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Resumen

Actualmente, la dieta esta cobrando relevancia dentro de las terapias contra el
cancer. A través de alimentos funcionales y nutracéuticos, se busca el
acompanamiento de los tratamientos oncoldgicos a fin de mejorar la calidad de vida
de los pacientes con cancer. Dentro de los alimentos funcionales de interés se
encuentran los vegetales brocoli y kale de Brassica oleracea L. (var. italica, var.
sabellica) a los cuales se les han atribuido actividades anticancerigenas y

quimiopreventivas.

En este proyecto a partir de kale (var. sabellica), pella y hoja de desecho de brécoli
(var. italica), se obtuvieron cuatro extractos metandlicos a los cuales se les realiz6 un
estudio citotéxico ([C] = 100 ug / mL) sobre tres lineas de canceres humanos (préstata
PC-3, higado Hep3B y cervicouterino HelLa). Los resultados de % de inhibicidén
mostraron selectividad citotdxica por parte del extracto metandlico de bagazo de pella
de brécoli (51.5 £ 3.4 %) de hoja de brécoli (47.0 £ 2.4 %) y hoja de kale (50.5 £ 3.4
%), sobre la linea celular de cancer cervicouterino. Con base en estos resultados, se
llevo a cabo el estudio fitoquimico de estos extractos, obteniéndose a partir del brécoli
dos fitoalexinas, la caulilexina C (10) y el indol-3-acetonitrilo (11), ademas del
compuesto fendlico sinapato de metilo (12) y B-sitosterol-3-O-B-D-glucésido (13). Por
otro lado, este ultimo compuesto también se obtuvo en kale ademas de un

mercaptofenol.

A las fitoalexinas 10, 11 y al compuesto 12 se les determind su citotoxicidad por el
método de rojo neutro sobre la linea celular HeLa presentando valores de Clso de
125.97 £+ 2.44,215.71 £ 1.68 y 178.27 + 2.23 uM, respectivamente.

Aunado a esto, se realizé un estudio quimioinformatico de los compuestos de tipo
isotiocianato (154 ITC), glucosinolato (11 GSL) y fendlico (6 CF), los cuales son
representativos de los vegetales cruciferos. A través de un analisis drug-like, se
observd que el 50% de los compuestos fendlicos (CF) que corresponden a ac.

fendlicos, asi como el 11 % de los ITCs pueden ser candidatos a farmacos por
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absorcion por via oral. Los flavonoides y el 48 % de los ITCs pueden atravesar la

barrera hematoencefalica (BHE).

Ademas, se encontraron nueve compuestos de tipo isotiocianato (bencil isotiocianato,
alil isotiocianato, fenetil isotiocianato, fenil isotiocianato, 4-isotiocianatobut-1-eno, 5-
isotiocianatopent-1-eno, 7-isotiocianatohept-1-eno, iberina y etil isotiocianato) y seis
compuestos fendlicos (kaempferol, quercetina, catequina, ac. ferulico, ac. sinapico,
ac. cafeico) con actividades como agonistas de la apoptosis, quimioprotectores,
protectores mucomembranosos y con actividad sobre dianas moleculares
relacionadas con enfermedades crénico-degenerativas como la diabetes, la

inflamacion, problemas cardiovasculares y el cancer.

En este trabajo se contribuye al estudio fitoquimico y citotoxico de kale y de brécoli;
asi como al estudio quimioinformatico de los vegetales cruciferos de Brassica
oleracea L. De este modo, se enriquece su reconocimiento como alimentos

funcionales del alto impacto en la dieta y salud humana.
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Summary

Currently, diet is gaining relevance within cancer therapies. The accompaniment of
oncological treatments is sought through functional and nutraceutical foods to improve
the quality of life of cancer patients. Among the functional foods of interest are found
broccoli and kale vegetables of Brassica oleracea L. (var. italica, var. sabellica) to

which anticancer and chemopreventive activities have been attributed.

In this project, from kale (var. sabellica), broccoli (var. italica) pellet, and waste leaf,
four methanolic extracts were obtained, to which a cytotoxic study was carried out
([C]= 100 pg / mL) on three lines of human cancers (PC-3 prostate, Hep3B liver and
HelLa cervical). The inhibition proliferation (%) results showed cytotoxic selectivity by
the methanolic extract of broccoli pellet bagasse (% inh= 51.5 £ 3.4), broccoli leaf (%
inh= 47.0 £ 2.4), and kale leaf (% inh= 50.5 + 3.4), on the cervical cancer cell line.
Based on these results, the phytochemical study was subjected, from broccoli
caulilexin C (10), 3-indoleacetonitrile (11), methyl synapate (12), and -sitosterol-3-
O-B-D-glucoside (13) were obtained. Additionally, compound 13 and a

mercaptophenol were obtained from kale.

The cytotoxicity of caulilexin C (10) 3-indoleacetonitrile (11) and methyl synapate (12)
was determined by the neutral red method on the Hela cell line, presenting 1Cso
values of 125.97 + 2.44, 215.71 £ 1.68 y 178.27 £ 2.23 pM, respectively.

In addition to this, a chemoinformatic study of isothiocyanate (154 ITC), glucosinolate
(11 GSL), and phenolic (6 CF)-type compounds, which are representative of
cruciferous vegetables, was carried out. A drug-like analysis showed that 50 % of
phenolic compounds and 11 % of ITCs might be drug candidates by oral absorption.
The other 50 % CF and 48 % ITCs can cross the blood brain barrier (BBB).

Additionally, apoptosis agonist, chemoprotectors, mucomembranous protectors
activities were found for nine isothiocyanate-type compounds (benzyl isothiocyanate,
allyl isothiocyanate, phenethyl isothiocyanate, phenyl isothiocyanate, 4-
isothiocyanatobut-1-ene, 5-isothiocyanatopent-1-ene, 7-isothiocyanatohept-1-ene,
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iberine and ethyl isothiocyanate) and for six phenolic compounds (kaempferol,
quercetin, catechin, ferulic acid, sinapic acid, caffeic acid). Also, it showed activity on
molecular targets related to chronic-degenerative diseases such as diabetes,

inflammation, cardiovascular problems, and cancer.

This work contributes to the phytochemical and cytotoxic study of kale and broccoli
pellet and residual leaf, as well as the chemoinformatic study of the cruciferous
vegetables of Brassica oleracea L. Thus, their recognition as functional foods with a

high impact on the diet and human health is enriched.
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CAPITULO |

“Deje que los alimentos sean su medicina y que la medicina sea su alimento".
<Hipo6crates>

1.1 Introduccion

El consumo de una dieta rica en verduras y frutas tiene implicaciones positivas para
la salud humana (Cartea et al., 2011). Actualmente, se acufan términos como
alimentos funcionales y nutracéuticos, los cuales realzan la importancia benéfica
de ciertos alimentos sobre otros, tanto en nutrientes (fibra, minerales etc.) como en

fitonutrientes (metabolitos secundarios).

En especifico los alimentos de origen vegetal contienen cantidades significativas
de compuestos bioactivos, que proporcionan beneficios para la salud mas alla de
la nutricion basica. Dentro de los vegetales de importancia, se encuentran los
pertenecientes a la familia Brassicaceae, esta familia consta de 372 géneros
(Tamokou et al., 2017) entre ellos Brassica, que incluye algunos cultivos y
especies de gran interés econémico, agricola y nutricional a nivel mundial, como lo
es Brassica oleracea L. (Baenas et al., 2012); los cuales son conocidos como
verduras cruciferas asi como una fuente importante de antioxidantes naturales
debido a los altos niveles de fitonutrientes como carotenoides, tocoferoles, acido
ascorbico y compuestos fendlicos que ayudan a proteger el cuerpo humano contra
el dafo de las especies reactivas de oxigeno (Jahangir et al., 2009). Estos ultimos
se han asociado con las caracteristicas de sabor y color de las frutas y verduras
(Podsedek et al., 2007) y se han relacionado con la reduccién del riesgo de
enfermedades cronicas como las cardiovasculares y cancer (Cartea, 2011, Pérez-
Balibrea, 2011).

Ademas de los compuestos antes mencionados, Brassica oleraecea L. es rico en
fibra, azucares solubles, minerales, y compuestos organosulfurados como los

glucosinolatos (tioglucosido-N-hidroxisulfatos), los cuales son los precursores de
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compuestos como los isotiocianatos y fitoalexinas inddlicas (Klein y Sttely, 2017;
Adarsh et al., 2009), y estan presentes en un gran numero de especies comestibles
principalmente de la familia Brassicaceae; estos junto con sus derivados son
conocidos desde hace tiempo por sus propiedades fungicidas, bactericidas,
nematicidas, alopaticas, (Chew, 1988) y recientemente ha crecido el interés por su

investigacion debido a sus atributos quimio-protectores del cancer (Fahey, 2001).

En este contexto, “cancer” es un término genérico que se designa a un amplio grupo
de enfermedades en las que algunas células del cuerpo se multiplican sin control y
se diseminan a otras partes del cuerpo, proceso que se denomina “metastasis”
(OMS, 2018). Actualmente, es la principal causa de muerte en el mundo (OMS,
2022), y la cuarta causa de mortalidad en México, con 90 525 casos, siendo la

defuncién en mujeres el 51.6 % de los casos (INEGI, 2022).

Debido a lo antes mencionado, sigue siendo de importancia la investigacion
relacionada con la busqueda de nuevos compuestos que tengan la capacidad de
combatir el cancer (Schlaepfer y Mendoza, 2010). En esta busqueda los productos
naturales han jugado un papel importante (Cragg et al.,1997, 2005, Newman et
al., 2012) ya sea a partir de plantas medicinales o a partir de alimentos (incluyendo
vegetales), estos ultimos han participado de manera activa en la prevencién del

cancer, asi como del acompafamiento a los pacientes en tratamiento oncoldgico.

En especifico, Brassica oleracea var italica, conocida como brocoli, ha sido
estudiado debido a su alta concentracidén de glucosinolatos e isotiocianatos,
principalmente el sulforafano, demostrando actividades citotéxicas (Clarke, et al.,
2008). En México es el crucifero con mayor importancia econémica, posicionando
a nuestro pais en el 4to lugar en exportacion (Cisneros y Rocha, 2019). Por otro
lado, Brassica oleracea var sabellica, conocido como kale o col rizada, se ha
considerado un superalimento debido a su alto contenido de vitaminas, minerales
y fitonutrientes (Hahn et al., 2016), su reconocimiento nutricional ha provocado un
creciente interés cientifico, sin embargo, actualmente es poco conocida en nuestro

pais, pero se espera que poco a poco cobre relevancia en la dieta mexicana.



Por lo tanto, en la presente tesis se ha realizado un estudio quimico y citotéxico de
los vegetales brocoli y kale, pertenecientes a Brassica oleracea L. Asi como un
estudio quimioinformatico de los metabolitos secundarios reportados para estos
vegetales. Todo esto con el fin de contribuir con su estudio y validar su consumo

como alimentos funcionales y/o nutraceuticos.



1.2 Antecedentes

1.2.1 Alimentos funcionales

Un alimento funcional, es aquel que su uso especifico es para la salud, ademas, en
apariencia fisica es igual al alimento convencional, (por ejemplo la leche o vegetales
como zanahoria y remolacha) (Figura 1.1), es consumido como parte de la dieta
diaria pero capaz de producir efectos metabdlicos o fisiolégicos, utiles en el
mantenimiento de una buena salud fisica y mental, asi como en la reduccion de
enfermedades cronico-degenerativas, ademas de sus funciones nutricionales

basicas (Ferrari y Torres 2003).

Un alimento funcional, puede ser natural, aquel al que se le ha afadido un
componente o se le ha quitado mediante medios tecnoldgicos o biologicos.
Ademas, puede tratarse de un alimento en el que se ha modificado la naturaleza
de uno o mas de sus componentes, o en el que se ha modificado su
biodisponibilidad de uno o mas de los componentes o cualquier combinacion de

estas posibilidades (Montero y Luengo, 2007).
Son, por lo tanto:

“‘Alimentos naturales o procesados, los cuales aparte de su contenido nutritivo,
contienen ingredientes que desempefian una actividad especifica en las funciones

fisiolégicas del organismo humano favoreciendo la capacidad fisica y mental”.
Referente a los alimentos funcionales, es importante tener claros algunos aspectos:

A) Los alimentos funcionales no curan ni previenen por si solos enfermedades, y

tampoco son indispensables en la dieta.

B) Un alimento se puede considerar funcional si se demuestra que ademas de tener
un efecto nutricional o adecuado, afecta de forma beneficiosa o una o varias
funciones del organismo de modo que contribuya a mejorar la salud y el bienestar

o reducir el riesgo de padecer enfermedades.



C) Los alimentos funcionales deben demostrar sus efectos en las cantidades que
se consideran normales para su consumo en la dieta (Palou et al., 2003, NIH
2017b).
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Figura 1.1 Alimentos funcionales (Fundacion vivo sano, 2019).

1.2.2 Nutracéuticos

El término «nutracéutico» es definido por algunos autores como un juego de
palabras que deriva de «nutricién». y «farmacéutico», y otros autores lo acufien a
«terapéutico»; pero, en cualquier caso, la idea es que el nombre englobe el
concepto de la curacion a través de la nutricion (kalra, 2003). La palabra
«nutracéutico» fue acufada en Cranfor; Nueva Jersey por el Dr. Stephen DeFelice;
presidente de la Fundacién para la Innovacion en Medicina (FIM); en el afio 1989.
El Dr. DeFelice lo define como «un alimento o parte de un alimento que proporciona
beneficios médicos o para la salud, incluyendo la prevencion y/o tratamiento de
enfermedadesy». (SENM, 2019).

Se consideran nutraceuticos a aquellos suplementos dietéticos presentados en una
matriz no alimenticia de una sustancia natural bioactiva concentrada, que esta
presente usualmente en alimentos y que tomada en dosis superiores a la existente
en esos alimentos (Figura 1.2), presumiblemente tiene efectos favorables sobre la

salud, mayores a los que podria tener el alimento normal (Kalra, 2003).



Sin embargo, no hay que olvidar que los nutracéuticos se diferencian de los
medicamentos en que estos ultimos no tienen necesariamente un origen biolégico
natural; y se diferencian de los extractos e infusiones de hierbas y similares, por la
concentracion de sus componentes y en que estos ultimos no tienen por qué tener

una accion terapéutica (Pérez, 2006).

Por ejemplo, actualmente a través de empresas como GreenDay y Swanson se
encuentra de manera comercial suplementos alimenticios que contienen
sulforafano, un isotiocianato presente en las especies horticolas del género
Brassica. El sulforafano cuenta con una estructura molecular pequenfa y lipofilica, lo
cual le confiere una ventaja y mayor biodisponibilidad y es considerado un agente
antioxidante indirecto destinado a enfermedades cronicas relacionadas con el
estrés oxidativo, como lo es la diabetes, el cancer e inflamatorias (Clarke et al.,
2008).
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Figura 1.2 El sulforafano presente en brocoli, como nutracéutico (GreenDay).

1.2.3 Superalimentos

En 2004, el Dr. Steven Pratt, autor de Superfoods Rx: Fourteen Foods That Will
Change Your Life, acuid el término “superalimento” y a partir de este libro comenzé
a cambiar la perspectiva de la importancia de los alimentos que consumimos.
Actualmente, no hay una definicion oficial para la palabra “superalimento”, es un
término utilizado principalmente para mercadotecnia de cierto tipo de alimentos,

pero el Diccionario Oxford lo describe como un “alimento rico en nutrientes que se



considera especialmente benéfico para la salud y el bienestar” (Pratt, 2004;
Andrade, 2022).

Los superalimentos no estan limitados a las frutas o vegetales, sino que también

involucran porciones de proteina, opciones de lacteos y ciertos granos.

Por lo tanto, los superalimentos son productos que poseen cantidades por arriba del
promedio de nutrientes, es decir, utilizando cantidades muy pequefas al dia,
podemos aportar a nuestro organismo grandes cantidades de nutrientes, como
fibra, vitaminas, minerales, antioxidantes, grasas saludables etc.; Ademas estos
superalimentos, frutas, vegetales y grasas saludables, también pueden integrarse

facilmente a una alimentacién balanceada (Torres, 2016).

1.2.4 La dieta como concepto terapéutico

Hoy en dia la conciencia del autocuidado ha llevado a que el concepto de nutricion
sea parte fundamental del estilo de vida con la finalidad de mejorar la salud, prevenir
y tratar enfermedades. (Rojas et al., 2015) Se sugiere que una dieta rica en frutas
y verduras brinda efectos positivos en la salud humana, ya que estos al contener
compuestos bioactivos, proporcionan beneficios de salud mas alla de la nutricion
basica (Herrera, et al., 2014). Varios estudios epidemiolégicos han indicado que
una alta ingesta de productos vegetales se asocia con un riesgo reducido de varias
enfermedades, estos efectos benéficos se han atribuido en parte a los compuestos
que poseen actividad antioxidante como las vitaminas C y E, asi como los
carotenoides (ej. B-caroteno) y los compuestos fendlicos como los flavonoides (ej.
kaempferol) (Figura 1.3) (Cartea et al., 2011; Podsedek 2007).
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Figura 1.3 Ejemplos de compuestos presentes en vegetales con actividad antioxidante (Cartea et
al. 2011; Podsedek 2007).

Los antioxidantes presentes en los vegetales contribuyen tanto a la primera como
a la segunda linea de defensa contra el estrés oxidativo protegen las células contra
este dano y, por lo tanto, pueden prevenir enfermedades crénicas, como el cancer,

las enfermedades cardiovasculares y la diabetes (Podsedek 2007).

El hombre, desde su aparicion en la Tierra, ha tenido como reto fundamental la
obtencion del alimento necesario para vivir. La principal funcion de la dieta es
aportar los nutrientes necesarios para satisfacer las necesidades nutricionales de
las personas (Dalby, 2002)

Las investigaciones en el campo de la epidemiologia y de la dietética, permiten
establecer ciertas relaciones entre los estilos de vida, los habitos alimentarios y la
incidencia de algunas enfermedades (Jiménez et al., 2008). A través de la
identificaciéon de compuestos biolégicamente activos en los consumibles. (Barbera-
Mateos et al., 2007), como resultado se han desarrollado nuevos alimentos que
afiaden o amplian los componentes beneficiosos de los alimentos tradicionales por

las ventajas que suponen para la salud (Jiménez et al., 2008).



Las personas con enfermedades como el cancer a menudo necesitan seguir una
dieta diferente de lo que se considera saludable. Para la mayoria de las personas,

una dieta saludable consiste en comer:

e Mucha fruta, verduras y cereales
e Poca cantidad de carne y productos lacteos

e Pequenas cantidades de grasa, azucar, alcohol y sal.

Los tratamientos del cancer estan disefiados para destruir las células cancerosas.
Pero, estos tratamientos pueden también dafar las células sanas. El dafio a las
células sanas puede causar efectos sobre el gusto, el olfato, el apetito y la
capacidad de comer suficiente o de absorber los nutrientes de los alimentos
afectando asi, la alimentacion y nutricion, por lo que es necesario modificar la dieta
y enriquecerla con agentes nutricionales que ayuden a mantener la energia para
superar los efectos secundarios del tratamiento y asi mantener la salud del
paciente. (NIH, 2018, Caceres et al., 2016).

