 2020)
100 mL
2da semana almacén 105 + 1.9 2% 405
100 mL
Extracto liofilizado en (Lotti et al
Apulian kale metanol: agua: acido 37+0.2 %GAE 3.7 2018) B
clorhidrico (70: 29,5: 0,5)
. m Reyes-Munguia
73 MgGAE i (
Col rizada Extracto acuoso - et al, 2017)
Yang et al.
3017 (Yang et al,
Kale Kale cruda g 0.003 2018)

*Se hizo la conversion de la concentracién de fenoles totales reportados en la literatura a mg Eq. Ac. Gélico/g

**Promedio

Pégina73



7.6 Quimioinformatica

Debido a la presencia de polifenoles en 3 muestras de kale determinado por el método

de Folin y lo visto en CCF. Se realiz6 una busqueda bibliogréafica de los compuestos fendlicos

con mayor reporte para Brassica oleracea var. sabellica y se seleccionaron 12 compuestos

fendlicos para llevar a cabo estudios de quimioinformatica, descritos a continuacion: acido

ferulico (A), acido clorogénico (B), kaempferol (C), acido caféico (D), kaempferol-3-O-

sinapoil-soforosido-7-O-glucosido (E), quercetina (F), acido galico (G), acido vainillico (H),

acido galico (I), epicatequina (J), acido p-cumarico (K), kaempferol-3-O-hidroxiferuloil-

soforosido-7-0-glucosido (L).

Primeramente, se obtuvieron los cédigos Smiles mediante Chemdraw, descritos en la tabla

16.

Tabla 16. Codigos Smiles generados de chemdraw de los compuestos polifenélicos
reportados en kale

Cdédigo Smiles

COc1cc(C=CC(=0)0)ccc10

O[C@H]1[C@@H](O)[C@H](OC(/C=C/C2=CC(0)=C(0)C=C2)=0)C[C@](O)(C(O)=0)C1

OC1=C(C2=CC=C(0)C=C2)0C3=C(C(0)=CC(0)=C3)C1=0

oNn wm>

0OC1=CC(/C=C/C(0)=0)=CC=C10

0=C1C(O[C@H]20[C@H](COC(/C=C/C3=CC(OC)=C(0)C(OC)=C3)=0)[C@ @H](0)[C@H](0)[C
@H]22[C@@H]40[C@ @H](CO)[C@H](0)[C@ @H](0)C4)=C(C5=CC=C(0)C=C5)0C6=C1C(0)=
CC(O[C@@H]7°[C@H](CO)[C@@H](O)[C@H](O)[C@H]70)=C6

0C1=C(C2=CC=C(0)C(0)=C2)0C3=C(C(0)=CC(0)=C3)C1=0

OC(=0)C1=CC(0)=C(0)C(0)=CT

COC1=CC(C(0)=0)=CC=C10

0OC1=CC=CC=C1C(0)=0

OC1[C@@H](C2=CC=C(0)C(0)=C2)0C3=C(C(0)=CC(0)=C3)C1

0=C(0)/C=C/C1=CC=C(0)C=C1

r | Re-=IT Q=N

0=C1C(O[C@H]20[C@H](COC(/C=C/C3=CC(OC)=C(0)C(OC)=C3)=0)[C@@H](0)[C@H](O)[C
@H]20[C@ @H]40[C@ @H](CO)[C@H](0)[C@@H](0)C4)=C(C5=CC=C(0)C=C5)0C6=C1C(O)
=CC(O[C@@H]70[C@H](CO)[C@@H](O)[C@H](O)[C@H]70)=C6

A- Acido ferdlico, B.- Acido clorogénico, C.- Kaempferol, D.- Acido cafeico, E.- Ka-3-O-sin-soph-7-O-glc, F.- Quercetina, G.-
Acido galico, H.- Acido vainillico, I.- Acido salicilico, J.- Epicatequina, K.- Acido p-cumarico, L.- Ka-3-O-hfer-soph-7-O-glc
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7.6.1 Propiedades moleculares via MIPC, SwissADME y preADMET

Para predecir las propiedades moleculares y posible actividad biologica de los
compuestos (A-L) se emplearon los softwares quimioinformaticos: SwissADME,
molinsinspiration, PreADMET y Pass Online; estos hacen un procesamiento de datos que
permite estudiar la relacién entre la estructura quimica, las propiedades quimicas y la

actividad molecular.