Las dificultades para realizar una dieta correcta y los problemas nutricionales son
una complicacion habitual de los pacientes con cancer. A las alteraciones generales
inducidas por la neoplasia se suman los efectos locales de la misma, especialmente
en los tumores del tubo digestivo y los efectos secundarios de la cirugia,
quimioterapia y radioterapia que, en muchas ocasiones dificultan o impiden la
alimentacion oral del paciente (Martin, 2017). Por ello la valoracion sistematica del
estado nutricional del paciente y el control periédico del peso deberian ser una

practica regular en todos los pacientes con cancer (Aliaga et al., 2012).

A este respecto, la necesidad de atender a nuevas exigencias sociales (tipos de
dietas) y de salud ha motivado la aparicion de los alimentos funcionales vy
nutracéuticos, que, ademas de sus funciones nutritivas generales, presentan

determinadas propiedades para el mantenimiento de la salud.

La filosofia de la alimentacion para la buena salud es un concepto muy aceptado
actualmente, en base a esta premisa la investigacion en torno al desarrollo de
alimentos alternativos a la comida que complementen, suplementen o sustituyan la
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dieta tal cual es conocida es un proceso que se encuentra en desarrollo. Asi, han
surgido conceptos basados en los descubrimientos como los alimentos funcionales

y los nutracéuticos (Montero y Luengo, 2007).

1.2.5 El cancer en la actualidad

El término cancer engloba a un grupo de mas de 100 diferentes tipos de la
enfermedad que tiene como caracteristica principal el rapido y desordenado
crecimiento de células anormales, actualmente es considerado la principal causa
de muerte en el mundo; en 2015 se calcula que provocé 8.8 millones de
defunciones, identificandose cinco tipos de cancer responsables del mayor numero
de fallecimientos: cancer pulmonar (1.69 millones de muertes, 19 %), cancer
hepatico (788 000 defunciones, 9 %), cancer colorrectal (774 000 muertes, 9 %),
cancer gastrico (754 000 defunciones, 9 %) y de mama (571 000 muertes, 6 %)
(OMS 2018).

En México durante el afio 2017 se contabilizaron un total de 703,047 muertes, el
88.6% (622 647) de estas se debieron a enfermedades y problemas relacionados
con la salud siendo las tres principales causas de muerte tanto para hombres como
para mujeres enfermedades del corazén (141 619, 20.1%), diabetes mellitus
(106,525, 15.2%) y tumores malignos (84,142, 12.0%). De estos ultimos, 41,088
(48.83%) fueron casos en hombres y 43,053 (51.17%) en mujeres. Entre las
defunciones provocadas por tumores malignos, las cuales totalizaron 84 142 casos,
sobresalen los de 6érganos digestivos con 27,403 casos, seguidos de los de 6rganos
genitourinarios con 19 408 casos y los de huesos, cartilagos articulares, tejido

conjuntivo, piel y mama con 11,138 casos (INEGI 2018).

En el 2018 en una poblacion de 130,759,070 habitantes, se reportaron 190,667
casos nhuevos en nuestro pais, siendo los canceres mas recurrentes, el cancer de
mama con 27,283 casos, el cancer de prostata con 25,049, el cancer de colon con

14,900, el cancer de tiroides con 12,112, y el cancer cervicouterino con 7869 casos.
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Ademas, se reportaron 83,476 muertes, es decir el 43.78% de las personas que

padecieron cancer murieron (OMS 2020).

En el 2020 los canceres mas comunes, por lo que se refiere a los nuevos casos,
fueron de mama, de pulmén, colorrectal, de prostata, de piel (distinto del

melanoma), y gastrico (Grafico 1.1).

Mama
2 261 419 (11.7%)

Pulmén
2206 771 (11.4%)

Colormrectal
1931 590 (10%)
Préstata
1414 259 (7.3%)

Estébmago
1089 103 (5.6%)

Oftros cdnceres
8 879 843 (46%)

Cérvico uterino Higado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.79)

Total : 19 292 789

Grafico 1.1 Incidencia de cancer en el Mundo (OMS,2022).

En 2020 se atribuyeron a esta enfermedad casi 10 millones de defunciones siendo
los tipos de cancer que causaron un mayor numero de fallecimientos el de pulmon
(1,8 millones de defunciones), colorrectal (916 000 defunciones), hepatico (830 000
defunciones), gastrico (769 000 defunciones) y el de mama (685 000 defunciones)
(OMS, 2022) aunque los tipos de cancer mas frecuentes varian en funcién del pais,

el de cuello uterino es el mas habitual en 23 paises (OMS, 2022).

En nuestro pais en 2020 se registraron 1,086,743 defunciones, de las cuales 8%
(90,603) se debieron a tumores malignos. La tasa de defunciones por tumores

malignos aumentd en la ultima década, al pasar de 6.18 defunciones por cada 10
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mil personas en 2010 a 7.17 por cada 10 mil en 2020 (Grafico 1.2). En este mismo
afo, la Ciudad de México, Sonora, Chihuahua, Morelos, Veracruz y Colima fueron

las entidades con tasas de 9.7 a 7.8 defunciones por cada 10 mil habitantes.

8.01
7.51
7.04
6.51

6.04

Tasa de defunsiones

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Ano

Grafico 1.2 Tasa de defunciones por tumores malignos por afio de registro en México (INEGI,
2022).

El cancer cervicouterino (CaCu) es un tipo de cancer que consiste en la formacién
de tumores malignos en la parte inferior del utero y se puede diagnosticar mediante
la prueba de Papanicolau, actualmente se puede prevenir mediante la vacuna
contra el virus del papiloma humano (VPH) (IMSS, 2022). Es de las principales
causas de muerte en mujeres jovenes, para 2019, la tasa de mortalidad del CaCu
en mujeres de 25 afos y mas fue de 10.410 defunciones por cada 100 mil mujeres
del grupo de edad. Entre los principales tumores malignos por los que fallecen las
mujeres de 25 afos y mas, el CaCu se encuentra en segundo lugar, con 13.2% de
las muertes por tumores malignos. Por grupo de edad, la tasa de mortalidad del
cancer cervicouterino pasa de 10.7 muertes por cada 100 mil mujeres de 40 a 49
afos, a 18.0 en mujeres de 50 a 59 afios y 33.8 en mujeres de 60 afios y mas. En
el caso de los municipios indigenas (40% y mas de poblacién en hogares indigenas)
la mortalidad entre las mujeres mayores de 30 afios en el afio 2017 fue de 16.3%
por cancer de mama (CaMa) y 9.6% por cancer cervical (CaCu) de las muertes por
tumores malignos (INMUJERES, 2021).
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1.2.6 La quimioterapia como tratamiento contra el cancer

El diagndstico correcto del cancer es esencial para poder prescribir un tratamiento
adecuado y eficaz, ya que cada tipo de cancer requiere un protocolo especifico que
puede abarcar una o mas modalidades, (OMS 2018) actualmente se hace uso
principalmente de la cirugia, la radioterapia o la quimioterapia, sin embargo,
también existen otros tratamientos como inmunoterapia, terapia dirigida, terapia
hormonal, trasplante de células madre y medicina de precision. La eleccion del
tratamiento dependera principalmente del tipo de cancer y de lo avanzado que esté
(NIH, 2017a).

La quimioterapia surge como un hallazgo accidental durante la Segunda Guerra
Mundial. Los farmacologos Louis S. Goodman y Alfred Gilman aislaron extractos
del gas mostaza y encontraron que éstos brindaban un beneficio temporal a
pacientes con linfoma de Hodgkin y leucemia, de esta manera, una exposicion
casual a este agente quimico marco el inicio de una nueva era en la lucha contra el

cancer, el de la quimioterapia antineoplasica (Arias 2017; Ortiz-Hidalgo 2013).

Actualmente la quimioterapia es un tipo de tratamiento contra el cancer que usa
medicamentos (farmacos) para destruir las células cancerosas. Esta, detiene o
retarda el crecimiento de las células cancerosas. Pero también puede provocar
efectos secundarios al afectar a las células sanas que crecen y se dividen
rapidamente, por ejemplo: las células de las partes humedas dentro de la boca, las

células de los intestinos y las células que hacen crecer el pelo.

Este tratamiento se puede usar para: reducir el tamafno de un tumor antes de la
cirugia o la radioterapia (quimioterapia neoadyuvante) destruir células cancerosas
que podrian quedar después de la cirugia o la radioterapia (quimioterapia
adyuvante); destruir células cancerosas que han regresado (cancer recurrente) y
para destruir las células cancerosas que se han extendido a otras partes del cuerpo

(cancer metastasico) (NIH 2007).
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1.2.7 Familia Brassicaceae: vegetales cruciferos

La familia Brassicaceae (también llamada Cruciferae) se compone de 372 géneros
(Brassica, Lepidium, Sinapsis etc.) y alrededor de 4060 especies (Tamokou et al.,
2017); incluyendo algunos cultivos de gran importancia econdémica y agronoma
como: Brassica napus L., Brassica rapa L., Brassica oleracea L., Sinapis alba, y
Crambe abyssinica y Brassica oleracea L. Ademas de mas de 120 especies de
arvenses, (maleza o hierba de campo) como Lepidium virginicum L., Sinapsis
arvensis, Raphanus sativus, Raphanus raphanistrum entre otras. (Jahangir et al.,
2009; Onyilagha et al., 2003) Su distribucion se concentra principalmente en
regiones templadas de los hemisferios norte y Sur, la mayor concentracion aparece

en la Regiéon Mediterranea y Asia (Vargas-Rincon et al., 2016).

Dentro de las especies de gran importancia horticola del género Brassica, se
encuentran los coloquialmente conocidos como vegetales cruciferos, estos, son
conocidos principalmente, como una buena fuente de antioxidantes naturales
debido a los altos niveles de carotenoides, tocoferoles y acido ascorbico; en estos
vegetales la mayor parte del efecto antioxidante esta relacionado con la presencia
de compuestos fendlicos, que se han asociado con las caracteristicas de sabor y
color en ellas (Jahangir et al., 2009, Podsedek et al., 2007). Dentro de este género
podemos encontrar a la especie Brassica oleracea L. principal productora de

vegetales de hortaliza a nivel mundial (Baenas et al., 2012).

Las verduras cruciferas contienen compuestos quimicos conocidos como
glucosinolatos, los cuales se degradan en varios derivados quimicos que
actualmente estan siendo estudiados por sus posibles efectos anticancerosos

(Adarsh et al., 2009). los cuales se describiran en la seccion 1.2.10.

1.2.7.1 Género Brassica: Brassica oleracea L.

El género Brassica (del latin <col>) comprende alrededor de 35 especies de
distribucion sobre todo el mediterraneo, con un maximo de diversidad en la parte

suroeste de esta region (E. Britanica, 2015).
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Los cultivos de Brassica se han relacionado con la reduccién del riesgo de
enfermedades cronicas, incluidas las enfermedades cardiovasculares y el cancer.
Los alimentos de Brassica son muy nutritivos y proporcionan nutrientes vy
fitoquimicos que promueven la salud, como vitaminas, carotenoides, fibra, azucares
solubles, minerales, glucosinolatos y compuestos fendlicos (Cartea et al., 2011;

Higdon et al., 2007).

Este género es destacable por incluir muchas e importantes especies cultivadas en
horticultura; podemos encontrar una amplia gama de vegetales en los que diversas
partes son comestibles, incluyendo la raiz (colinabo, rabano, nabo), tallos
(colirrabano), hojas (repollo, col de Bruselas), flores (coliflor, brécoli), y semillas
(mostaza, colza) (Figura 1.4). En conjunto, las Brassicas entregan hojas, flores y
vegetales de raiz que se comen frescos, cocidos y procesados (Lozano et al.,
2007). Entre los cultivos horticolas del género Brassica podemos encontrar a los

pertenecientes a la especie Brassica oleracea L. (Drewnowski et al., 2000).

Coles de Bruselas Planta de .repollo silvestre Brécoli
Hojas laterales Brassica Oleracea Brote floral y tallo

L\ .

P =\ e/
'I
s
Col Coliflor
Hojas terminales Brote floral
Kalle Colirrabano
Holas Tallo

P W

Figura 1.4 Verduras cruciferas (Brassica oleracea L.) que se domesticaron desde la misma planta
silvestre (ChileBio 2019).
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La especie Brassica oleracea L. es de caracter bianual, y se encuentra clasificada
en 13 grupos de cultivo o variedades (Figura 1.4, Tabla 1.1) de los cuales botrytis
(coliflor), capitata (col), gemmifera (col de Bruselas), Italica (brocoli) y sabellica o
acephala (kale) son los cultivos horticolas a nivel mundial econdémicamente
representativos (USDA 2019).

Tabla 1.1 Variedades de la especie Brassica oleracea L. (USDA 2019).

Brassica oleracea L.

Variedad Nombre comin variedad Nombre comin
alboglabra Kai-lan medullosa Col de meollo
botrytis Coliflor y Romanescu palmifolia Col de Jersey
capitata Col ramosa Col de mil cabezas
costata Col tronchuda sabauda Col de Saboya
gemmifera Col de Bruselas sabellica Kale
gongylodes Colirrabano viridis Col forrajera
italica Brécoli

Por otro lado, los fitoquimicos, especialmente los metabolitos secundarios
sintetizados por las plantas desempenan un papel clave en la nutricion humana, la
salud, el bienestar y la prevencion de enfermedades (Hashem et al., 2012). Los
cientificos han estudiado muchos alimentos y componentes dietéticos con el fin de
encontrar posibles asociaciones con el aumento o disminucion del riesgo de cancer,

asi como otras enfermedades (NIH, 2012).

El papel protector potencial de las verduras cruciferas de Brassica oleracea L. y los
componentes activos presentes en estas verduras, como los isotiocianatos (Hayes
et al., 2008) y el indol-3-carbinol, ha sido ampliamente estudiado en modelos
experimentales de carcinogénesis in vitro e in vivo. Los resultados han demostrado
consistentemente que los agentes quimiopreventivos derivados de esta clase de
vegetales de la familia Cruciferae influyen en la carcinogénesis durante las fases de

iniciacion y promocion del desarrollo del cancer (Murillo y Mehta, 2001).

Por su alto potencial nutricional, el principal uso de los vegetales de Brassica
oleracea L. (brécoli, kale, col, coliflor, col de Bruselas etc.) es sin duda como un
alimento de excelencia. Estos vegetales cruciferos de hortaliza son llamados

“superfoods”, la poblacion mundial crece rapidamente y la gente demanda alimentos
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gue sean sanos Yy nutritivos (Agronegocios 2011). Se ha descubierto que la especie
Brassica oleracea L. es altamente vitaminica (vitaminas A, C y K), ademas de rica
en potasio y fibra. Su consumo frecuente ha sido recomendado ya que pudiera
reducir los riesgos de diabetes y anemia por su contenido de hierro, asi como
algunos tipos de canceres como colon, mamay prostata (Hecht, 2000; McCullough
et al., 2003) ya que los vegetales de esta contienen, fitocompuestos como los
glucosinolatos y sus derivados isotiocianatos, los cuales son reconocidos por sus
propiedades que ayudan a combatir a las células cancerigenas (Zamora, 2016). y
que ademas los convierten en un alimento antioxidante que ayuda a retrasar el

envejecimiento (Giovannucci et al., 2003)

1.2.8 Brassica oleracea L. var italica: Brocoli

La variedad italica Plenck de Brassica oleracea L. (Figura 1.5) mejor conocida como
brécoli, brécol o bréculi, es originaria del Mediterraneo oriental, fueron conocidas en
el Préximo Oriente como coles de Chipre o de Siria, la expansion a Europa se dio
durante el siglo XVI. Inicialmente se cultivd en la Comunidad Valenciana y Catalufia,
posteriormente el cultivo se extendié a otras regiones espafolas como Murcia,
Andalucia, en fases mas tardias es posible encontrarlo en regiones como

Extremadura, Rioja, Navarra, Aragon, Castilla La Mancha (Maroto, 2002).

El brécoli es una planta bianual que se desarrolla fundamentalmente durante las
estaciones de invierno y primavera.; tiene un color verde azulado, con hojas rizadas
y festoneadas que llegan a presentar hendiduras en su base. El tallo, unico,
finalizado por la pella principal que es una masa de botones florales de los cuales
la mayor parte pueden desarrollarse totalmente (Baixauli et al., 2017). Ademas,
posee un sabor caracteristico debido, como en el caso de todas las cruciferas a la
presencia de glucosinolatos y derivados, concretamente, a la del isotiocianato de

alilo, butilo y la vinil-tio-oxazolina (Maroto, 2002).
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Figura 1.5 Brassica oleracea L. var. italica: brocoli (CONSUMER 2019).

A partir de esta variedad (italica), existen diferentes tipos de brécoli, que se
diferencian por lo apretado o suelto del brote, teniendo en cuenta el ciclo de
formacion de la planta, desde la siembra hasta su madurez, también, estas

variedades se dividen en tempranas, medias o tardias (Agronegocios 2011).

En México las variedades mas cultivadas de brdcoli son las que se muestran a

continuacioén en la Tabla 1.2.

A nivel mundial México ocupa uno de los primeros lugares como exportador de
brécoli, ya que tan sélo en 2010 se registré una exportacion total de 149.6 millones
de dodlares, teniendo como principales competidores a Guatemala y Ecuador
(Agronegocios, 2011). Asimismo, es importante mencionar que entre el 70 y 80
por ciento del brécoli que se exporta es congelado y el resto fresco (Hidroponia,
2016).
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Tabla 1.2 Variedades de brécoli mas cultivadas en México (Diaz 2001; Zamora 2016; Seminis

2012).
Variedad Caracteristicas
Heritage Brécoli hibrido adaptable a la temporada de transicion calor-frio,
* con planta vigorosa y cabezas atractivas de grano denso verde
0oscuro.
Ironman Brécoli hibrido con planta vigorosa, produce cabezas domadas,

" L

firmes y tolerantes a Tallo Hueco y Ojo de Gato, tiene una
estructura semirecta, con hojas delgadas se adapta a la
temporada de transicion frio- calor.

Tlaloc Q

Se adapta a la temporada de transicién calor humedo (lluvias) a
frio. Produce cabezas domadas, uniformes y de grano mediano
a chico.

Triathlon

Es un nuevo Brécoli de Sakata con clase propia. Triathlon
produce cabezas densas y pesadas, en forma de domo y
uniformes. No produce coloraciéon morada en invierno.

Arcadia

Brécoli robusto y vigoroso de madurez media tardia, con
cabezas abovedadas, pesadas, muy firmes, de color verde
oscuro y con un aspecto unico "esmerilado”. Tolerante al estrés
por frio.

VR
E

De maduracion tardia con domo firme y uniforme, las cabezas
son pesadas desarrollando granos medianos. Se desempefia
bien durante todo el otofio e invierno en el centro de México.

La produccion de brocoli se puede realizar en toda la Republica Mexicana, sin

embrago las areas altamente productivas son la zona centro y zona oriente-centro

(Figura 1.6), donde principales estados productores son: Guanajuato, el cual abarca

el 90 por ciento de las hectareas destinadas para su cultivo, motivo por el que

destaca como principal productor de esta hortaliza con una produccion de 186,093

Ton, seguido de Sonora con 18,375 t, Michoacan con 17,164 Ton, Jalisco con
15,152 Ton y Puebla con 11,862 Ton en el 2018 (SAGARPA, 2018).
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Produccidon de Brocoli en México

Participacian en la
produccidn Macional

M Mas del 50%

B Del6-11%
Del 5-1%
Menos del 1%

Figura 1.6 Produccion de Brocoli a Nivel Nacional en México.

1.2.8.1 Estudios fitoquimicos

Los estudios fitoquimicos de Brassica oleracea var. italica indican que esta planta
sintetiza metabolitos secundarios de tipo fendlico, asi como sus derivados
glucosilados, también se han reportado compuestos de tipo glucosinolato y sus
derivados hidrolizados de tipo isotiocianato. En la Tabla 1.3 se presenta el contenido

metabdlico de esta variedad.
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Tabla 1.3 Contenido metabdlico de Brassica oleracea L. var. italica.

Brassica oleracea var. italica

Polifenoles y derivados glucosilados

Quercetina

Catequina

Isoquercitrina

Kaempferol

Ac. Fertlico

Ac. sinapico

Ac. cafeico

3-O-soporésido de Quercetina

3-0O-sopordsido de Kaempferol

3-O-glucésido de Quercetina

3-0O-glucésido de Kaempferol

Diglucésido de Kaempferol
3-O-sopordsido-7-O-glucésido de kaempferol
1,2-disinapicogentiobiosa
1-sinapoil-2-feruloilgentiobiosa
1,2-diferuloilgentiobiosa

1,2,20 -trisinapoil gentiobiosa
1,2-disinapoil-2-feruloilgentiobiosa

sinapoil-2,20 -diferuloilgentiobiosa
3-0O-diGlucosido-5-O-glucosido de Cianidina
3-0O-(Acil)diglucosido-5-O-glucosido de Cianidina
3-0O-(Acil1)(Acil2)diGlucosido-5-O-glucosido de Cianidina
3-0O-(Acil1)(Acil2)diGlucosido-5-O-(Malonil)glucésido de Cianidina

Referencia

De Nicola et al., 2013; Fiol et al.,2012;
Olsen et al.,2010; Cartea et al. 2011;
Heimler et al. 2006; Moreno et al. 2010;
Price et al. 1998; Vallejo, et al., 2004
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Glucosinolatos

Isotiocianatos

Glucobrasicina
Glucobrasicinsulfonato
Glucoiberina

Progoitrina

Glucorafanina

Sinigrina

Glucoalisina

Glucosinalbina

Gluconapina

Glucoiberverina
4-hidroxiglucobrasicina
Glucoerucina

Glucoberteroina
Gluconasturtina
4-metoxiglucobrasicina
Neoglucobrasicina
3-metilsulfinilpropilo glucosinolato
4-metilsulfinilbutil glucosinolato

Sulforafano

Isotiocianato de bencilo
Isotiocianato de alilo
Isotiocianato de fenitilo
Isotiocianato de glucoerucina
Isotiocianato de B-feniletilo

Referencia

Referencia

Baenas, et al., 2012; Crozier et al. 2007;
Dalotto, 2018; Guriya,et al., 2015;
Rutnakornpituk et al. 2018

Clarke, et al., 2008; Erlacher et al. 2013;
Eunyoung y Gun-Hee 2008; Kntayya et
al. 2018; Li et al. 2010; Li et al. 2016;
Miao et al. 2017; Yeh y Yen 2005;
Zhang,et al., 2003
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1.2.8.2 Estudios farmacologicos (citotoxicos)

Estudios recientes han demostrado que entre los 128 medicamentos contra el
cancer comercializados entre 1981 y 2010, aproximadamente 12 son productos

naturales, y 21 se derivan de estos (Newman, D. J. y Cragg, 2012).

Las plantas pertenecientes a la familia de Brassicas son conocidas en todo el mundo
por su rica composicion bioactiva, que posee efectos principalmente como
antioxidante y anticancerigena. Esta composicion se encuentra resaltada por la
presencia de glucosinolatos que se degradan enzimaticamente por la accién de la
enzima mirosinasa a isotiocianatos, los cuales estan sefialados como los
responsables de darle a estas plantas una pronunciada actividad quimiopreventiva
(Bachiega et al., 2016).

Como ya se ha mencionado, los vegetales pertenecientes a Brassica oleracea como
el brocoli, son conocidos y reconocidos por su actividad antioxidante, asi como
quimiopreventiva, y como su consumo cotidiano tiene efectos sobre el desarrollo del
cancer como lo menciona McCann en su reporte sobre seguimiento del consumo
de brdcoli por mujeres prenopausicas en 2004, en donde se asocia el consumo de
este con la disminucion de casos de cancer de mama prenopausico, ya que se
observo que en la poblacion de mujeres que incluian en su dieta al brécoli los casos
de cancer de mama era menor que en la poblacién que no incluia a este vegetal en

su alimentacion diaria (McCann et al., 2004).

En la Tabla 1.4 se presentan las lineas celulares cancerosas sobre las cuales se ha

evaluado la actividad bioactiva de Brassica oleracea var. italica
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Tabla 1.4 Lineas celulares sobre las cuales se ha probado la actividad de Brassica oleracea var. italica (brécoli).

Brassica oleracea var. italica

Interés

Brotes (extracto)

Semillas (extracto)

Semillas enriquecidas con
Selenio (extracto)

Semillas con 3,5y 7 dias de
germinacion (extracto)

Floracion (extracto)

Forraje (extracto)

Linea celular

Células de cancer de rifidon 786-0
Células de cancer de mama MCF-7
Cancer de colon SW480

Cancer de préstata PC-3

Células de cancer de rifidn 786-0
Cancer de rifidn 786-0

Células de glioblastoma U251

Cancer de prostata PC-3

Cancer de préstata PC-3
Cancer de colon HCT116
Cancer de higado HepG2
Cancer de prostata PC-3

[C] efectiva, ICso, Glso
Glso 123.6 pg/mL
G|50 96.7 pg/mL
[Clef. 2.5mg/mL %inh= 80%
ICs0 38.45 pg/mL
G|50 12.0 pg/mL
Glsg 20.7 pg/mL

G|50 28.5 pg/mL

ICs0 73.7 pg/mL; ICs0 84.56
pg/mL; 1Cs067.17 ug/mL
ICs025.94 pg/mL

ICs03.88 pg/mL

[Clef. 2.5mg/mL %inh= 80%
ICs0 143.29 pug/mL

Referencia
(Bachiega et al. 2016)
(Bachiega et al. 2016)
(Pasko et al. 2018)
(Chaudhary et al. 2014)
(Bachiega et al. 2016)
(Bachiega et al. 2016)

(

Bachiega et al. 2016)

Chaudhary et al. 2014)

Chaudhary et al. 2014)
Motawea et al. 2011)
Pasko et al. 2018)
(Chaudhary et al. 2014)

—_ e~~~

[C] ef: concentracion efectiva ICso: concentracion de inhibicion de proliferacion en un 50% Glso: concentracion de inhibicion de crecimiento en un

50%

24



1.2.9 Brassica oleracea L. var. sabellica: Kale

Kale (Brassica oleracea var. sabellica), es comunmente cultivada en Europa Central
y del Norte, asi como en América del Norte, y pertenece a la familia Brassicaceae y
es una de las formas mas antiguas de la familia de la col, ya que se cree que la col
rizada se ha utilizado como cultivo alimentario desde los principios del afio 2000 a.
C. Los viajeros y migrantes a lo largo de los afios han inducido este vegetal a

diferentes partes del mundo (Neugart et al., 2012).

La col rizada (kale) es un vegetal de hojas verde oscuro (a veces con purpura) que
estan insertas en un tallo unico que va creciendo hacia arriba, y se van cosechando
las hojas mas antiguas (Figura 1.7). Este tallo puede llegar a ser muy largo, de hasta
2 m, y se cosechan las hojas a lo largo de muchos meses. Es una verdura que se
caracteriza por ser facil de cultivar, resistente a temperaturas bajas y producir por
un periodo largo de tiempo (Onegreenplanet, 2016).

Bajo la denominacién de kale se agrupan un interesante grupo de berzas o coles
rizadas que permiten diversificar la produccién, cada uno tiene formas, colores y
tamanos de hoja diferentes, que pueden ser mas lisas, mas redondeadas, mas

curvadas, mas rizadas o mas partidas (Tabla 1.5 ) (Reynoso, 2019, )

Figura 1.7 Brassica oleracea L. var. sabellica: kale.
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Tabla 1.5 Variedades de kale.

Variedad

Caracteristicas

Kale ruso rojo

Hojas planas y largas irregulares. Su color es rojo
con las nervaduras color rojizo- morado. Su sabor
es poco picante pero considerado de los kales mas
dulces.

Kale toscano

Color verdoso azulado. Hojas largas y estrechas.
Al cocinarse no pierde su firmeza. Su sabor es un
poco menos amargo que las otras variedades.

Kale redbor

Su color es rojo/morado oscuro. Las hojas son
rizadas. Utilizada para cocinar y decorar en el
jardin y arreglos florales.

Color verde oscuro y bordes rizados, su sabor es
un poco picante y amargo. Es mejor consumir
hojas jovenes, con sabor menos amargo.

Berza verde
(lisa o rizada)

-
Kale rizado ! ﬁ

Color verde opaco o brillante, depende de la
variedad. Hojas redondas y anchas, puede ser lisa
o rizada.

(Reynoso 2019, Salcedo, 2021, CONDELMED, 2019)

1.2.9.1 Estudios fitoquimicos

A diferencia del brécoli, el kale ha sido poco explorado en cuanto a su contenido

metabdlico, sin embargo, los reportes que se han realizado sefalan que contiene

principalmente polifenoles, polifenoles glucosilados y compuestos organosulfurados

de tipo glucosinolato. A continuacidn, en la tabla siguiente, se enlistan los

metabolitos secundarios reportados para Brassica oleracea L. var. sabellica (Tabla

1.6).
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Tabla 1.6 Contenido metabdlico de Brassica oleracea L. var. sabellica.

Brassica oleracea var. sabellica

Polifenoles

Flavonoides glucosilados

(Olsen et al., 2009; Zhang et al.,

Kaempferol 2003;

Cianidiana Jeon et al., 2018;

Quercetina Bieganska-Marecik et al., 2017;
Catequina © Neugart et al., 2012;

Luteolina ‘5 Schmidt et al., 2010;
Epicatequina § II\:/lraltlianni etlaléo210814;

A 1li o ollica et al., ;

ﬁg ::;I;)Cigo E’ Michalak et al., 2020;

Ayaz et al., 2008;

Ac. cafei’cc') Hahn et al., 2016)
Ac. gentisico

Ac. salicilicos

3-[2-sinapoilglucopiranosil (1,2) glucopiranosido]-7-[glucopiranosil (1,4)

glucopiranosido de Kaempferol (Neugart et al.,2012; Cartea et al.
Tetraglucosido de Kaempferol 2011; Heimler et al. 2006; Moreno
Sinapoil tetraglucosido de Kaempferol et al. 2010; Price et al. 1998;
3-[-2-feruloilglucopiranosil (1,2) glucopiranosido]-7-[glucopiranosil (1, 4) Vallejo, et al., 2004; Olsen et

glucopiranosido] de Kaempferol al.,2010)

Cumaroil tetraglucosido de Kaempferol
3-O-soporésido-7-O-glucésido de kaempferol
1,2-disinapoilgentiobiosa

1-sinapoil-2-feruloilgentiobiosa

3-O-soporotriosa-7-O-glucosa de Kaempferol

3-O- (metoxicafeilo/cafeilo)- soporosa -7-O-glucosa de Kaempferol
3-O- soporésido -7-O-glucosido de Kaempferol

3-O- soporotriosa -7-O- sopordsido de Kaempferol

3-0- sopordsido -7-O- soporédsido de Kaempferol

Referencia
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Glucosinolatos

3-O-tetraglucosa-7-O- soporosa de Kaempferol
3-O-(sinapoil/cafeilo)- soporosa -7-O-glucosa de Kaempferol
3-O- (feruloil/cafeilo)- soporosa -7-O-glucosa de Kaempferol

3-0- soporotriosa de Kaempferol

3-0O-(sinapoil)- soporosa de Kaempferol
3-O-(feruloil)- soporotriosa de Kaempferol
3-O-(feruloil)- soporosa de Kaempferol

3-O- soporosa de Kaempferol

Glucobrasicina
Glucobrasicinsulfonato
Glucoiberina

Progoitrina

Glucorafanina

Sinigrina

Glucoalisina

Glucosinalbina

Gluconapina

Glucoiberverina
4-hidroxiglucobrasicina
Glucoerucina

Glucoberteroina
Gluconasturtina
4-metoxiglucobrasicina
Neoglucobrasicina
3-metilsulfinilpropilo glucosinolato
4-metilsulfinilbutil glucosinolato

Referencia

(Baenas, et. al., 2012; Crozier et al.
2007; Guriya, et al., 2015;
Rutnakornpituk et al., 2018)
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1.2.9.2 Estudios farmacolégicos

El kale al igual que otros miembros del género Brassica ha sido ampliamente
considerado como potencialmente preventivos del cancer (Tabla 1.7). Ya que sus
estudios fitoquimicos han mostrado un perfil metabdlico conformado principalmente
por compuestos de tipo glucosinolato e isotiocianato similar al de los demas

vegetales cruciferos.

Se ha encontrado que varios isotiocianatos presentes en vegetales cruciferos como
el kale, exhiben efectos anticancerigenos contra diferentes tipos de cancer, como el
osteosarcoma, glioblastoma, cancer de mama, prostata, higado, pulmén y colon
(Kim et al., 2009; Talalay y Fahey, 2001; Chang, 2019; Jakubikova, 2005).

Tabla 1.7 Reportes farmacoldgicos del Kale.

Brassica oleracea var. sabellica
Actividad [C] efectiva Referencia

Sikora et al., 2008;
Giorgetti 2018, Ziets 2010

No reportado

Antioxidante 0,1 mM Kasprzak, 2018
33.22 yM Trolox/g Sikora et al.,2012
2.34 - 5.1 mmol de Fe/100 g Olsen 2009
Caco-2
HT-29 10-150 mg de EAG/L Olsen 2012; Clarke 2016
HCT 116

1.2.10 Compuestos organosulfurados

Los productos naturales que contienen azufre se producen en practicamente todos
los organismos vivos. El azufre es un compuesto esencial en el metabolismo
primario y para la biosintesis de varios metabolitos secundarios, como fitoalexinas,
glucosinolatos y aliinas. Ejemplos representativos de compuestos de este tipo
incluyen el aminoacido cisteina y el cofactor enzimatico biotina, acido lipoico, y
tiamina. el antibidtico isopenicilina N, el aceite de mostaza sinigrina, y a-tertienilo,
que esta aislado de las caléndulas (Figura 1.8). Estos compuestos metabdlicos
juegan un papel vital en la fisiologia y proteccion de las plantas contra varios

estreses ambientales (Blazevi'c et al., 2020).
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Como su nombre lo indica, los compuestos organosulfurados son compuestos
organicos que contienen atomos de azufre enlazados a atomos de carbono y se
pueden encuentrar en algunos alimentos horticolas por ejemplo del género Allium,
incluyendo ajo (Allium sativum L.) y cebolla (Allium cepa L.) (Melino et al., 2011) y
también en los vegetales cruciferos como el brécoli (Brassica oleracea L. var. italica
Plenck) y el kale o col crespa o rizada (Brassica oleracea var. sabellica), entre otros.
Ademas, estos compuestos organosulfurados son los responsables del olor y gusto
caracteristicos de estas hortalizas y suelen actuar como mecanismo de defesa ante
depredadores (Begoia de Ancos et al., 2016). Se ha reportado que varios COS
de origen natural son los responsables de muchas propiedades nutricionales,
medicinales y terapéuticas y se han reconocido por sus efectos quimiopreventivos,
contra el cancer de estdmago, colorrectal y de seno (Park y Pezzuto 2002;
Bianchini y Vainio, 2001).
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" y ; OH M
0 . [] F4 . . -
Cisteina S ,,,,,/\/\g Acido lipoico

Biotina

Tiamina

leln

\\\“‘

Isopenicilina N
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s o /
" e Py

Sinigrina %_Tertienilo

Figura 1.8 Compuestos sulfurados del metabolismo primario y secundario (Blazevi'c et al., 2020).
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1.2.10.1 Glucosinolatos

Los glucosinolatos son los principales metabolitos secundarios en muchas especies
de vegetales cruciferos y son considerados pesticidas naturales al ser toxicos para
los insectos. Las verduras cruciferas contienen glucosinolatos estables en las
cantidades de 1.5 a 2 ug / g (Saban, 2018). Estos compuestos organosulfurados
son aniones organicos solubles en agua, que incluyen hasta el momento
aproximadamente 120 compuestos, su estructura quimica corresponde a ésteres [3-
tioglucdsidos N-hidroxisulfato o ésteres (Z)-N-hidroximinosulfato o S-glucopiranosil
tiohidroximatos. Poseen un atomo de azufre unido a una B-D-glucopiranosa y una
cadena lateral (R) sobre el carbono a del grupo imino tal como se observa en la
Figura 1.9 (Fahey et al., 2001; Chise et al., 2006; Suzuki et al., 2006).

o) O

\
o

Figura 1.9 Estructura general de los glucosinolatos.

La cadena lateral los clasifica en glucosinolatos alifaticos, inddlicos y aromaticos
dependiendo de su precursor biosintético, segun sea metionina, fenilalanina o
triptofano, respectivamente (Brown y Morra 1995; Hahn et al., 2016) (Figura 1.10).
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Figura 1.10 Ejemplo de glucosinolatos de acuerdo con la clasificacion A) alifatico B) inddlico.