Los 12 compuestos fendlicos se sometieron a un analisis en los programas MIPC
(Molnspiration Property Calculator), SwissADME y PreADMET, calculando los valores de logP,
numero de atomos (No. A.), aceptor y donador de enlace de hidrogeno (A.E.H. y D.E.H), area

polar superficial (TPSA) y peso molecular (PM); ver tabla 17.

Tabla 17. Comparacion de las propiedades moleculares de compuestos polifendlicos de Brassica oleracea

mediante software quimioinformatico, molinspiration (amarillo), SwissADME (verde), PreADMET (azul).

PM ool No. A AEH. DEH ey

194.18 1.25 1.62 1.96 14 4 2 66.76 66.76
354.31 0.45 0.87 0.36 25 9 6 164.74 164.75
286.24  2.17 1.70 1.62 21 6 4 111.12 111.13
180.16  0.94 0.97 1.82 13 4 3 77.75 77.76
96285 -047 -5.15 -1.51 68 24 12 97.98 373.11

30224 168 -056 1.72 22

170.12 059 -0.16  1.38 12

138.12 1.87 0.99 1.51 10

290.27  1.37 0.24 1.84 21

7 5
5 4
168.15 1.19 0.74 1.51 12 4 2 66.76 66.76
3 2
6 5
3

16416 143 1.28 1.72 12 57.53 57.53

\)

—|R|—|— || MmO |N|w| >

94883 -1.19 -1.84 -1.66 67 24 13 384.12 384.11

No. A.: Nimero de atomos, A.E.H.: Aceptor de Enlace de Hidrégeno, D.E.H.: Donador de Enlace de Hidrégeno, PSA: Area polar superficial.
A.- Acido ferulico, B.- Acido clorogénico, C.- Kaempferol, D.- Acido cafeico, E.- Ka-3-0O-sin-soph-7-O-glc, F.- Quercetina, G.-
Acido galico, H.- Acido vainillico, I.- Acido salicilico, J.- Epicatequina, K.- Acido p-cumarico, L.- Ka-3-O-hfer-soph-7-O-glc

molins piretic o o Pre|NIE]

Swiss Institute of
Bioinformatics

En dicha tabla se muestra el coeficiente de particion (clogP) que esta relacionado con
la hidrofobicidad (lipofilicidad), la cual es un aspecto relevante para el desarrollo de
farmacos, debido a la relacion directa que presenta con la habilidad para atravesar
membranas bioldgicas, permitiendo asi el acceso al sitio de accidon al contribuir en la unién
entre ligando y receptor y ast generar un efecto bioldgico (terapéutico o toxico), cabe sefialar

que para distinguir los valores de log P calculados de los experimentales, los primeros se

¥

denominan valores de clog P.
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De acuerdo con la literatura, los valores de logP junto con TPSA en su conjunto
muestran estar estrechamente ligados a la toxicidad de un compuesto como se muestra en
la tabla 18.

Tabla 18. Probabilidades observadas de toxicidad frente a clogP/TPSA, tomado de (Edwards & Price, 2010)

Muestra total Farmaco libre
Toxicidad
TPSA >75 TPSA <75 TPSA > 75 TPSA < 75
clog < 3 0.39 1.08 0.38 0.5
clog > 3 0,41 24 0.81 2.59

7.6.1.1 Propiedades moleculares: acidos cinamicos.

En este analisis se contemplaron los acidos cinamicos (A, B, D,K). En la figura 37, se

muestra los derivados de acido cinamico y sus propiedades de clogP, TPSA, AEHy D.EH

con rangos entre 0.45-1.60, 57.53-1.64 A2 3-9 y 2-6, respectivamente. o
o
5 / OH
o
/ \ OH [e] \\\\OH
B OH
HO o,
HO “oH
HO
3 A.- Acido fertlico fo) fo) = (B).- Acido clorogénico
HO.
X OH X OH
HO HO
= (D).- Acido caféico B3 (K} Acido p-cumarico
AEH.yDEH. LogP TPSA
o 10+ 2.0 200
c
s __
£ % T 1.5- 150
T ¢ 5
3 2 404 "% 100
3 a- s
& T
E 2] T 0.5 50
: L
Z 0 T T 0.0- 0-
AEH. D.EH. LogP TPSA