Los efectos bioldgicos no suelen ser atribuidos a los glucosinolatos directamente,
sino mas bien a productos tales como cianuros organicos isotiocianatos,
oxazolidintionas, y tiocianatos y epitionitrilos que se liberan tras la degradacion
enzimatica por mirosinasa (una B-D-tioglucosidasa,) en presencia de agua o no
enzimatica, dependiente de la temperatura y pH (Vig et al., 2009). Tal como se
observa en la Figura 1.11, en el primer paso de la degradacion la enzima escinde el
glucosinolato para dar un tiohidroximato-O-sulfonato el cual es inestable y una B-D-
glucosa. A través de un reordenamiento Lossen en presencia de la proteina
modificadora del epitioespecificador (ESM) y pH = 7 el aglucén se transforma en el
derivado isotiocianato. Algunos glucosinolatos forman isotiocianatos inestables que
por medio de una ciclacién dan lugar a las oxazolidintionas o a alcoholes a través
de la formacion de un carbocation por la pérdida del grupo tiocianato. La
degradacion a nitrilos se lleva a cabo a pH =4 en presencia de 3 tipos de proteinas,
que son: las formadoras de tiocianato (TFP), las epitioespecificadoras (ESP) y las
especificadoras de nitrilo (NSP). A partir de las agluconas de algunos glucosinolatos
alifaticos insaturados la proteina ESP en combinacion con la TFP, promueve la
formacion de epitionitrilos. Por otro lado, las proteinas TFP también promueven la
formacion de tiocianatos a partir de glucosinolatos como el de bencilo o el de 4-

metilsulfanilbutilo. (Hanschen et al., 2014).
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Algunos ejemplos de productos de hidrdlisis de los glucosinolatos incluyen al indol-
3-carbinol y al di-indolilmetano, los cuales poseen propiedades como antifungicos
antibacterianos y anticancerigenos y actuan por diversos mecanismos para prevenir
el cancer. Otro ejemplo es el sulforafano, el cual aumenta la actividad de las
enzimas de fase Il, donde el indol-3-carbinol aumenta las isoenzimas de fase | y
detiene las células cancerosas en la fase G1 del ciclo celular. El di-indolilmetano
inhibe la invasion de células cancerosas y neoriogénesis tumoral (Moon y Talreja
2016).

Glucosinolato Intermediario D-glucosa
o 0 [ ]
% o SH on
OH NS Mirosinasa o
R
| T \ I + HO N\ _oH
HO o) S N HZO —0—S=0 HO
HO T/ J)e H
H

\ .
v s O,
R” T NC=N . _C=N . /N§C

s S

Epitionitrilo Tiocianato Nitrilo Isotiocianato Oxazolidintiona

Figura 1.11 Hidrdlisis de glucosinolatos por la enzima mirosinasa y sus diferentes productos de
hidrdlisis (Rask et al. 2000).

1.2.10.2 Isotiocianatos

Los isotiocianatos (ITC) son producto de degradacién de los glucosinolatos siendo
su estructura general R—-N=C=S, donde R puede ser de tipo inddlico, aromatico o
alifatico, dependiendo del aminoacido precursor del cual provenga el glucosinolato

(Satyavan, 1989; Wu et al., 2009). La familia Brasicaceae es conocida por su alto
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contenido de ITC, se sabe que se encuentran presentes en verduras en cruciferas

como el brocoli y kale (Figura 1.12) (Kala et al.,2018).

Se conoce que estos compuestos ayudan a disminuir el riesgo de enfermedades
degenerativas asociadas con el consumo de verduras ya que se ha demostrado que
muchas ITC previenen la carcinogénesis mediante la desintoxicacion mejorada de
carcinégenos reactivos a través de la induccién de enzimas de fase Il como glutation
S-transferasas, NAD(P)H: quinona reductasa, hidrolasa de epdxido y UDP-
glucuronosil-transferasas. Los ITC también bloquean activacion del carcindbgeno
mediante la reduccion de los niveles de expresion de las enzimas de la fase | y de

estimular la apoptosis de las células dafiadas (Zhang, 2004; Fahey et al., 2001)

0 S s s S
S~ AN NN
Sulforafano Alil isotiocianato Erucina

N"

Bencil isotiocianato gy
Fenetil isotiocianato

Figura 1.12 Isotiocianatos reportados en vegetales cruciferos (Kala et al.,2018).

En la siguiente tabla se muestran los estudios farmacolégicos sobre lineas celulares
de canceres humanos reportados para isotiocianatos, algunos de ellos reportados

en vegetales cruciferos de Brassica oleracea L. (Tabla 1.8)
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Tabla 1.8 Efecto citotoxico de Isotiocianatos en lineas celulares de cancer.

Isotiocianatos

Interés

Sulforafano

Isotiocianato de bencilo
Isotiocianato de alilo
Isotiocianato de fenitilo
Isotiocianato de glucoerucina
Isotiocianato de beta feniletilo

Linea celular

Colon

SW620

Caco-2

HCT116

HT-29

Mama

MCF-7

SUM159

Higado HepG2

Prostata
DuU145

LnCap
Glioblastoma
U251

u87

Gastrico
AGS

MKN45

Pancreas CMC
Higado HepG2
Higado HepG2
Higado HepG2
Higado HepG2
Higado HepG2

[C] efectiva, ICso, Glso

[C] ef. 20uM
[Clef. 20uM
[Clef. 15 uM
[Clef. 15 uM, IC,: 35 uM, IC,: 42.3 UM

IC,,: 41.1 UM, IC,: 16 pmol/L

IC,,: ~10 pmol/L

IC,, 150 pug/mL, IC,, 125 pug/mL, IC,  6.13 uM, IC_, 12.8
uM, IC, 65.20 pM, IC,, 79.65 UM, IC,, 192.71 uM, IC,
40 uM

[Clef. 10uM
[Clef. 10uM

[Clef. 40 M, 1C50: 28.91 pM
[Clef. 40 UM, 1C50: 26.60 uM

: 112 pyg/mL

IC..: 125 ug/mL

IC.:10-15 uM

:7.30 uM

:11.20 uM

IC.,: 23.18 uyM

IC..: 10 uM, ICs0 35.50 Mm
: 24.60 pM

Referencia

Khoobchandani
2013, Zhang
2003,
Sanoghong
2015, Suddek
2013, Yeh 2005,
Maiyo 2016,
Gowtham 2011,
Lamy 2013,
Efstathiou 2014,
Perles 2011
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1.2.10.3 Fitoalexinas

Las fitoalexinas cruciferas son compuestos de tipo indol que fueron descritas por
primera vez por Muller y Borger en 1940, en un estudio que realizaban sobre la
interaccion entre Phytophthora infestans y Solanum tuberosum (Garcia y Pérez,
2003; Pedras y Ahiahonu, 2005). Muchos de estos compuestos son derivados de
la ruta biosintética de los fenilpropanoides y estructuralmente son muy diversos, asi
como sus actividades biolégicas (Jahangir et al., 2009). Tienen bajo peso molecular
algunos actuan como compuestos antimicrobianos (Pedras y Ahiahonu, 2005;
Ahuja et al., 2012) y se consideran parte del mecanismo de defensa de las plantas
(Ortuino et al., 2006) asi como elementos clave en el mecanismo de resistencia a
infeccion (Hammerschmidt, 1999). Son sintetizadas por angiospermas vy
dicotiledoneas, en 16 familias, siendo las familias Brassicaceae, Leguminosae y
Solanaceae, en las cuales se han identificado mas fitoalexinas (Garcia y Pérez,
2003; Ahuja et al., 2012).

Las fitoalexinas que pertenecen a la familia Brassicaceae, segun Takasugi et al.
(1986), tienen una estructura unica, que esta conformada por un anillo indol, que
presenta sustituciones en el carbono 3, asi como adiciones de atomos de azufre y
nitrogeno (Harbone, 1999; Pedras y Ahiahonu, 2005; Ahuja et al., 2012).
Ademas, algunas fitoalexinas pertenecientes a la familia presentan un grupo
tiocarbamato (Islam, 2008) o ditiocarbamato, El primer reporte de una fitoalexina
identiicada en la familia Brassicaceae se hizo en 1986 (Takasugi et al., 1986;
Islam, 2008), actualmente se tiene conocimiento de 44 tipos de fitoalexinas (Ahuja
et al., 2012), dentro de las cuales se encuentran, la wasalexina A aislada de
Wasabia japonica (Pedras et al., 1999), la caulilexina C, aislada de B. oleracea
(Pedras et al., 2006), la brasilexina de B. rapa, la camalexina de A. thaliana, la
ciclobrasinina, la metoxibrasinina, la espiobrasinina, el 3-indolecarbaldehido
(Takasugi et al., 1987; Pérez y Pérez, 2004), el brasicanal A (Pedras et al., 2005)

y brasitina que fue aislada de Raphanus sativus (Monde et al., 1995) (Figura 1.13).
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Figura 1.13 Fitoalexinas aisladas de productos naturales.

Las fitoalexinas han sido empleadas en formulaciones de agroquimicos sintéticos
utilizados como fungicidas y herbicidas (Pedras y Ahiahonu, 2005; Glawisching,
2007). Se ha determinado que las fitoalexinas son toxicas para una amplia gama de
microorganismos fitopatdégenos tales como hongos y bacterias, asi como para
herbivoros (Marinelli et al., 1995). Algunas de las especies que se reportan
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susceptibles son Puccina coronata (Ebel, 1986), Penicillium digitatum (Carbajo,
2004), Phytophthora infestans (Ahuja et al., 2012), Botrytis cinerea (Pedras y
Ahiahonu, 2005).

1.2.11 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles (CP) son fitoquimicos naturales del
metabolismo secundario de las plantas originados por la via del acido shikimico y
de los fenilpropanoides. Se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal
en vegetales, frutas, cereales, leguminosas y bebidas. En las plantas cumplen
funciones de proteccién contra los rayos UV, ataque de patégenos como bacterias,
hongos y virus, asi como danos fisicos, quimicos y mecanicos, ademas los CP son
los responsables de los sabores astringentes y amargos de los alimentos (Scalbert
et al., 2005).

Los compuestos fendlicos contienen en su estructura al menos un anillo aromatico
fenol unido a uno 0 mas grupos hidroxilos, ademas pueden estar asociados con
hidratos de carbono y acidos organicos, asi como entre ellos mismos, en
consecuencia, existen moléculas fendlicas simples hasta compuestos fendlicos
altamente polimerizados. Naturalmente los encontramos conjugados con mono y
polisacaridos unidos con uno o mas polifenoles (Vuolo et al., 2018). Se han
identificado mas de 8000 compuestos fendlicos, se pueden clasificar en distintos
grupos en funcion al numero de anillos fenol que poseen y de los elementos
estructurales que se unen entre si, por lo tanto, dependiendo de su estructura se
clasifican en fenoles simples, acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas,

lignanos y taninos (Tabla: 1.9).

Actualmente los compuestos fendlicos son un tema de gran interés debido a sus
efectos potencialmente benéficos para la salud los cuales incluyen propiedades
anticancerigenas, antioxidantes, antitromboéticos, anticoagulantes, antialérgicos,
antiaterogénicas y antiinflamatorias, ademas estan involucrados en la prevencion

de enfermedades créonicas como enfermedades cardiovasculares, diabetes,
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obesidad, enfermedades neurodegenerativas entre otras (Ozdal T et al., 2016). La

propiedad antioxidante que ejercen los polifenoles es mayor o similar a la que ejerce

la vitamina E, y esta relacionada con su capacidad de quelacion de metales y

captacion de radicales libres, la cual es brindada por la presencia de grupos

hidroxilos y a la presencia de los dobles enlaces en el anillo aromatico (Tresserra-

Rimbau et al., 2018).

Tabla 1.9 Clasificacion de compuestos fendlicos (Shahidi F, Ambigaipalan P. 2015).
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1.2.12 Quimioinformatica

El desarrollo paralelo de la ciencia computacional y la tecnologia informatica ha
permitido innumerables avances en muchos campos. La quimioinformatica se
ocupa de la aplicacion de métodos computacionales para abordar problemas
quimicos, con especial énfasis en la manipulacion de informacion quimica
estructural; esta estrechamente relacionada con la quimica computacional, la
quimiometria e incluso con la bioinformatica (Medina-Franco et al., 2009, Leach y
Gillet. 2007); el término se introdujo a fines de la década de 1990 y las definiciones

mas aceptables son las siguientes:

Quimioinformatica: es la combinacion de recursos informaticos para transformar
los datos en informacion y la informacion en conocimiento, con el propésito de tomar
mas rapidamente mejores decisiones en el campo de la identificacidon y optimizacidn

de medicamentos (Brown 1998).
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B) Quimioinformatica: es un término genérico que engloba el disefo, creacion,
organizacion, gestion, recuperacion, analisis, difusion, visualizacion y uso de

informacion quimica (Paris 2000).

La quimioinformatica es uno de los mejores ejemplos sobre como los datos
producen informacién que a su vez promueve el conocimiento, a través del cual es
posible el proceso de investigacién y desarrollo en la industria farmacéutica y afines.
Estas nuevas tecnologias permiten un mejor uso de recursos y del tiempo invertido
en el proceso de identificacion, desarrollo y optimizacion de nuevos medicamentos
al combinar de manera cientifica las herramientas informaticas y tecnologicas con
la comprension tridimensional y transformacién de la quimica organica, aplicada a
la investigacion terapéutica principalmente (Martinez-Mayorga y Medina-Franco.
2009, Peniche-Trujillo, 2011).

1.2.12.1 Recursos informaticos

Uno de los logros mas importantes de la quimioinformatica es la construccion de
bases de datos, que ha hecho posible almacenar y recuperar informacion quimica
de multiples compuestos (Engel y Gasteige. 2018), representados en 2D y 3D, a
través de las cuales por similitudes estructurales se puede realizar el trabajo
predictor para el comportamiento y potencial de nuevas moléculas, actualmente la
investigacion, no puede prescindir de utilizar estas herramientas, ya que nos ayudan
a interpretar el comportamiento de las moléculas y sus diferentes potenciales, a

través de las predicciones de sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

A través de la quimioinformatica, las bases de datos también nos pueden apoyar en
la busqueda de nuevas rutas de sintesis, asi como en las mejoras de estas, o el
disefio de compuestos novedosos, con mayor potencial de aplicacién. Ademas,
actualmente algunas bases de datos proporcionan predicciones para la elucidacion
estructural, blancos moleculares terapéuticos y uniones proteina-ligando que nos
ayudan a identificar puntos y mecanismos de accion, todo esto, revolucionando,

principalmente la busqueda, el disefio y el descubrimiento de nuevos compuestos
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bioactivos (Engel y Gasteige. 2018). Un par de ejemplos de bases de datos

quimicas y farmacologicas son:

DrugBank (DB): es una base de datos en linea completa y de acceso gratuito que
contiene informacion sobre medicamentos y objetivos de medicamentos. Como
recurso bioinformatico y quimioinformatico, combina datos detallados de farmacos
(es decir, quimicos, farmacolégicos y farmacéuticos) con informacion completa del
objetivo del farmaco (es decir, secuencia, estructura y via). Esta base de datos es
ampliamente utilizada por la industria farmacéutica, los quimicos medicinales, los
farmacéuticos, los médicos, los estudiantes y el publico en general. Debido a su
amplio alcance, referencias completas y descripciones de datos detalladas,
DrugBank esta permitiendo avances importantes en la industria de la medicina
basada en datos (Wishart et al., 2018) (https://go.drugbank.com/).

Protein Data Bank (PDB): se establecié como el primer recurso de datos digitales
de acceso abierto en toda la biologia y la medicina En la actualidad, es un recurso
mundial lider para datos experimentales que son fundamentales para el
descubrimiento cientifico. A través de un portal de informacion de Internet y un
archivo de datos descargables, el PDB proporciona acceso a datos de estructura
3D para grandes moléculas bioldgicas (proteinas, ADN y ARN). Estas son las
moléculas de la vida que se encuentran en todos los organismos del planeta y
conocer la estructura 3D de una macromolécula biolégica es fundamental para
comprender su papel en la salud y las enfermedades humanas y animales, su
funcidén en las plantas y la produccién de alimentos y energia, y su importancia para
otros temas relacionados con la prosperidad y la sostenibilidad global. La Visién de
RCSB PDB es permitir el acceso abierto al conocimiento acumulado de la
estructura, funcion y evolucion 3D de macromoléculas bioldgicas, expandiendo las
fronteras de la biologia fundamental, la biomedicina y la biotecnologia (Berman et
al., 2000) (https://www.rcsb.org/).

Por otro lado, la quimioinformatica ha madurado hasta convertirse en una disciplina
cientifica propia y unica, cuenta con muchas aplicaciones en todas las areas de la
42
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quimica y en campos relacionados, siendo uno de sus papeles mas importantes, su
participacion en el disefio de compuestos quimicos, algunos de ellos inspirados en
productos naturales (Medina-Franco et al., 2009) Algunos ejemplos de bases de

datos de productos naturales son:

Natural Products Online: es un proyecto de cdédigo abierto para el
almacenamiento, busqueda y analisis de productos naturales (PN). La version
actual alberga COCONUT, una coleccion de productos naturales abiertos y uno de
los recursos mas grandes y mejor equipados para PN disponibles de forma gratuita
y sin ninguna restriccion (Bedane y Singh, 2015)

(https://coconut.naturalproducts.net/search/structure).

FooDB: es una base de datos publica de la quimica y biologia de componentes
alimentarios. También proporciona informacién sobre macronutrientes y
micronutrientes, como los constituyentes que dan a los alimentos su sabor, color,
gusto, textura, aroma, asi como nomenclatura de compuestos, descripcion,
informacion estructural, clasificacidon quimica, datos fisicoquimicos y fuentes
alimenticias (FooDB, 2021) (https://foodb.ca/).
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1.3 Justificacion

El cancer es un problema de salud publica, es la principal causa de muerte en todo
el mundo, en 2020 se atribuyeron a esta enfermedad alrededor de 10 millones de
defunciones siendo los canceres causantes de mayor numero de muertes el de
pulmén, colorrectal, hepatico, gastrico y de mama (OMS, 2022). Actualmente en
México es la cuarta causa de muerte. Al ser un problema de salud publica que
afecta de manera indistinta a la poblacion se considera de vital importancia la
busqueda de nuevos agentes terapéuticos y o coadyuvantes que ayuden a

proporcionar una mejor calidad de vida al paciente oncoldgico.

Estudios recientes han proporcionado evidencia de que los llamados alimentos
funcionales poseen beneficios nutricionales y en algunos casos contienen
componentes bioactivos con propiedades antimutagénicas y anticancerigenas; por
lo que la dieta se ha convertido en una alternativa en la busqueda de nuevos

agentes quimiopreventivos y/o paliativos.

Dentro de los alimentos funcionales, se encuentran los vegetales tales como los
cruciferos de Brassica oleracea L. (brécoli, kale, etc.) que son reconocidos por su
actividad antioxidante, quimiopreventiva y anticancerigena, atribuidas
principalmente a la presencia de metabolitos secundarios de tipo glucosinolato, sus

derivados (isotiocianatos) y compuestos fendlicos.

Por lo tanto, sobre las bases de las ideas anteriormente expuestas, en el presente
trabajo se ha propuesto, a partir de extractos metandlicos de los vegetales
cruciferos de Brassica oleracea L., brocoli y kale, encontrar metabolitos
secundarios con actividad citotoxica sobre lineas celulares de cancer. Asi mismo
realizar un estudio quimioinformatico que nos permita determinar los posibles
blancos terapéuticos y el potencial farmacoldgico de los compuestos mas

representativos de los vegetales cruciferos.
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1.4 Hipobtesis

Los extractos metandlicos de las variedades italica (brocoli) y sabellica (kale) de
Brassica oleracea L., contendran metabolitos secundarios que presentaran

actividad anticancerigena in silico e in vitro.
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1.5 Objetivo general

Obtener metabolitos secundarios puros de tipo fendlico y/o derivados de
compuestos organosulfurados a partir de los vegetales cruciferos, brocoli (Brassica
oleracea L. var. italica) y kale (Brassica oleracea L. var. sabellica) que presenten
actividad citotdoxica. Asi como realizar un estudio quimioinformatico de los
metabolitos secundarios de mayor interés farmacoldgico en estas variedades

vegetales.

1.6 Objetivos especificos

> Obtener los extractos metandlicos a partir del bagazo y material fresco de
las variedades vegetales de Brassica oleracea L. (brocoli y kale).

> Evaluar la actividad citotéxica de los extractos sobre lineas celulares de
cancer de prostata (PC3), higado (Hep3B) y cervicouterino (HelLa).

> Aislar y purificar los metabolitos presentes en los extractos activos utilizando
técnicas convencionales de cromatografia.

> Caracterizar los compuestos puros mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas.

> Determinar la Clso de los compuestos puros sobre las lineas celulares mas
activas.

> Realizar un estudio quimioinformatico de metabolitos secundarios distintivos
de Brassica oleracea L.

> Contribuir al enriquecimiento quimico-farmacologico de brocoli y kale como

alimentos funcionales.
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CAPITULO Il

“El conocimiento cientifico debe ser objetivo y, por tanto, sincero”.

<Louis Pasteur>

Estudio quimico-farmacolégico
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Esquema 2.1 Metodologia general del estudio quimico-farmacologico.
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2.1.1 Establecimiento de los cultivos de las variedades de Brassica oleracea
L.

2.1.1.1 Cultivo de brécoli

La produccion de las plantas de Brassica oleracea L. var. italica (brécoli variedad
comercial Tlaloc) se realizé en condiciones de campo abierto en el Campo Agricola
Experimental de la Universidad Autbnoma Chapingo bajo la supervision del Ing.
Raul Jacinto Mata del departamento de Olericultura de la unidad académica de
Fitotecnia. Se realiz6 la cosecha del vegetal crucifero de Brassica oleracea L. var.
italica (brécoli) el dia 9 de diciembre de 2019.

Los cultivos se establecieron mediante siembra directa en charolas de poliestireno
de 200 cavidades x 25 mL; las semillas se sembraron a 2 cm de profundidad y 0.5cm
de compacta el dia 26 de septiembre de 2019; como sustrato se utilizé6 una mezcla
de COSMOPEAT (TURBA) con vermiculita fina; una vez germinadas fueron regadas
con la solucion nutritiva universal de Steiner al 30% y las 3 semanas posteriores con
la misma solucion al 50%. El dia 7 de octubre de 2019 las plantas fueron
trasplantadas a siembra directa en suelo a temperatura y precipitacion normales
promedio de 16.03 ° C y 49.8 mm respectivamente, se realizé una fertilizacién
fraccionada al suelo durante la siembra, riegos oportunos y control de plagas y
enfermedades con Tricoderma (Figura 2.1). La cosecha se realiz6 74 dias
posteriores a la siembra y se cosecharon pellas de 7 cm de diametro de plantas de
65 cm de ancho y 51 cm de alto, las cuales fueron colectadas en costales de nylon

para su transporte a la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos.

Figura 2.1 Cultivo en campo abierto de brocoli, y dimensiones de las plantas cosechadas.
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2.1.1.2 Cultivo de kale

El 17 de julio de 2019 se realiz6 la compra de las semillas de Brassica oleracea L.
var. sabellica (kale) variedad comercial green rizado con numero de lote 18368602,
en la comercializadora Hydro envirment. La produccion de las plantas de Brassica
oleracea L. var. sabellica (kale) se realiz6 en condiciones de invernadero en el
Campo Agricola Experimental de la Universidad Autonoma Chapingo bajo la
supervision del Dr. Efrain Contreras Magafia del departamento de Agricultura
protegida de la unidad académica de Fitotecnia. Se realizo la cosecha del vegetal

crucifero de Brassica oleracea L. var. sabellica (kale) el dia 14 de octubre de 2019.

Los cultivos se establecieron mediante siembra directa en charolas de poliestireno
de 200 cavidades x 25 mL; las semillas se sembraron a 2 cm de profundidad el dia
3 de agosto de 2019; como sustrato se utilizo una mezcla de PEAT MOSS
Sphagnum (TURBA) con perlita (75:25 v/v respectivamente); una vez germinadas
fueron regadas con una solucion nutritiva compuesta de las siguientes
concentraciones de elementos minerales en mg/L: N=60, P=25, K=80, Ca=90, Mg=
20y S=60. El dia 5 de septiembre de 2019 las plantas fueron trasplantadas a bolsas
de polietileno negro de 18 L de capacidad, que contenian arena de tezontle con
particulas menores a 4 mm de diametro; finalmente en la etapa de produccion de la
planta se regaron con una solucion nutritiva con las siguientes concentraciones de
elementos minerales en mg/L: N=120, P=50, K=160, Ca=180, Mg= 40 y S=120
(Figura 2.2). La cosecha se realiz6 72 dias posteriores a la siembra y Se cosecharon
las hojas adultas de entre 25 a 30 cm de tamafio y de coloracién verde intenso de
las plantas de kale, las cuales fueron cortadas a partir del peciolo y colectadas en

costales de nylon para su transporte.
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Figura 2.2 Plantulas de Kale y plantas adultas para cosecha.

2.1.2 Consideraciones generales de estudio fitoquimico

Para el fraccionamiento primario y purificacion de compuestos se utilizé
cromatografia en columna abierta y gel de silice (230-400, 70-230 mesh; Merck). El
monitoreo del fraccionamiento se realiz6 mediante cromatografia en capa fina fase
normal (60 F2s4; Merck). Tanto la silica gel como las cromatoplacas utilizados fueron
de grado comercial y se utilizaron como tal. Los reveladores que se utilizaron fueron
sulfato cérico amoniacal, uv A= 254, A= 366 y a-naftol; los disolventes utilizados
fueron destilados previos a su uso, y deshidratados utilizando sulfato de sodio

anhidro.

Los espectros de RMN se adquirieron en equipos Jeol ECZ 600R (600 MHz para 'H
y 150 MHz para '3C). Los desplazamientos quimicos (5) se enumeran en ppm y las
constantes de acoplamiento (J) en Hertz, las multiplicidades se indican como
singlete (s), doblete (d), triplete (t), cuarteto (q), doble de doble (dd), doble de doble
de doble (ddd), doble de triple (dt), multiplete (m) y singlete ancho (brs). CDCls y
CD3sOD se usaron como solventes y se referenciaron a MesSi (0 ppm). Las
caracterizaciones estructurales se llevaron a cabo utilizando una combinacion de
experimentos 1D 'H, 13C y 2D (HSQC, HMBC, COSY).

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro de masas JEOL MS-
700 de alta resolucién utilizando la técnica de ionizacion quimica. Los espectros IR

se midieron con un espectrometro infrarrojo de transformada de Fourier NICOLET
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6700 y se midieron en el rango de 4000-525 cm™" usando el accesorio Smart iTR

con un cristal ATR de diamante.

2.1.3 Estudio fitoquimico

El material vegetal de ambas variedades de Brassica oleracea L. (italica 'y sabellica)
fueron sometidos a un lavado por duplicado utilizando unicamente agua,
posteriormente se colocaron en un escurridor para eliminar el exceso de agua y
finalmente se extendieron en papel craff para terminar el secado. Ambos se
trabajaron en condiciones de bagazo (pella <italica> y hoja <sabellica>) y en fresco

(hoja <italica> y hoja <sabellica>).

2.1.3.1 Obtencién del bagazo de brécoli y kale

Para la obtencion del bagazo del material vegetal de la variedad italica (6.06 kg) y
la variedad sabellica (8.00 kg) se realizé una extraccion utilizando un extractor de
jugos marca TURMIX. Obteniéndose ademas del bagazo que se destind para
someterse a extraccidn por maceracion, el jugo de brocoli (1.50 L, 24.70 %) y de
kale (2.10 L, 26.25%).

2.1.3.2 Obtencion de los extractos

El bagazo de brocoli (4.51 kg, 74.30 %) y el de kale (5.23 kg, 65.39%) fueron
extraidos de manera independiente por una maceracién unica, utilizando metanol al
100 % durante 72 h a temperatura ambiente, y por triplicado. Por otro lado, el
material vegetal fresco de brocoli (2 kg) y el de kale (2 kg) fueron cortados en trozos
de aproximadamente 0.7 - 10 mm de ancho y sometidos a extraccion via
maceracion con metanol al 100 % a temperatura ambiente durante 72 h y por
triplicado. Pasado el tiempo de maceracion, el disolvente de los 4 extractos se
eliminé a presion reducida utilizando un rotaevaporador BUCHI, una vez secos

fueron pesados para determinar los rendimientos.
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A partir de este apartado los extractos de cada variedad recibira las claves que a

continuacion se muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Extractos obtenidos.

Material vegetal Clave Rendimiento (g) Rendimiento (%)

Bagazo de brocoli BB-01 130.50 2.89
Hoja de brécoli BH-02 164.50 8.22
Bagazo de kale KB-01 224.20 4.50
Hoja de kale KH-02 117.4 5.87

2.1.3.3 Fraccionamiento grueso de los extractos

A cada uno de los extractos se les realizaron repetidas extracciones con metanol, a
fin de separar la parte alcohdlica de la parte soluble en agua. Una vez obtenida la
parte soluble en metanol (BB-01-EM, 50.16 g; BH-02-EM, 66.90 g; KB-01-EM,
125.60 g; KH-02-EM, 62.20 g), se llevo a cabo una biparticion en un embudo de
separacion utilizando una mezcla 1:1 hexano-metanol para obtener la fraccion
hexanica como se muestra en el Esquema 2.2 y las fracciones resultantes del

fraccionamiento grueso se encuentran en la Tabla 2.3

! !1 )
o <
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5 » |}
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2 / \ x| \
(G (s gy
Extraccion Fraccion Parte 1:1 Biparticion Fraccion Fraccion
metandlica acuosa metandlica Hex-MeOH metandlica hexanica

Esquema 2.2 Extraccion para la obtencion de la fraccién de hexano, metanol, y acuosa.
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Tabla 2.3 Rendimiento del fraccionamiento grueso de BB-01, BB-02 KB-01 Y KH-02.

Fraccion (%) R/M.V. (%)R/E. MeOH

BB-01
BB-01-H 0.07 2.41
BB-01-M 1.1 48.38
BB-01-A 1.39 50.72
BH-02
BH-02-H 0.17 2.03
BH-02-M 3.31 60.24
BH-02-A 4.27 51.91
KB-01
KB-01-H 0.18 4.16
KB-01-M 2.40 56.02
KB-01-A 1.69 40.1
KH-02
KH-02-H 0.17 3.00
KH-02-M 3.11 52.98
KH-02-A 1.67 28.53

BB-01: extracto de bagazo de brocoli; BH-02: extracto de hoja de brécoli;
KB-01: extracto de bagazo de kale; KH-02: extracto de hoja de Kale;
H: fase de hexano; M: fase de metanol; A: fase acuosa.

A partir de las evaluaciones citotoxicas (ver seccion 2.2.1) de los 4 extractos de
brécoli y kale, se continuo con la purificacidn unicamente de los extractos que
resultaron activos (BB-01, BH-02, KH-02), la cual se encuentra descrita a partir de

la seccion 2.1.3.5.

2.1.3.4 Determinacion de la composicion quimica mediante CG-EM

El estudio fitoquimico de ambos vegetales partié con la determinacién de los
componentes quimicos volatiles presentes en las fracciones de hexano (BB-01-H,
BH-02-H, KB-01-H y KH-02-H) a través de un analisis de CG-EM utilizando de 2 mg
de cada muestra disueltos en 0.5 mL de CH2Cl2; el equipo utilizado fue un
cromatégrafo de Gases Agilent Technology modelo 6890 plus, acoplado a un
espectrofotometro de masas 5973N, el modo de ionizacion es por Impacto

Electréonico (IE). La determinaciéon se realizé por comparacion de identidad
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eligiéndose asi los compuestos que cumplian con un criterio de similitud de 280%
con la biblioteca NIST (version 1.7a, 2000).

2.1.3.5 Aislamiento de metabolitos secundarios presentes en BB-01-M

La fracciéon metandlica del bagazo de brocoli BB-01-M (48.0 g) se fraccion6 a través
de cromatografia en columna (® 9 cm x 60 cm, 300 g 230-400 mesh; Merck); el
sistema de elucién fue CH2Cl2:MeOH con incrementos en gradiente del 15 % hasta
llegar me metanol puro, posteriormente se realiz6 el lavado con 80:20 MeOH:H20.
A partir de este fraccionamiento se obtuvieron 36 sub-fracciones de 250 mL cada
una, las cuales fueron reunidas en 8 grupos de acuerdo con su similitud observada

en cromatografia en capa fina (CCF) (Tabla 2.4).

Tabla 2.4 Fraccionamiento cromatografico de BB-01-M.

Reunién Sistema de elucién (%) CH,Cl.:MeOH Clave Peso
1 100:00 BB-01-M-1  0.39¢g
2-7 100:00 BB-01-M-2 0.29¢
8-9 85:15 BB-01-M-3 2.30g
10-14, 18-26 85:15->00:100 BB-01-M-4  24.00 g
15-17 70:30 BB-01-M-5 2.70g
27-35 80:20* BB-01-M-6  16.51 g
36 80:20* BB-01-M-7 1.80 g

*MeOH:H20

El grupo BB-01-M-2 (291.0 mg) fue purificado mediante cromatografia en columna
(® 3 cm x 60 cm, 15 g silica flash, 70—230 mesh; Merck) utilizando un sistema de
gradiente al 10 % con n-hexano:AcOEt; como resultado en sistema 90:10 n-
hexano:AcOEt se obtuvieron 5 mg del compuesto 1-metoxi-1H-indol -3-acetonitrilo
conocido coloquialmente como caulilexina C (10) y 5 mg del compuesto 3-
indolacetonitrilo (11). Los compuestos aislados fueron identificados con base a la
evidencia espectroscopica de RMN de 1y 2D, EM e IR.
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c=N 1-metoxi-1H-indol-3-acetonitrilo o caulilexina C (10) se

obtuvo como un liquido color naranja. '"H NMR (600 Hz,

A\ CDCls) & 7.56 (dt, J = 8.01, 0.96, 0.96 Hz, 1H, H-5), 7.45 (dt,
J=8.26,0.93,0.93 Hz, 1H, H-8), 7.31 (m, 2H, H-7, H-2), 7.18
b (ddd, J = 8.04, 7.01, 1.02 Hz, 1H, H-6), 4.08 (s, 3H, H-13),

(10)

3.79(d, J=1.09 Hz, 2H, H-10ay). C NMR (150 MHz, CDCls)
0 132.42 (C-9), 123.30 (C-7), 122.50 (C-4), 121.80 (C-2), 120.50 (C-6), 118.40 (C-
5), 118.02 (C-11), 108.70 (C-8), 100.40 (C-3), 66.20 (C-13), 14.39 (C-10) ppm. EM-
IQ m/z 186 calculado para C10HsN20. El espectro de ATR IR presenta una banda vs
= 2248.56 cm-1 correspondiente al grupo funcional C=N. La identidad de este
compuesto fue corroborada con los datos descritos en la literatura (Takasugi et al.,
1986, Kang et al., 2018).

c=N indol-3-acetonitrilo (11) se obtuvo como un liquido de color
naranja. "H NMR (600 MHz, CDCI3) & 8.17 (s,1H, NH), 7.59

AN (dd, J=7.92, 0.86 Hz, 1H, H-5), 7.40 (dt, J=8.18, 0.82, 0.82,
Hz, 1H, H-8), 7.25 (ddd, J = 8.18, 7.06 1.12, Hz, 1H, H-7),

7.23 (ddd J = 2.32,1.12, 1.07 Hz, 1H, H-2), 7.18 (ddd, J =

8.00,7.10, 0.99 Hz, 1H, H-6), 3.84 (d, J=1.0 Hz, 2H, H-10ap).

13C NMR (150 MHz, CDCl3) & 136.35 (C-9), 126.08 (C-4), 123.04 (C-7), 122.83 (C-
2),120.37 (C-6), 118.33 (C-11), 118.19 (C-5), 111.61 (C-8), 104.91 (C-3), 14.53 (C-
10). EM-1Q m/z 156 calculado para CioHsN2. El espectro de ATR IR presenta una

banda vs = 3405.09 cm™' correspondiente al grupo NH y una vibracion a 2250.92

H
(1)

cm™' perteneciente a C=N.

2.1.3.6 Aislamiento de metabolitos secundarios presentes en BH-02-M

La fraccion de metanol del extracto de hoja de brocoli BH-02-M (60.0 g) se sometid
a fraccionamiento cromatografico usando una columna (® 9 cm x 60 cm) empacada

con 400 g de silica gel 60 Merck (230-400 mesh), y como fase mévil una mezcla de
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CH2Cl2:MeOH con gradiente de polaridad del 15 % (100:00->00:100) como
resultado se obtuvieron 55 sub-fracciones de 500 mL cada una, mismas que fueron
reunidas en grupos de acuerdo con las caracteristicas observadas en CCF (Tabla

2.5); finalmente este fraccionamiento cromatografico dio lugar a 10 grupo de

fracciones.
Tabla 2.5 Fraccionamiento cromatografico de BH-02-M.

Reunién Sistema de elucién (%) CH.Cl,:MeOH Clave Peso
1 100:00 BH-02-M-1 0149
2-8 100:00 BH-02-M-2 017g
9-16 100:00 BH-02-M-3 0.36 g
17-20 90:10 BH-02-M-4 2.70g
21-24 80:20 BH-02-M-5 403 g
25-27 80:20, 70:30 BH-02-M-6 6.01g
28-33 70:30, 60:40 BH-02-M-7 17.27 g
34-38 60:40, 50:50 BH-02-M-8 10.00 g
39-43 50:50, 40:60 BH-02-M-9 5.304g
44-55 40:60->00:100 BH-02-M-10  15.00 g

El grupo BH-02-M-2 (174 mg) se sometio a purificacidn mediante cromatografia en
columna (® 1.5 cm x 45 cm, 10 g silica flash, 70-230 mesh; Merck) utilizando un
sistema de elucidn en gradiente de n-hexano:AcOEt; obteniéndose en el sistema
95:5 n-hexano:AcOEt, 6.4 mg del compuesto 1-metoxi-1H-indol -3-acetonitrilo (10)

y en el sistema 90:10 n-hexano:AcOEt, 5 mg del compuesto indol-3-acetonitrilo (11).

El grupo BH-02-M-3 (354.7 mg) fue fraccionado por cromatografia en columna (® 3
cm x 40 cm, 35 g silica gel 60, 230-400 mesh; Merck) eluyendo con una mezcla de
n-hexano - AcOEt (90:10->00:100) como resultado se obtuvieron 7 sub-fracciones
(Tabla 2.6).

Tabla 2.6 Fraccionamiento cromatografico de BH-02-M-3.