Figura 37. Comparacién de las propiedades moleculares de acidos cindmicos de Brassica oleracea
mediante software quimioinformatico
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El acido clorogénico (B) es el que mayor area polar superficial topoldgica posee
(16475 A% lo que implica una pobre absorcién en las membranas, tomando en
consideracién que tiene un coeficiente de particidon (logP) bajo y un TPSA alto, ademas tiene
un poca probabilidad de ser toxico; el parametro TPSA es muy util para la prediccion de la
absorcidn y se basa en la suma de las contribuciones de superficie tabuladas de fragmentos

polares 2D, (Giulia & Giuseppe, 2016).

En el caso del acido ferulico (A), acido caféico (D) y acido p-cumarico (K) sus valores
de TPSA, (66.76, 77.75, 57.53, respectivamente) les permite tener una buena absorcién lo
que implica una biodisponibilidad optima en el cuerpo, sin embargo, en combinacién con
un logP bajo los hace propensos a ser téxicos. En contraste de los datos TPSA de Ay D, éste
ultimo posee un hidroxilo en vez del metoxilo y esto se ve reflejado en su diferencia de TPSA

que es de 10 A? por la contribucién que éste aporta.

La probabilidad observada de toxicidad frente a clogP/TPSA para B y D es minima al
estar sus valores dentro de los parametros para la concentracién de Muestra total y farmaco
libre, sin embargo, para A y K no presenta riesgo en concentracién de farmaco libre pero si

hay riesgo de ser toxicos para muestra total.

7.6.1.2 Propiedades moleculares: acidos benzoicos
Se analizaron las propiedades moleculares (cLogP, TPSA, AEEH y D.EH) de los

compuestos fenodlicos con esqueletos de acido benzoico: acido galico (G), acido vainillico

(H) y acido salicilico (I). En la figura 38, apreciamos que el area polar superficial topoldgica

o o (0]
HO O.
OH - @J\OH ©5‘\OH
HO HO OH
OH

3 (G).- Acido galico = (H).-Acido vainillico = (1).- Acido salicilico
' Coeficiente de Particion TPSA
e 67 2.0 150
Q
S o
= T 1.5+
2 4 S 100
o
@ K<l
T 1.0 ~
2 £ =
S 2- ) 50
g H H T 0.5-
L
o
2 - 0.0- 0-

o

AE.H. D.E.H. Acidos benzéicos Acidos benzsicos

Figura 38. Comparacion de las propiedades moleculares de acidos benzdicos de Brassica oleracea

mediante software quimioinformatico 6 )
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para H e I tienen poca diferencia de polaridad (66.8 A y 57.5 A?), sin embargo, se
puede apreciar que entre los compuestos Gy H a pesar de tener el mismo numero de
atomos el primero de ellos posee tres hidroxilo por lo que el area de superficie se ve
beneficiada por el aporte del oxigeno e hidrégeno unidos a éste que en el H se reduce a un
grupo metoxilo. En su contraparte, el valor de log P para 1 (1.46) y H (1.15) son ligeramente

menos hidrofilicos que el compuesto G (0.60).

Los valores que poseen los compuestos G, H e I de TPSA son < 140 A? por lo que su
absorcidn oral serd dptima. G al tener un valor de TPSA > 75 A%y un logP < 3 no presenta
una probabilidad de ser téxico a concentraciones de 10 uM y 1 uM, al contrario que H e |
donde sus valores de TPSA < 75 A2y un logP < 3 a una concentracién de 10 uM tienden a

ser toxicos.
7.6.1.2 Propiedades moleculares: flavonoides.
Se hizo el mismo analisis de propiedades moleculares como en secciones anteriores

con los compuestos flavonoides: kaempferol (C), quercetina (F), epicatequina (J), (figura 39)

y los flavonoides glucosilados: Kaempferol-3-O-sinapoil-soforosido-7-O-glucosido (E) y

= (C).- Kaempferol 3 (F).- Quercetina 3 (J).- Epicatequina

AE.H.y D.E.H. LogP TPSA
2.0 150~

-]
]

1.5 —
100

[=2]
]
|
|

1.0

A).

50—
0.5

N
1

No. Enlaces de Hidrogeno
F S
1
Hidrofobicidad

o

T T 0.0 T 0 T
A.E.H. D.E.H. LogP TPSA
Figura 39. Comparacién de las propiedades moleculares de compuestos fenélicos de Brassica
oleracea mediante software quimioinformatico
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kaempferol-3-O-hidroxiferuloil-soforosido-7-O-glucosido (L), figura 40. El rango de
TPSA para los flavonoides oscila en 110 A2 -131.4 A?, el coeficiente de particién en 0.95 —

1.83, para A.EH. 6-7 y D.E.H. 4-5.

Los valores de TPSA de Cy F son de 111.12 A% y 131.4 A?, respectivamente, estos no
difieren mucho ya que estructuralmente son idénticos destacando la diferencia en la
presencia del grupo hidroxilo en la posicion 3’ del anillo B de F, que da un valor agregado

al TPSA. Para los

En su contraparte, los compuestos C y J tienen valores semejantes con 111.12 A2y
110.37 A? respectivamente, valores que les permite tener una absorcion adecuada por el

intestino delgado y, en consecuencia, tienen una biodisponibilidad buena.

El riesgo de toxicidad para los fenoles C, F, J es bajo a una concentracion de 10 uyM y 1
uM, ya que los valores obtenidos de los parametros de TPSA y logP se encuentran dentro

de los indices de referencia con un TPSA > 75 Ay un logP < 3.

Los valores de logP para F y J son similares, por lo que su hidrofilicidad teérica puede
verse favorecida y reflejada en una comparacion de las propiedades moleculares de
compuestos fendlicos de Brassica oleracea mediante software quimioinformatico.

HO.

OH HO.

B3 (E).- K-3-O-sin-soph-7-0-glc 4. R;=O0Me Ry=H
B (L).- K-3-O-hfer-soph-7-O-glc 5-R=H  R,=OH

~ O
HO 2 HO 7

W (C).- Kaempferol
o

7

AE.H.yD.EH.
2 309 500
m —
g 4001
— 20_
= 300
- o~
2 200-
S 104
T j 100
[~}
s JMIIE BI o

AEH. D.E.H. TPSA

Figura 40. Comparacion de las propiedades moleculares del kaempferol y derivados glucosilados mediante
software quimioinformatico

¥
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El valor de TPSA del compuesto € (111.12 A?) es bajo, en comparacién a la de sus
homologos glucosilados E (235.5 A% y L (384.1 A?), considerando esta elevacion por el
aporte polar de los grupos hidroxilo. En el caso del coeficiente de particion, los valores son
negativos (E: -2.81; L: -1.56) de acurdo a los programas empleados, lo que indicaria una alta

hidrofobicidad a lado del compuesto no glucosilado C (1.83).

La probabilidad de ser toxicos de acuerdo a la relacién de TPSA y clogP muestra que
tienen una tendencia a no presentar toxicidad al estar sus valores dentro los parametros

TPSA > 75 A2y un logP < 3.

7.6.2 Actividad biologica in silico PASSonline

Mediante el empleo del programa informatico PASSonline, se sometieron a la
estimacion de perfil probable de actividad bioldgica los 12 compuestos fenélicos: Acido
fertlico (A), Acido clorogénico (B), Kaempferol (C), Acido cafeico (D), Kaempferol-3-O-
sinapoil-soforosido-7-O-glucosido (E), Quercetina (F), Acido galico (G), Acido vainillico (H),
Acido salicilico (1), Epicatequina (J), Acido p-cumarico (K), Kaempferol-3-O-hidroxiferuloil-
soforosido-7-O-glucosido (L); para la actividad anticancerigena, quimiopreventivo,

antioxidante, eliminador de radicales.