Reunién Sistema de elucién (%) n-hexano:AcOEt Clave Peso
1-5 90:10 BH-02-M-3-1  0.06 g
6-8 90:10 BH-02-M-3-2 0.02 g
9-11 90:10 BH-02-M-3-3 0.03 g
12-55 90:10>86:14 BH-02-M-3-4 0.15¢g
56-95 86:14>83:17 BH-02-M-3-5 0.03 g
96-159 83:17->00:100 BH-02-M-3-6 0.14 g
160-164 00:100 BH-02-M-3-7 0.02 g

69



BH-02-M-3-5 (29.22 mq) fue purificada por cromatografia en placa preparativa (2
mm x 20 cm x 20 cm, silica gel 60, Merck) la cual fue eluida 5 veces con 100%
CH2Cl2, como resultado se obtuvieron 5 mg del compuesto 3-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxifenil) acrilato de metilo conocido coloquialmente como sinapato de metilo
(3). Este compuesto fue identificado con base a la evidencia espectroscopica de
RMN de 1y 2D.

o 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil) acrilato de metilo o
HO sinapato de metilo (12) se obtuvo como un liquido color
amarillo. '"H NMR (600 MHz, CDCl3): 8 = 7.61 (d, J =

N Z NG

15.6 Hz, 1H, H-B), 6.77 (s, 2H, H-2, H-6), 6.39 (d, J =
15.6 Hz, 1H, H-a), 5.76 (s, 1H, OH), 3.92 (s, 6H, H-3,
H-5), 3.8 (s, 3H, H-8); 13C NMR (150 MHz, CDCl3): & = 167.69 (C-7), 147.30 (C-3,
C-5), 145.25 (C-B), 137.22 (C-4), 125.99 (C-1), 115.65 (C-a), 105.13 (C-2, C-6),
56.42 (C-5, C-3), 51.71 (C-8).

(12)

El grupo BH-02-M-04 (2.7 g) se fracciond en cromatografica en columna (® 4 cm x
60cm, 100 g de silica gel 230-400 mesh) utilizando como sistema de elucién una
mezcla n-hexano:Acetona (90:10->00:100), como resultado de este
fraccionamiento, en el sistema de elucion 55:45 n-hexano:Acetona se obtuvieron
25 mg de un solido blanco amorfo identificado a través de la evidencia

espectroscopica de RMN de 1D y 2D como [3-sitosterol-3-O-3-D-glucdsido (13).

B-sitosterol-3-O-3-D-
glucésido (13) fue aislado
como un polvo blanco
amorfo. '"H NMR (600 MHz

Hao Qo 3 CD30OD- CDCls): 6 5.32 (brs,

H 1H, H-6), 4.35 (d, J = 7.8 Hz,
70
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1H, H-1"), 3.79 (dd, J = 12.20, 2.92 Hz, 1H, H-6’), 3.68 (dd, J = 5.47 Hz, 12.20 Hz,
1H, H-6’), 3.55 (m, 1H, H-3), 3.35 (dd, J = 8.9 1H, H-3’), 3.33 (dd, J = 2.64 Hz, 8.99
Hz, 1H, H-5’), 3.22 (ddd, J = 2.65 Hz, 5.16 Hz, 8.11 Hz, 1H, H-4’), 3.17 (dd, J = 8.14
Hz, 1H, H-2), 0.96 (s, 3H, H-19), 0.88 (d, J = 6.40 Hz, 3H, H-21), 0.80 (t, J = 7.43
Hz, 3H, H-29), 0.78 (d, J = 6.64 Hz, 3H, H-26), 0.76 (d, J = 6.64 Hz, 3H, H-27), 0.64
(s, 3H, H-18); 3C NMR (150 MHz, CD3OD- CDCIl3): 140.94, 122.48, 101.69, 79.50,
77.15, 76.68, 74.18, 70.80, 62.21, 57.32, 56.59, 50.79, 49.52, 46.42, 42.82, 40.31,
39.12, 37.8, 36.67, 34.43, 32.44, 32.42, 30.05, 29.63, 28.72, 26.49, 24.74, 23.51,
21.55, 20.01, 19.61, 19.22, 19.07, 12.16, 12.14. La identidad de este compuesto fue

corroborada con los datos descritos en la literatura (Khatun et al., 2012).

2.1.3.7 Aislamiento de metabolitos secundarios presentes en KH-02-M

La fraccibn metandlica de las hojas de kale KH-02-M (53 g) se sometieron a
fraccionamiento utilizando una columna (® 9 cm x 60 cm) empacada con 1 kg de
silica gel 60 (230-400 mesh; Merck) como sistema de elucion se utilizé un sistema
de gradiente CH2Cl2:MeOH (100:00>00:100) Se colectaron 40 sub-fracciones de
500 mL cada una las cuales posteriormente por similitud aparente en CCF fueron

reunidos entre ellas dando lugar a 7 grupos (Tabla 2.7).

Tabla 2.7 Fraccionamiento cromatografico de KH-02-M.

Reunién Sistema de elucién (%) CH.Cl.:MeOH Clave Peso
1-4 100:00 KH-02-M-1 0.03g
5-10 100:00, 85:15 KH-02-M-2 0.10¢
11-14 85:15, 70:30 KH-02-M-3 213g
15-20 70:30, 55:45 KH-02-M-4 2764g
21-25 40:60 KH-02-M-5 520 ¢
26-30 25:75 KH-02-M-6 26.20 g
31-40 10:90, 00:100 KH-02-M-7 15.90 g

El grupo KH-02-M-4 (2.76 g) se fraccion6 en una columna cromatografica HF Mega
BE-C18 (5 g, 20 mL) usando un sistema decreciente de H20:MeOH (50:50->00:100
MeOH) y dando lugar a 6 sub -fracciones (Tabla 2.8).
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Tabla 2.8 Fraccionamiento cromatografico de KH-02-M-4.

Reunién Sistema de elucién (%) H.O:MeOH Clave Peso
1-3 50:50 KH-02-M-4-1  1.48¢g
4-10 50:50, 30:70 KH-02-M-4-2 0.31g
11-19 30:70, 25:75 KH-02-M-4-3  0.18g
20-25 25:75, 20:80 KH-02-M-4-4 0.13 g
26-32 10:90 KH-02-M-4-5 0.46 g
33-45 00:100 KH-02-M-4-6  0.06 g

KH-02-M-4-1 (1.48 g) se fracciond utilizando cromatografia en columna (® 2 cm x
42 cm, 25 g silica gel 60, 230-400 mesh; Merck) y se eluyd con una mezcla de
CH2Cl2:MeOH con aumento gradual de polaridad hasta metanol puro, como

resultado se obtuvieron 10 sub-fracciones (Tabla 2.9).

Tabla 2.9 Fraccionamiento cromatografico de KH-02-M-4-1.

Reunién Sistema de elucién (%) CH:Cl,:MeOH Clave Peso
1-7 95:05 KH-02-M-4-1-1 0.01g
8-10 95:05 KH-02-M-4-1-2 0.03 ¢
11-14 94:06 KH-02-M-4-1-3 0.02 g
15-20 94:06 KH-02-M-4-1-4 0.06 g
21-27 93:07 KH-02-M-4-1-5 0.16 g
28-30 93:07 KH-02-M-4-1-6 0.11g
31-60 92:08~> 90:10 KH-02-M-4-1-7 04049
61-85 88:12->84:16 KH-02-M-4-1-8 0.20 g
86-120 82:18->70:30 KH-02-M-4-1-9 0.14 g
121-122 50:50, 00:100 KH-02-M-4-1-10  0.19 g

KH-02-M-4-1-5 (157 mg) se fracciond utilizando cromatografia en columna (® 0.6
cm x 40 cm, 7 g silica gel 60, 230-400 mesh; Merck) eluyendo con una mezcla de
gradiente de CH2Cl2:MeOH (95:05—00:100) para dar lugar a 10 sub-fracciones
(Tabla 2.10).
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Tabla 2.10 Fraccionamiento cromatografico de KH-02-M-4-1-5.

Reuniéon Sistema de elucién (%) CH.Cl,:MeOH Clave Peso
1-5 94:06 KH-02-M-4-1-5-1 0.01¢
6-14 94:06 KH-02-M-4-1-5-2 0.01g¢
15-29 94:06 KH-02-M-4-1-5-3 0.06 g
30-34 94:06 KH-02-M-4-1-5-4 0.01¢
35-39 94:06 KH-02-M-4-1-5-5 0.01g¢
40-42 94:06 KH-02-M-4-1-5-6 0.01g
43-59 94:06, 95:05 KH-02-M-4-1-5-7 0.01¢
60-65 95:05 KH-02-M-4-1-5-8 0.01¢
60-80 95:05 KH-02-M-4-1-5-9 0.02g
81-100 80:20,50:50, 00:100 KH-02-M-4-1-5-10  0.01 g

KH-02-M-4-1-5-3 (60 mg) se purific6 mediante cromatografia de placa preparativa
(2 mm x 20 cm x 20 cm, silica gel 60, Merck), eluyendose 17 veces con el sistema
n-hexano:AcOEt 60:40, finalmente se obtuvieron 3 mg el compuesto 14.( 5-
(hidroximetil) 2-mercaptofenol ).Queda pendiente la confirmacion de la presencia de
SH sugerida por la CG-EM.

HS oH Posiblemente, 4-(hidroximetil)-2-mercaptofenol 14. fue aislado

D/\ como un liquido naranja. '"H NMR (600 MHz CD3OD- CDCls):
"o 8.02 (H, d J= 2.8 Hz, H-2), 7.36 (H, d, J= 8.5 Hz H-5), 7.24 (H
dd J=8.5, 2.8 Hz, H-6), 4.6 (2H s, H-7). *C NMR (150 MHz,
CDsOD- CDCls): 154.66 C-4, 152.37 C-1, 137.32 C-2, 125.06 C-6, 123.31 C-5, 90.09
C-3, 65.60 C-7. El espectro de ATR IR presenta una banda v = 3600- 3200cm™"

correspondiente al grupo OH.

(14)

KH-02-M-4-5 (454 mg) se fraccioné mediante cromatografia en columna (® 1.2 cm
x40 cm, 13 g silica gel 60, 230-400 mesh; Merck) utilizando un sistema de gradiente
CH2Cl2:MeOH. A partir de este fraccionamiento en el sistema de elucién 95:5
CH2Cl2:MeOH se obtuvieron 1.5 mg del compuesto 13 (B-sitosterol-3-O-3-D-

glucdsido).
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2.1.4 Ensayo de citotoxicidad
2.1.4.1 Ensayo de citotoxicidad de extractos

Los extractos de Brassica oleracea L. var. italica 'y sabellica (BB-01, BH-02, KB-01
y KH-02), asi como los productos metandlicos de la primera extraccién (BB-01-EM,
BH-02-EM, KB-01-EM y KH-02-EM), se sometieron a ensayos antiproliferativos en
lineas celulares de cancer humano PC3 (prostata), Hep3B (hepatocelular) y HelLa
(cervical), obtenidas de ATCC.

Tabla 2.1 Especificaciones de las lineas celulares.

Linea celular ATCC Medio de cultivo
Hela CCL-2™ DMEM*
PC3 CRL-1435™ RPMI-1640**

Hep3B HB-8064 ™ DMEM*

*(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU.)
**(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.)

Las células PC3 se cultivaron en medio RPMI-1640, mientras que las células Hep3B
y HelLa en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% y con
glutamina 2 mM, todos los cultivos se incubaron a 37 ° C en una atmdsfera de COz2
al 5 %.

Se cultivaron 3000 células por pozo en una placa de 96 pozos para iniciar la
evaluacion citotdxica, todos los ensayos se realizaron por triplicado en experimentos
independientes y a la concentracién unica de 100 ug / mL utilizando DMSO para
solubilizar las muestras (5 mg/ 100 uL) y medio de cultivo estéril para llevar a dicha
concentracion. Como control positivo se utilizé Taxol a la Clso a 72 h especifica para
cada linea celular (HeLa Clso 5.6 nm, Hep3B Clso 38.6 nm, PC3 Clso 12 nm). Una
vez realizados los tratamientos, se incubaron a 37 ° C en atmdsfera de CO2z al 5 %
durante 48 h (PC3 y Hep3B) y 72 h (HelLa).

El numero de células viables en la proliferacion se determind utilizando el kit
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay siguiendo las
instrucciones especificadas por el fabricante. La viabilidad celular se determiné por
absorbancia a 450 nm usando un lector de ELISA automatizado.
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Tratamientos:
[C] 100 pg / mL
Incubacién:

[C] celular: = [Clso] Taxol = 37 ° C, atm de CO,
3,000 células / pozo PC3 12 nM al 5 % por 48 h PC3
Hep3B 38.6 nM y Hep3B, 72 h HelLa

HelLa 5.6 nM

Lectura: A | (= MTS [C]:
450 nm 20 }.ll ! Pozo X 2h

Esquema 2.3 Ensayo de citotoxicidad con MTS.

2.1.4.2 Ensayo de citotoxicidad de compuestos puros

Los compuestos 10, 11 y 12 obtenidos de los extractos de bagazo y hoja de brdcoli,
fueron evaluados en un ensayo de citotoxicidad sobre la linea celular HelLa, para la

cual las evaluaciones a los extractos mostraron selectividad.

Se cultivaron 3500 células por pozo en una placa de 96 pozos para iniciar la
evaluacion citotdxica, todos los ensayos se realizaron por triplicado en experimentos

independientes.

Antes del ensayo, las soluciones stock de 100 mg/mL (100 000 ug / mL) de cada
compuesto fueron preparadas, (2 mg de extracto disuelto en 20 yL de DMSO), para
cada caso se llevo a cabo una curva dosis-respuesta con las siguientes

concentraciones: 100, 10, 1.0, 0.1 pg / mL.

Las soluciones se prepararon a partir de la solucion stock como sigue: la
concentracion de 100 yg / mL se preparo a partir de 0,5 pL de una solucién stock
de 100 mg / mL (100.000 pg / mL) en 500 yL de medio de cultivo. La concentracion
de 10 ug/mL se prepar6 a partir de 50 uL de la solucién de 100 ug / mL en 450 uL
de medio. La concentracién de 1 ug / mL se preparé a partir de 50 pL de la solucion
de 10 ug / mL en 450 pL de medio. La concentracion de 0,1 pg / mL se preparo a

partir de 50 uL de la solucion de 1 ug / mL en 450 uL de medio.
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Como control positivo se utilizé Taxol a la concentracion 30 nM. Una vez realizados

los tratamientos, se incubaron a 37 ° C en atmédsfera de CO2 al 5 % 72 h.

El numero de células viables en la proliferacion se determind utilizando la tincién
con rojo neutro; pasado el tiempo de exposicion a los tratamientos, los cultivos se
lavaron con 200 uL de PBS, y se adicion6 a cada pocillo 100 uL de rojo neutro (50
Mg / mL). Se incubaron durante 2 h a 37 °C. Posteriormente, se retir6 el medio y se
lavaron los pocillos con 100 pL de PBS. Finalmente, el rojo neutro se eluyd con 100
ML de etanol-acido acético-agua destilada (50%:2%:48%). Después de 10 min de
incubacién, se determiné la viabilidad celular por absorbancia a 540 nm
(Borenfreund et al., 1985; Repetto et al., 2008.) utilizando un lector de ELISA
automatizado. Posteriormente a partir de los datos obtenidos de la curva dosis-
respuesta se calculdé la Clso para cada uno utilizando el software estadistico
GraphPad Prism, version: 9.4.1.681.

Tratamientos:

[C] 100, 10, 1, 0.1, Incubacién:
[C] celular: = 0.01 pg / mL = 37 ° C, atm de CO,
3,500 células / pozo [Cl5,] Taxol al5%72h
| HeLa 30 nM

Lectura: A <:| Rojo neutro [C]:
540 nm 100 pl / pozo x 3 h. Lavado con PBS

Extraccion con sol. Ac. Acético 2%

Esquema 2.4 Ensayo de citotoxicidad con rojo neutro.
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2.2 Resultados y discusidn

2.2.1 Evaluacion in vitro de los extractos

Se determind la viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico de MTS, de los
extractos BB-01, BH-02, KB-01 y KH-02 asi como de las fracciones BB-01-EM, BH-
02-EM, KB-01-EM y KH-02-M a la concentracién unica de 100 ug / mL. Estos fueron
probados sobre las lineas celulares de cancer humano PC3 (préstata), Hep3B

(hepatocelular) y HeLa (cervical).

Los resultados mostraron que los extractos BB-01 y BH-02 presentaron de manera
importante actividad inhibitoria sobre la viabilidad celular en la linea HelLa, 51.5 % y
47.0 % respectivamente. Sin embargo, en las lineas celulares PC3 y Hep3B no
mostraron valores relevantes en la inhibicion de la viabilidad celular a la
concentracion probada (100 pg / mL). Por otro lado, las fracciones metandlicas BB-
01-EM y BH-02-EM no mostraron inhibicion de la viabilidad celular en ninguna de

las 3 lineas celulares evaluadas (Tabla 2.11).
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Tabla 2.11 Ensayo de viabilidad celular de Brassica oleracea L. var.italica (brécoli) en 3 lineas
celulares de canceres humanos.

PC3 Hep3B
1007 E3 BB-01 1007 E3 BB-01
B BH-02 B BH-02
5 % B BB-01EM § 7 B BB-01-EM
3 O BH-02-EM 3 @ BH-02-EM
g 504 .g 50
i 25 ) 25
0 . 0 [ i
Concentracion 100 pg/mL Concentracion 100 pg/mL
HelLa
100- E BB-01
B BH-02
5 B BB-01-EM
2 m BH-02-EM
E 504 -
) 251
. | = T
Concentracion 100 ng/mL
T [C] PC3 Hep3B HelLa
100 pg/mL ™o yiap % Inh % Viab % Inh % Viab % Inh
BB-01 899+75 10175 2100 ND 485+ 34 51534
BH-02 828+45 17.2+4.5 2100 ND 53.0+24 47.0x2.4
BB-01-EM =100 ND 97145 28+45 91.0+3.2 09.0+3.2
BH-02-EM =100 ND 96.0+5.3 40+5.3 98.0+7.0 20x7.0

Control positivo Taxol Clso 5.6 nM; Control negativo DMSO 0.1%
% Viab: porcentaje de viabilidad; % Inh: porcentaje de inhibicion; ND: no determinado; PC3: linea
celular de cancer de préstata; Hep3B: linea celular de cancer de higado; HeLa: linea celular de
cancer cervicouterino;

El extracto de hoja de kale KH-02 presentd actividad inhibitoria sobre la viabilidad
celular de la linea HelLa de 50.5 %, asi mismo su fraccion metandlica KH-02-EM
presentd actividad sobre la viabilidad celular en la linea de cancer cervicouterino
HelLa con un porcentaje de inhibicion del 50.4% a 100 ug / mL. Por el contrario, la
fraccidn metandlica del bagazo de kale y su extracto integro, no presentaron buena
actividad antiproliferativa sobre ninguna de las 3 lineas celulares evaluadas; estos

resultados se presentan a continuacién en la Tabla 2.12.
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Tabla 2.12 Ensayo de viabilidad celular de Brassica oleracea L. var. sabellica (kale) en 3 lineas
celulares de canceres humanos.