En la tabla 19, se muestran las probabilidades tanto de poseer o no las actividades

previamente mencionadas para los compuestos fenolicos empleados en este software.
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Tabla 19. Prediccion de actividad bioldgica en PASSonline de los 12 compuestos fenélicos

Anticancerigeno Antioxidante Eliminador de radicales qyuimiopreventivo

libres
P, P; P, P; P, P, P, P;
A 0.616 0.012 0.540 0.005 0.731 0.004 0.644 0.008
B 0.846 0.004 0.785 0.004 0.856 0.002 0.833 0.003
C 0.715 0.008 0.856 0.003 0.771 0.003 0.669 0.008
D 0.571 0.014 0.603 0.005 0.647 0.005 0.551 0.012
E 0.973 0.001 0.756 0.004 0.981 0.001 0.990 0.001
F 0.757 0.007 0.872 0.003 0.811 0.003 0.717 0.006
G 0.395 0.031 0.520 0.006 0.570 0.007 0.406 0.022
H 0.413 0.029 0374 0.014 0.643 0.005 0.460 0.017
| 0,358 0.039 0.318 0.020 0.504 0.010 0.360 0.028
J 0.795 0.005 0.810 0.003 0.842 0.002 0.788 0.004
k 0.559 0.015 0.553 0.005 0.627 0.005 0.516 0.014
L 0.997 0.000 0.850 0.003 0.996 0.000 0.996 0.000

A.- Acido ferdlico, B.- Acido clorogénico, C.- Kaempferol, D.- Acido caféico, E.- Ka-3-O-sin-soph-7-O-glc, F.-
Quercetina, G.- Acido galico, H.- Acido vainillico, i.- Acido salicilico, J.- Epicatequina k.- Acido p-cumarico L.- Ka-
3-O-hfer-soph-7-O-glc

La prediccidon en PASS (P, > 0.7), los compuestos Acido ferulico (A), Kaempferol (C),
K-3-O-sin-soph-7-O-glc (E), Quercetina (F), Kaempferol-3-O-hidroxiferuloil-soforosido-7-
O-glucosido (L) poseen actividad anticancerigena; Acido clorogénico (B), Kaempferol (C),
Kaempferol-3-O-sinapoil-soforosido-7-O-glucosido (E), Quercetina (F), Epicatequina (J)
tienen probabilidad alta de poseer actividad antioxidante; Acido ferudlico (A), Acido
clorogénico (B), Kaempferol (C), Kaempferol-3-O-sinapoil-soforosido-7-O-glucosido (E),
Quercetina (F), Kaempferol-3-O-hidroxiferuloil-soforosido-7-O-glucosido (L) tienen

actividad de eliminador radicales libres; B, E, F, J, L tienen una probabilidad de poseer

actividad quimiopreventiva, figura 41.

Las actividades predichas se ven confirmadas por los reportes previos en la literatura,
por ejemplo, B posee actividad anticancerigena al regular ciertas vias de sefalizacién, (Tan
et al, 2019). A su vez, € ha mostrado actividad antitumoral (HepG2, CT26, B16F1),
antioxidante y antiinflamatoria de acuerdo al estudio realizado por Jinggiu Wang y
asociados, (Wang et al,, 2018).

¥

Pégina8 1



% Pa

Finalmente para F, se determind que posee una muy buena capacidad antioxidante y
efectos biolégicos que incluyen inhibicion de la inflamacion y ROS, (LaManna et al,, 2011).
Se ha reportado que la actividad del compuesto A se basa en la inhibicion de la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) o nitrégeno, pero también en la neutralizaciéon de

radicales libres, de acuerdo a lo expuesto por Kamila Zdunska, (Zdurska et al,, 2018).

La actividad de los compuestos A, B, C, E, F, J, L puede ser tanto antioxidante o
eliminador de radicales libres; las podemos atribuir a sus caracteristicas estructurales como
el anillo aromatico y el sistema altamente conjugado con multiples grupos hidroxilo los
cuales son buenos donantes de electrones o atomos de hidrégeno, neutralizando los

radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno (ROS).

La probabilidad para los compuestos B, C, E, F, J, L de poseer actividad anticancerigena
se encuentra en el rango de 71% al 99%. La actividad quimiopreventiva para los compuestos
B, E F, J, L esta en el rango de probabilidad de 71% al 99%. Para la actividad antioxidante
la probabilidad de poseer dicha actividad se encuentra entre 75% y 87% para los
compuestos B, C, E, F, J, L y la probabilidad para la actividad de eliminador de radicales

libres para A, B, C, E, F, J, L esta dentro de 73% al 99%.