PC3 Hep3B
100- 100-
E KB-01 E KB-01
B KH-02 B KH-02
5 B KBO1-EM § 7] B KB-01-EM
2 O KH-02EM 3 @ KH-02-EM
£ 50 £ 509
” 254 i 25
L Em . T 0 I ek
Concentracion 100 png/mL Concentracion 100 ng/mL
HelLa
1001
B KB-01
B KH-02
5 79 B KB-01-EM
3 O KH-02-EM
T
Concentracién 100 pg/mL
TI[C] PC3 Hep3B HelLa
100ug/mL ™% NViab ~ %Inh | %Viab  %Inh | % Viab % Inh
KB-01 2100 ND =100 ND 94.0+6.5 6.0+6.5
KH-02 91.3+36 08.7+36 | 97.8+43 22+43| 495+24 50.5+3.4
KB-01-EM 97.3+2.7 2727 943+57 5757 2100 ND
KH-02-EM 98.1 +6.5 1.8+6.5 2100 ND 49.6 £ 3.2 50.4 £ 3.2

Control positivo Taxol Clso 5.6 Nm; Control negativo DMSO 0.1%
% Viab: porcentaje de viabilidad; % Inh: porcentaje de inhibiciéon; ND: no determinado; PC3: linea
celular de cancer de préstata; Hep3B: linea celular de cancer de higado; HeLa: linea celular de
cancer cervicouterino

2.2.2 Caracterizacion quimica

La determinacién de la composicion quimica de las fases de baja polaridad (hexano)
se realizé mediante analisis por CG-EM. Por otro lado, los resultados obtenidos en
el ensayo de viabilidad celular fueron determinantes para la eleccién de los extractos
de bagazo (BB-01) y hoja de brocoli (BH-02), asi como el extracto de hoja fresca de
kale (KH-02) para su fraccionamiento cromatografico y purificacion de los

metabolitos secundarios presentes en estos.
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A través de fraccionamiento en columna de las fases metandlicas de los extractos
de bagazo de brocoli y hoja de brécoli, se aislaron los compuestos 10 y 11, el
compuesto 12 fue aislado de la fase metandlica de la hoja de brécoli, el compuesto
13 de la fase metandlica de la hoja de brocoli y del kale fresco y el compuesto 14
se aisld de la fase metandlica de kale fresco. Para la caracterizacion inequivoca de
estos compuestos se utilizaron experimentos de RMN 1D ('H Y '3C) asi como 2D
(HSQC, HMBC, y COSY) (Ver Anexos 2.4).

2.2.2.1 Compuestos de baja polaridad

Como ya se ha mencionado en la parte experimental, el estudio fitoquimico de
ambas variedades de vegetales se inicié con un analisis por CG-EM de las fases de
n-hexano de cada uno de los cuatro extractos, a través de la comparacion de los
espectros de masas obtenidos, con los reportados en la biblioteca NIST,
encontramos que para las fracciones de hexano de Brassica oleracea L. var. italica;
la fraccion BB-01-H contiene en su mayoria fitol (1) (M* = 296, A = 4.62 %);
campesterol (2) (M* =400, A= 17.61 %); y-sitosterol (3) (M* =414, A =74.93 %).

La fraccion BH-02-H contiene: fitol (1) (M* = 296, A = 31.07 %); campesterol (2) (M*
=400, A= 1.17 %); y-sitosterol (3) (M* = 414, A = 6.50 %); éster metilico del acido
7,10,13-hexadecatrienoico (4) (M* = 264, A = 4.99 %); éster metilico del acido
hexadecanoico (5) (M* = 270, A = 13.74 %); éster metilico del acido 9,12-
octadecadienoico (6) (M* = 294, A = 7.53 %), éster metilico del acido 9,12,15-
octadecatrienoico (7) (M* = 292, A = 26.86 %).

En cuanto a las fracciones de hexano de Brassica oleracea L. var. sabellica, el
analisis en CG-EM reveld que la fraccion KB-01-H contiene en su mayoria al fitol (1)
(M* =296, A = 58.95 %); éster metilico del acido hexadecanoico (5) (M* =270, A =
11.17 %); éster metilico del acido 9,12-octadecadienoico (6) (M* =294, A =6.82 %),
éster metilico del acido 9,12,15-octadecatrienoico (7) (M* = 292, A = 20.71 %).

Y la fraccion KH-02-H contiene fitol (1) (M* = 296, A = 43.85 %); éster metilico del

acido hexadecanoico (5) (M* = 270, A = 7.42 %); éster metilico del acido 9,12-
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octadecadienoico (6) (M* = 294, A = 8.18 %), éster metilico del acido 9,12,15-
octadecatrienoico (7) (M* = 292, A = 23.37 %); nanocosano (8) (M* = 408, A = 6.65
%); vitamina E (9) (M* =430, A =3.01 %).

HOW
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HO

HO @)

5
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Este analisis de CG-EM confirma la presencia mayoritaria de compuestos de baja
polaridad en las fases de hexano, principalmente de tipo éster de acido graso (4, 5,

6,y 7), diterpeno (1) y esteroles (3 y 2), asi como poliprenoides (9).

Por otro lado, estos compuestos poco polares han sido reportados con diferentes
actividades bioldgicas principalmente antioxidantes, antiinflamatorias y

anticancerigenas.

En el caso del fitol (1), un alcohol diterpénico que se puede extraer de la clorofila
de las plantas verdes se ha reportado que posee actividad antimicrobiana contra
Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus (Lee et al., 2016, Inoue et al.,
2005), actividad antiinflamatoria (Olofsson., et al 2014, Silva et al., 2014), efecto
anticonvulcionante (Costa et al., 2012), actividad anticancerigena (Pejin et al.,
2014) y propiedades antinociceptiva antivirales y carminativas (Olofsson et al.,
2014).

Los fitoesteroles campesterol (2) y sitoesterol (3) son esteroles alquilados en C-24
que participan principalmente como constituyentes de la membrana celular. Se ha
demostrado que reducen los niveles plasmaticos de colesterol y colesterol de
lipoproteinas de baja densidad, previniendo la enfermedad del higado graso no
alcohdlico (Moreau et al., 2002, Rozner y Garti, 2006), asi como enfermedades
cardiovasculares (Jones y AbuMweis, 2009). Ademas, se ha reportado su efecto
antioxidante, antiinflamatorio (Santas et al., 2013) antipirético, quimiopreventivo
(Blanco-Vaca et al., 2018) citotoxico sobre diversas lineas celulares de canceres
humanos (Woyengo et al., 2009, Awad et al., 2005, 2007, Park et al., 2007) su
efecto proapototico por incremento de las enzimas caspasas (Moon et al., 2007,
Park et al., 2007) y su actividad antimicrobiana (Kanimozhi et al., 2012, Guerrero,
2019).

Respecto a los esteres de acidos grasos 7,10,13-hexadecatrienoico (4) linoleico (6)
y a- linolénico (7), se ha demostrado que poseen actividad antioxidante y
antiinflamatoria (Fulwah et al., 2019). Para el éster metilico del acido palmitico (5)

y los esteres 6 y 7 se ha descrito actividad antimicrobiana y antifungica
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(Chandrasekaran et al., 2007, Davoodbasha et al., 2018). Y, ademas, para los
esteres 6 y 7 se reporta actividad anticancerigena (Krishnamoorthy y

Subramaniam, 2014).

Para el nanocosano (8) se ha reportado actividad antimicrobiana de baja a

moderada sobre E. coli, B. subtilis , P. aeruginosa y S. aureus (Keroletswe et al.,

2018).

Y finalmente dentro de los compuestos mayoritarios de las fases hexanicas de los
extractos de brocoli y kale se encuentra la vitamina E (9) la cual es ampliamente
reconocida por su funcion antioxidante (Bruno y Mah, 2014), asi mismo se le ha
conferido efecto antiinflamatorio (Combs y McClung, 2017) por lo que se considera
tiene capacidad de prevenir el cancer (Ju et al., 2010, Alkhenizan et al., 2007), |la
aterosclerosis y los trastornos del sistema nervioso central como la enfermedad de
Alzheimer (Atkinson et al., 2013, Foley y White, 2002).
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2.2.2.2 Elucidacion estructural de caulilexina C

/1,3 El compuesto 10 se obtuvo como un liquido color naranja. Con
— un m/z=186 en su espectro de masas obtenido por la técnica
EM-IQ, y corresponde a la formula molecular C11H10N20.La

vibracién stretching a 2248.56 cm™! observada en el espectro

de IR indica la presencia de un grupo nitrilo (C=N), ademas se

(10)

observan las vibraciones C-H de un sistema aromatico en (6=
2916.23- 2848.48 cm', v = 736.88 cm™). En el espectro de RMN 'H de 600 MHz
(Espectro1), se observo una sefal simple que integra para 3H en &n 4.08, la cual
corresponde a un grupo metoxilo. A campo bajo se evidencia la presencia de un
sistema AMBX conformado por una sefal doble de triple que integra para un H en
OH 7.56 con J = 8.01 y 0.96, 0.96 Hz, una sefal doble de triple centrada en &1 7.45
(J = 8.26, 0.93, 0.93 Hz, 1H), una senal doble de doble de doble que integra para
un Hen dx 7.18 con J = 8.04, 7.01, 1.02 Hz y una sefial multiplete en dn 7.31 que
integra para 2H de los cuales solo uno pertenece a este sistema aromatico 1,2-
disustituido (Figura 2.3).

H-5 (dt) H-8 (dt) H-7,H-2 (m) H-6 (ddd)
7.56 745 731 7.18

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

f1 (ppm)
Figura 2.3 Sefiales de protones aromaticos del anillo aromatico 1,2-disustituido del compuesto 10.
Aunado a esto, en la regién media del espectro se evidencia una sefal doble que
integra para 2H en &4 3.79 (J = 1.09 Hz), que por su desplazamiento quimico

pertenece a un metileno alfa a un grupo nitrilo (C=N).
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En el espectro de '3C de este compuesto (Espectro 2) observan 11 sefiales, de las
cuales 5 corresponden a metinos aromaticos pertenecientes a un anillo de indol (&¢c
118.40, &c 108.70, d¢c 121.80 d¢ 123.3, dc 120.50), cuatro carbonos cuaternarios,
tres de ellos pertenecientes al indol en d¢ 132.42, 122.5, 100.40 y uno al grupo ciano
Oc 118.02 y un metoxilo en dc 66.20. Ademas, un metileno que debido al efecto
anisotrépico ejercido por parte del grupo nitrilo se encuentra desplazado a campo
alto, en 6c 14.39.

La contribucion del experimento HSQC (Espectro 3) nos permitié asignar de forma
inequivoca el protén correspondiente a cada uno de los C de metino (dn 7.56/ dc
118.40, &1 7.45/ &¢ 108.70, dH 7.30/ d¢c 121.80, &1 7.31/ &¢ 123.3, &1 7.18/ dc 120.50)
asi como confirmar la identidad del metoxilo y metileno (&1 3.79/ &¢c 14.39, 61 4.08/
oc 66.20)

La informacién obtenida hasta este momento indica que el grupo metoxilo en dx
4.08/ dc 66.20 no se encuentra dentro del anillo aromatico, esto nos lleva a sugerir
que éste se encuentra unido al nitrégeno del indol. Lo cual se confirma con la
ausencia de una vibracion stretching en aproximadamente 3400cm™' caracteristica
de un grupo amino secundario en el espectro de IR (Espectro 6). Asi como que el
otro protén en dn 7.30 corresponde al de la posicidon 2 del anillo de pirrol unido al
anillo de benceno. Por tanto, se sugiere que el compuesto 10 se trata una fitoalexina

de tipo indol.

Las correlaciones de COSY (Espectro 4) confirman el sistema de espines
aromaticos, permitiendo asignar la resonancia mediante cruces de 6+ 7.18 (J = 8.04,
7.01, 1.02 Hz) con &x 7.56 (J = 8.01 Hz), &1 7.45 (J = 0.93 Hz). Las constantes de
acoplamiento orto de 7.01 Hz del protén en 61 7.18 y la de 8.04 Hz que presenta el
protdn en o1 7.45 corresponderan a las compartidas con la sefial en o+ 7.31, la cual
al encontrarse en traslape con otro metino no se distingue adecuadamente, sin
embargo, el experimento de COSY hace evidentes estas correlaciones. Asi mismo

se observa la correlacion debida al efecto W entre los protones en dr10ab 3.79 de la
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posicion a al grupo C=N con el proton de &1 7.31 perteneciente al anillo de pirrol

(Figura 2.4).
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Figura 2.4 Correlaciones homonucleares H-H, COSY de compuesto 10.

A fin de definir inequivocamente la identidad de las sefiales también se analizaron
las correlaciones a dos y tres ligaduras (HMBC). La sefial en d¢c 100.40 mostré
correlaciéon a 2J con el metileno en &1 3.79/ d¢c 14.39 y los metinos en &n 7.56/ d¢c
118.40y 7.31/ &¢c 121.80, a 3J y 2J respectivamente en el experimento de HMBC
(Espectro 5), lo que permite asignar estas sefales a C-10, C-5 y C-2

respectivamente. Por otro lado, el metino en 7.31/ &¢c 121.80 (C-2) muestra
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correlacién con el carbono en 14.39 (C-10) lo que confirma su asignacion. La
asignacion de C-5 a través del sistema de espines y las correlaciones en COSY
permite asignar los metinos en dn 7.18/ d¢c 120.50, dn 7.31/ dc 123.3 y 7.45/ d¢
108.70 como 6, 7 y 8 respectivamente. Este analisis y lo reportado en la literatura
(Takasugi et al., 1986, Kang ef al., 2018) permite confirmar la estructura propuesta
para una fitoalexina de tipo indol caracterizada como 1-metoxi-1H-indol-3-
acetonitrilo o caulilexina C, el cual se sugiere es un derivado hidrolizado del

glucosinolato neoglucobrasicina (Figura 2.5).

Neoglucobrasicina Caulilexina C (10)
O, O —N
Y =
OH Ho/ \O
| — A\
HO Qs AN
HO Z
H b
A\_d

Figura 2.5 Posible glucosinolato precursor de caulilexina C.

2.2.2.3 Elucidacion estructural de indol-3-acetonitrilo

El siguiente compuesto aislado fue el 11 el cual se obtuvo
como un liquido de color naranja. Con un m/z=156 en su
espectro de masas obtenido por la técnica EM-1Q, que

corresponde a la formula molecular C1oHsNz2.

(11) El espectro de IR presenta una banda v = 3405.09 cm
correspondiente al grupo N-H, por otro lado, la vibracién stretching a 2250.92 cm-!
indica la presencia de un grupo nitrilo (C=N), ademas se observan las vibraciones
C-H del sistema aromatico a § = 3057.07- 2914.91 cm™' y v = 740.44 cm™".

El espectro de RMN de 'H de 600 MHz (Espectro 8) se observd practicamente el

mismo patron de sefales que en el compuesto 10 por lo que se infirid que se trataba
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de otro compuesto fitoalexinico de tipo indol. Para este compuesto se observa una
sefal singulete ancha que integra para un protén en o1 8.17, el cual corresponde a

una amina secundaria

Al igual que en el compuesto 10, a campo bajo se evidencia la presencia de cinco
metinos aromaticos, asi como un sistema AMBX conformado por una sefial doble
de doble que integra para un H en &+ 7.59 con J =7.92 y 0.86 Hz, una sefial doble
de triple en 61 7.40 (J=8.18 y 0.82, 0.82 Hz, 1H), una sefal doble de doble de doble
que integra para un H en o1 7.25 con J = 8.18, 7.06 y 1.12 Hz, asi como una sefial
doble de doble de doble en &+ 7.18 (ddd, J = 8.0, 7.10, 0.99 Hz, 1H) (Figura 2.6) .
El quinto metino que se encuentra en dn 7.23 (J = 2.32 y 1.12 Hz) correspondera

entonces, al presente en el anillo de pirrol.

H-5 (dd) H-8 (dt) H-7 (ddd) H-2 (dd) H-6 (ddd)
7.59 7.40 7.25 7.23 7.18

. 8.18 232 8.00
Hs
0.86 0.82 H 7.06|||[ 1.12 710
6 ﬁ71
0.82 112 0.99
H7

Hg |

] | | |
=] ~ =} =3
] - < @

1.03-

— - -

T —— T T T T T T T T
7.60 7.59 7.58 7.57 7.42 7.41 740 7.39 7.38 7.37 7.36 7.35 7.34 7.33 7.32 7.31 7.30 7.29 7.28 7.27 7.26 7.25 7.24 7.23 7.22 7.21 7.20 7.19 7.18 7.17 7.16
f1 (ppm)

o

Figura 2.6 Sefiales de protones aromaticos del anillo aromatico 1,2-disustituido del compuesto 11.

En la regidn media del espectro se observa una sefal doble que integra para 2H en
oH 3.84 (J = 1.00 Hz), que por su desplazamiento quimico al igual que en el

compuesto 10, pertenece a un metileno alfa a un grupo nitrilo (C=N).

Para este compuesto el espectro de RMN de 3C (Espectro 9) mostré 10 sefiales de
carbono correspondientes a 4 carbonos cuaternarios (& 118.33, 136.35, 126.08 y

104.90), siendo tres de ellos parte del anillo de indol y el cuarto pertenece al grupo
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nitrilo, también se observa el C perteneciente al metileno alfa al grupo C=N en &
14.53, asi como 5 metinos (0 122.83, 118.19, 120.37, 123.04 y 111.61) que

conforman el sistema aromatico de tipo indol.

Nuevamente las correlaciones C-H a un enlace del experimento HSQC (Espectro
10) nos permitié asignar de forma inequivoca el proton correspondiente a cada uno
de los C: dn 3.84/ d¢c 14.53, dn 7.18/ &¢c 120.37, dn 7.23/ d¢c 122.83, dn 7.25/ d¢
123.04, 01 7.40/ d¢c 111.61, dH 7.59/ &¢c 118.19.

Como ya se ha mencionado los experimentos de este compuesto comparten gran
semejanza con el compuesto 10; ambos presentan el mismo patron de di sustitucion
y difieren unicamente en que en este compuesto no se encuentra presente el grupo
metoxilo unido al N del indol o a cualquier otra posicion, lo cual se confirma con la
presencia de 5 carbonos cuaternarios constituyentes del anillo indol y del grupo
ciano (Figura 2.7) y en el espectro de IR con la presencia de una banda v = 3405.09

cm’ perteneciente al grupo amino secundario (Espectro 13).
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A) Caulilexina C (10)

6=4.08

6=66.20 6=3.79

A

10 125 120 15 10 105 100 e S 85 80 5 70 65 60 & 50 45 40 35 30 25 21 15
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B) 3-indolacetonitrilo (11)

12
10)—c=N

5 11

6=3.84

.