Compuestos fendélicos P, > 70

m= (A)- Acido ferdlico o (C).- Kaempferol (J).- Epicatequina =l (L).- K-3-O-hfer-soph-7-O-glc
o (B)- Acido clorogénico &3 (F).- Quercetina == (E).- K-3-O-sin-soph-7-O-glc

100+

75+

50+

25+

igeno - ~idante ) ihres . ntivo
pnticancend Antioxid inador 48 radicates ! QuimiopreY®
Elmin

Figura 41. Grafico comparativo de los compuestos fendlicos con probabilidad mayor a 70 (Pa>70)
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Es interesante ver que C no glucosilado muestra un 20% menos de probabilidad de
actividad anticancerigena (0.71 de probabilidad); por lo contrario, los derivados de

Kaempferol glucosilados muestran una Pa cercana a 1.

Las probabilidades de actividad de los compuestos C y F son cercanas entre ellas en
cada secciédn, al hacer un contraste en los rubros de actividad antioxidante y eliminador de
radicales libres vemos que experimentan una ligera caida que puede deberse a su capacidad

de quelacion para ésta ultima.

Por otro lado, con la actividad anticancerigena y quimiopreventiva tenemos la misma
tendencia, un ligero decremento de la actividad de F, pero sorprende que C no aparezca en
actividad quimiopreventiva, esto debido a que el valor se encuentra ligeramente por debajo

del pardmetro establecido con una probabilidad del 0.69.

Los resultados para el compuesto A fueron favorables para la actividad de eliminador
de radicales libres quedando en probabilidad (0.71) de ser activo arriba de la actividad
antioxidante y de acuerdo a la literatura es un eliminador de radicales libres, pero también
un inhibidor de las enzimas que catalizan la generacion de radicales libres y un potenciador

de la actividad de la enzima eliminadora, (Zduriska et al., 2018).

Los compuestos E y L aparentemente sus diferencias de composicidn estructural no
repercute en la probabilidad de ser activo en las actividades seleccionadas para este estudio,
al contrario, parece que estas caracteristicas particulares incrementen su probabilidad muy

drasticamente.
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8. Conclusiones

En la presente investigacion se estudio el extracto metanolico del vegetal kale Brassica
oleracea var. sabellica cultivado en el estado de México con un rendimiento del 40.8 %
respecto al material seco. Dicho extracto se fracciond en tres fases: hexano (1.02%),
AcOEt/DCM (0.51 %) y agua (32.59 %).

La actividad antiproliferativa a 100 pg/mL del extracto metanodlico de kale en tres lineas
celulares Hela (cervicouterino), PC-3 (préstata), Hep3B (hepatico) dié como resultado que
el porcentaje de inhibicién fue cercano a cero, por lo que como perspectiva se tendria

determinar su Clso.

Se logré conocer el contenido de polifenoles totales de las tres fases del extracto
metandlico de kale, teniendo como resultado una concentracion de 2.64, 5.78, 3.77 mg Eq.
Ac. Galico/g para la fase de hexano, AcOEt/ DCM, acuoso, respectivamente. La fase organica
fue la de mayor contenido polifendlico, lo cual concuerda con la polaridad conferida a los

compuestos fendlicos y lo observado en CCF.

El estudio in silico primeramente permitio clasificar en derivados de acido galico (G, H,
1), derivados de acido cinamico (A, B, D,K) y flavonoides (C, E, F, J, L) a 12 compuestos
reportados en la literatura para kale. Lo cual se propone a 6 compuestos con probabilidad
de ser eliminadores de radicales libres (A, B, C, E, F, J, L), ademas de actividad
anticancerigena (B, C, E, F, J, L) y antioxidante (B, C, E, F, J, L). Por otro lado, el analisis de
propiedades moleculares (clogP, TPSA, ADH y DEH), nos permitieron determinar que en su

gran mayoria los compuestos fendlicos no son téxicos a excepcion de A, H, 1.

Finalmente, éste estudio quimico y quimioinformatico de polifenoles es el primero
reportado para kale organico cultivado en México. El tratamiento empleado para el material
vegetal (secado a temperatura ambiente) ha sido el de mayor contenido de polifenoles
totales reportado hasta ahora en la literatura. Por lo que se recomienda continuar con el

estudio del presente vegetal como un prometedor antioxidante.
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9. Perspectivas

e Continuar con la purificacién de la fase hexanica, AcOEt: DCM, acuoso.
e Determinar Clso del extracto metanolico de kale seco.

e Determinar actividad antioxidante in vitro del extracto.
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