10 105 100 9 S0 85 8 75
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13C (150 MHz) CDCl,

135 130 125 120 115 70 65 60 55 S0 45 40 35 3 25 20 15

13C (150 MHz) CDCl,
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H RMN (600 MHz)

8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 8.6 6.4 6.2 6.0 5.8 56 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6
i (ppm)

TH RMN (600 MHz) T

Figura 2.7 A) espectros de "H, "°C del compuesto 10 (Caulilexina C). B) espectros de "H, '3C del compuesto 11 (indol-3-acetonitrilo); (°C, 150
MHz; 'H. 600 MHz).
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Al igual que en el compuesto anterior, las correlaciones de COSY (Espectro 11)
confirman el sistema de espines aromaticos, permitiendo asignar la resonancia
mediante cruces de o1 7.18 (J = 7.10 Hz) con &1 7.59 (J = 7.92 Hz), y de 61 7.40 (J
= 8.18 Hz) con 6n 7.25 (J = 8.18 Hz). Ademas se observa la correlacién debida al
efecto W entre los protones en dH1oap 3.84 (J = 1.00 Hz)de la posicidon a al grupo
C=N con el proton de 7.23 (J = 1.12 Hz) perteneciente a la posicion 2 del anillo de
indol . (Figura 2.8)

. B [ E P ————

f1 (ppm)

. T

llh

T T T T T T T T T T T T T T T 1
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
2 (ppm)

J:1.0Hz

Figura 2.8 Correlaciones homonucleares H-H, COSY de compuesto 11.
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Al analizarse el espectro de HMBC (Espectro 12) se observa que la sefal en &c
104.90 correlaciona con el metileno en o+ 3.84/ &¢c 14.53 y los metinos en &1 7.59/
Oc 118.19y 7.23/ d¢c 122.83, lo que permite asignar a estas senales a C-10, C-5y
C-2 respectivamente. Por otro lado, el metino en du 7.40/ 6¢c 111.61 correlaciona
con dH 7.59/ d¢c 118.19, &1 7.25/ dc 123.04 y dH 7.18/ d¢c 120.37 lo que permite en
conjunto con el experimento de COSY y las constantes de acoplamiento en H
asignar a los metinos a las posiciones 6, 7 y 8 respectivamente. La correlacion de
OH 7.23/ &¢ 122.83 con el metileno en &¢c 14.53, confirma su asignacion a la posicién
2. A través de la evidencia de este analisis se caracteriza al compuesto 11 como
indol-3-acetonitrilo, lo cual se confirmé por CG-EM por comparacién del espectro de
masas con la base de datos de la biblioteca NIST (Cromatograma 1). Se sugiere
que este compuesto es un derivado hidrolizado de tipo ciano del glucosinolato

glucobrasisina (Figura 2.9).

Glucobrasicina 3- indolacetonitrilo (11)
o ,© _
\/ o=
OH HO” \O
0 | T N
HO S
HO H
H
=

Figura 2.9 Posible glucosinolato precursor de indol-3-acetonitrilo.

2.2.2.4 Elucidacién estructural de sinapato de metilo

El compuesto 12 fue aislado como un liquido
amarillo. El espectro de RMN 'H de 600MHz
(Espectro 15) mostré a campo bajo dos protones
vinilicos a &+ 7.61 y o1 6.39 con una constante de

acoplamiento trans de 15.87 Hz (Figura 2.10),

ademas de una sefial singulete que integra para 2H
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en dH 6.77 que forman parte del sistema aromatico. AA’. En la zona media del
espectro se observa una sefial singulete de metoxilo, en dn 3.92 que integra para
6H es decir 2 metoxilos simétricos pertenecientes al anillo aromatico, una sefal
singulete en dn 3.80 base de oxigeno tipo éster que integra para 3H, asi como una

sefal singulete en &1 5.7 (1H) perteneciente al grupo hidroxilo.
H-B (d) H-2, H-6 (5) H-a (d)
-

HO. Ha
H
15.87 i J:15.87 Hz 15.87

~ F g

Hs Hp

[

o
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-
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60 7.55 7.50 745 7.40 7.35 730 7.25 720 7.15 7.10 7.05 7.00 695 6.90 6.85 6.80 6.75 670 6.65 6.60 6.55 6.50 645 640 635 630 6.25
f1 (ppm)

Figura 2.10 Senales de los protones vinilicos del compuesto 12.

En el espectro de RMN de '3C (Espectro 16) mostré 9 sefales (dc = 167.69, 147.30,
145.25, 137.22, 125.99, 115.65, 105.13, 56.42, 51.71), observandose la evidente
presencia de 3 carbonos cuaternarios (dc = 167.69, 137.22 y 125.99) siendo la sefal
en dc 167.69 perteneciente a un carbonilo. Por otro lado, por la duplicacién en el
tamafo de la sefal en &c 147.30 se asume que corresponde a 2 carbonos
cuaternarios simétricos. En dc 145.25 y &c 125.99 se observan 2 senales
pertenecientes a metinos, y por el tamafo de la sefal en d¢c 105.13 se infiere la
presencia de 2 metinos simétricos. En la zona media se observan 2 sefales de
carbonos base de oxigeno, una en d¢c 51.71 y otra en d¢c 56.42 que de acuerdo con
su tamano corresponde a 2 metoxilos simetricos. La contribucion de HSQC
(Espectro 17) nos proporcioné6 de manera inequivoca la correlaciéon C-H a una
ligadura de los bases de oxigeno: &1 3.92/6¢ 56.42, dn 3.80/ &¢ 51.71, los vinilicos:
OH 7.61/ &¢c 145.25, O 6.39/ d¢c 115.65 y los metinos aromaticos on 6.77/ d¢c 105.13.
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A través del experimento COSY (Espectro 18) mediante la correlacidon por cruces
se confirmaron los protones vinilicos &n 7.61/ &c 145.25, 1 6.39/ 6¢ 115.65. con J=
15.87 Hz caracteristica del doble enlace de los compuestos fendlicos de tipo
cinamico. Por lo tanto, con la informacién obtenida hasta este momento se sugiere

que el compuesto 12 es de tipo éster de acido cinamico.

El experimento de HMBC (Espectro 19) fue crucial para asignar de manera
inequivoca la estructura y conocer de qué éster de acido cinamico se trataba. La
sefial protdn en 6H 3.92 que representa a 2 metoxilos correlaciona a 3J con la sefial
de carbono en &6c 147.30 que representa a 2 carbonos cuaternarios. La sefial de
carbono en &¢c 137.22 correlaciona a 3J con la sefial en &1 6.77 la cual corresponde
a 2 metinos, los carbonos presentes en la sefial en &¢ 147.30 correlacionan a 3J con
el protén en dn 5.70 perteneciente a un grupo hidroxilo, y a 2J con los metinos en &x
6.77. A partir de este analisis se establece el fragmento estructural del anillo
aromatico del acido, asignando la posicién H-1 al carbono en &¢ 125.99, los metinos
en dn 6.77/ d¢c 105.13 corresponden a las posiciones H-2 y H-6, las posiciones H-3
y H-5 pertenecen a los cuaternarios en dc 147.30 los cuales se encuentran
directamente unidos a los metoxilos en dn 3.92/6¢ 56.42 (H-3' y H-5’). El grupo OH
se encuentra en la posicion 4 (5¢c 137.22) del anillo aromatico. El fragmento alifatico
se establece mediante la correlacion de C-1 a 3J con el protén vinilico en &x 6.39 al
cual por el efecto de desproteccion del carbonilo (C-7) se le atribuye la posicidn alfa;
C-7 correlaciona a 3J con el protén vinilico en 81 7.61 a quien se le asigna la posicion
B y a su vez correlaciona con los protones del base de oxigeno en &1 3.80 de la
posicion H-8, confirmando que este acido se encuentra esterificado (Figura 2.11).
Por tanto, de acuerdo con el analisis el compuesto 12 es caracterizado como

sinapato de metilo, un derivado esterificado del acido sinapico.
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Figura 2.11 Correlaciones heteronucleares C-H, HMBC de compuesto 12.
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2.2.2.5 Elucidacion estructural de B-sitosterol-3-O-3-D-glucésido

29, El compuesto 13 fue

21 ,¢ aislado como un polvo

18 amorfo. Los espectros de

19 7 RMN de 3C y 'H (Espectro
20y 21) presentan sefales

de un esqueleto de esterol,
6 (13)

lo cual se confirmd por la
presencia de una sefal
multiplete en 3.55 que corresponde H-3, ademas de dos carbonos olefinicos, un
cuaternario con 6 140.94 correspondiente a C-5, y un metino con 6 122.48 asignado
al C-6 (61 5.32), y 6 grupos metilo: ¢ 20.01/61 0.96 CH3-19, 6¢19.61/6H 0.88 CHs-
21, 6¢19.22/61 0.80 CHs3-29, 8¢19.07/0n 0.78 CH3-26, 6¢12.29/6H 0.76 CHs-27,
0c12.14/61 0.64 CHs-18 distinguiéndose la sefial caracteristica de los metilos de las
posiciones 26, 27 y 29 con multiplicidades de, dos sefiales dobles (J = 6.64 Hz) y
una sefal triple respectivamente (J = 7.43 Hz). También se observaron sefales de
un azucar en o1 4.35/6¢ 101.69 (anomérico), o1 3.35/6¢c 77.15 (C-3’), dn 3.22/6c
76.68 (C-4’), dn 3.17/6¢ 74.18 (C-2’), dn 3.33/0¢ 70.80 (C-5’), 61 3.79, 3.68/0c 62.21
(C-6’); estas sefales son caracteristicas de una glucopiranosa y este sustituyente
esta en C-3 (0 79.50) junto con el proton en dn 3,55. De acuerdo con el analisis
espectroscopico y lo reportado en la literatura (Khatun et al., 2012), el compuesto

13 fue caracterizado como [3-sitosterol-3-O-3-D-glucdsido.

Este glucésido esteroideo se ha reportado con diferentes actividades biologicas
como actividad antimicrobiana contra S. aureus, Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina, P. mirabilis, S. typhi, K. pneumoniae, E. coli y B. subtilis (Njinga et
al., 2016; Njoroge et al., 2019), actividad antifungica sobre C. albicans, P. notatum
y A. niger (Njoroge et al., 2019), actividad citotoxica contra diferentes lineas
celulares de cancer como el de mama (MCF-7, ICso = 3.31 — 52.17ug/ ml) higado
(Hep-G2, ICs0= 21,40 - 54,34 ug/ml) colorrectal (HCT-116, ICs0= 3,30 - 15,82 ug/ml)
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(Youssif et al., 2020; Elsbaey et al., 2017), laringe (Hep-2, 1Cs0= 30,89 ug/ml)
(Elsbaey et al., 2017).

2.2.2.6 Elucidacién estructural del compuesto 14

2 7 El compuesto 14 fue aislado como un liquido naranja. En el

HS
Ojij/\o"' espectro de IR se observa una banda v = 3600- 3200cm™’
H Z 6 correspondiente al grupo hidroxilo OH (Espectro 27).

(14) El espectro de RMN '"H de 600MHz evidencid, a campo baijo,
la presencia de 3 senales de metinos pertenecientes a un sistema aromatico en on
8.02 (d J=2.8 Hz), 61 7.36 (d, J = 8.5 Hz) &1 7.24 (dd J =8.5, 2.8 Hz) asi como una
sefal de metileno base de oxigeno en la regidon media del espectro en o1 4.56 2H

S.

En el espectro de RMN de '3C (Espectro 23) se observan 7 sefiales de carbono, de
las cuales 3 son cuaternarios (6c 154.66, oc 152.37, dc 90.09), tres mas
corresponden a metinos aromaticos (d¢137.32, d¢c 125.06, d¢c 123.31) y se observa

una sefal de metileno en dc 65.60.

El experimento de HSQC (Espectro 24) nos permitié asignar de manera inequivoca
la correlacion C-H a una ligadura. (o1 8.02/ 8¢137.32; o1 7.24/ dc 123.31; dH 7.36/
oc 125.06).

De acuerdo con las correlaciones observadas en el espectro COSY (Espectro 25) y
a través de las constantes de acoplamiento podemos recrear el sistema aromatico
de la siguiente manera, la sefal en dn1 8.02 (J = 2.8 Hz) esta en la posicion meta
respecto a la sefal en o1 7.24 (J = 2.8, 8.5 Hz) la cual a su vez se encuentra en la
posicion orto respecto a dn 7.36 (J= 8.5 Hz) conformando asi un sistema aromatico
ABX, asignandoles las posiciones 2, 6 y 5 respectivamente (Figura 2.12). El
espectro HMBC (Espectro 26) muestra las correlaciones 2J del carbono cuaternario
en &c dc 152.37 con los protones 2 y 6 por lo que se asigna a este C la posicioén 1.

El carbono en &¢ 123.31(C-5) presenta una correlacién 2J con H-6. Por otro lado, el

97



carbono en d¢ 154.66 (C-4) presenta una correlacién 2J con H-5, y el C-2 (5¢137.32)
tiene una correlacion 3J con H-6, por lo que tentativamente al carbono en &¢c 90.09

se le asigna la posicion C-3.

H
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]
1
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- —

|
T T T T T T T T T T T T T T T T
.20

T
8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.5
f1 (ppm)

~

Figura 2.12 Senales de los protones aromaticos del compuesto 14.

La informacion del espectro de IR nos sugiere la presencia de hidroxilos, sin
embargo, debido a los desplazamientos de los carbonos cuaternarios (C-3 d¢ 90.09)
se sugiere ademas la presencia de otro tipo de heteroatomo, como el azufre. Esta
hipotesis la respaldamos con un analisis de CG-EM, en el cual, por una comparativa
por el espectro de masas, la biblioteca NIST nos sugiere con un score de alrededor
del 75 % que puede tratarse de algun mercaptofenol (Cromatograma 2). Por tanto,
con la evidencia obtenida hasta el momento, se propone que el compuesto 14 puede
tratarse de 4-(hidroximetil)-2-mercaptofenol. Para confirmar la presencia de azufre,
y la identidad de este compuesto sera necesario realizar analisis enfocados a este
atomo (analisis elemental, RMN 33S), lo cual al momento no ha sido posible por la

poca cantidad con la que se cuenta.

2.2.3 Actividad citotoxica de compuestos puros

Las fitolexinas 10, 11 y el compuesto fendlico 12 aisladas de brécoli fueron
evaluados en un ensayo de citotoxicidad sobre la linea celular de cancer
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cervicouterino (HelLa), para la cual las evaluaciones previas de los extractos
mostraron selectividad. Se llevé a cabo una curva dosis respuesta con las siguientes
concentraciones: 100, 10, 1.0, 0.1, 0.01 pg / mL y a partir de ella se calculé la Clso

para cada compuesto, los resultados se muestran en la Tabla 2.13.

Tabla 2.13 Clso de 10, 11 y 12 de Brassica oleracea L. var. italica.

Compuesto HelLa HelLa
Clso ug / mL Clso uM
Caulilexina C (10) 2343 +2.44 125.97 + 2.44
indol-3-acetonitrilo (11) 33.65 + 1.68 215.71 + 1.68
Sinapato de metilo (12) 42 47 + 2.23 178.27 + 2.23
Sulforafano 24.48 + 2.98 138.07+ 2.98

Clso: Concentracion a la cual se inhibe el 50 % de la poblacién celular. Control (+) Taxol Clso 30 nM

Los resultados obtenidos de los ensayos citotdxicos realizados a las fitoalexinas
caulilexina C e indol-3-acetonitrilo, asi como al compuesto fendlico sinapato de
metilo, indican que tienen una Clso de 125.97, 215.71 y 178.27 uM respectivamente,

sobre la linea celular Hela.

Ya se ha establecido anteriormente que la unica diferencia estructural entre indol-
3-acetonitrilo y 1-metoxi-1H-indol-3-acetonitrilo (caulilexina C) es la sustitucion del
H del amino del indol por un grupo metoxilo, los resultados del ensayo de
citotoxicidad, sugieren que esta modificacion es la responsable del incremento en
un 30% del efecto citotdéxico por parte de caulilexina C. Esto podria deberse al
incremento de la lipofilicidad de caulilexina C (c log P = 1.67 vs c log P 1.18 indol-3-
acetonitrilo), aunado a esto, el metoxilo confiere a caulilexina C un incremento en el

volumen, lo que podria provocar una mejor interaccién con el blanco bioldgico.

Actualmente existe reportado en la literatura el 3-indolcarbinol, una fitoalexina
también de origen crucifero que posee a diferencia de los compuestos 10 y 11 un
grupo OH en la posicién 10. A esta fitoalexina se le han atribuido actividades como
antimicrobiano (Monte et al., 2014; Julliard et al. 2017), antiarritmico, antioxidante,
antihipertensivo (Prado et al., 2022), antiviral sobre el virus del herpes simple
(Stoner, 2008), antiinflamatorio (Jiang, et al., 2013; Busbee, et al., 2014; Prado,
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et al., 2022), recientemente se ha evaluado su actividad como neuroprotector en el
modelo de enfermedad de Parkinson en ratas (Mohamad, et al., 2022), asi como
su potencial citotoxico sobre lineas celulares de cancer de mama (ICso = 248.1 mM)
(Curaso, et al., 2014) prostata (ICs0 = 150 — 285 uM) (Nachshon-Kedmi, et al.,
2003), melanoma (ICso = 284 uM) (Quirit, et al., 2017), higado (ICs0 = 488 uM) (
Lee, et al., 2019) , y colorectal (ICs0 = 456 uM) (Lee, et al., 2021).

Por otro lado, una de las fitolexinas mas representativa y ampliamente estudiada es
el 3-indolcarbinol (I3C), la cual al igual que el indol-3-acetonitrilo (11) es producto
de la hidrdlisis de la glucobrasicina, este compuesto posee a diferencia del
compuesto 11 un grupo OH en la posicion 10. Esta fitoalexina se ha demostrado
que 13C modula varios factores de transcripcién nuclear (Kim y Milner, 2005;
Rahman et al.,, 2004), induce enzimas de fase | y fase |l que metabolizan
carcinégenos, incluidos los estrégenos (Curaso et al., 2014), mejora la reparacion
del ADN al afectar varias de las proteinas involucradas en este proceso e induce la
detencion del ciclo celular en G1 y la apoptosis (Rogan, 2006; Chen et al., 2008;
Chen et al., 2014), por lo que todas estas actividades conducen a posibles efectos
citotéxicos, los cuales se han reportado sobre lineas celulares de cancer de mama
(Clso = 248.1 pM; linea celular MCF-7) (Curaso et al., 2014) préstata (CEso = 100
MM; linea celular PC-3) (Wang et al., 2012), melanoma ([C] = 200 pM; lineas
celulares G-361, SK-MEL-28, SK-MEL-30, RPMI-7951) (Aronchik et al., 2014),
higado ( Clso = 93 puM; linea celular HepG2) (Krajka et al., 2015) y pancreas ([C] =
100 pM; linea celular Panc-1) (Paik et al., 2013), y colorrectal ([C] = 300 pM; linea
celular HT-29) (Nakamura et al., 2009). Ademas de que se ha comprobado la
inhibicion de la tumorigénesis en un modelo de ratén al observarse la reduccién

tumoral de cancer pulmonar en hasta un 40% (Kassie et al., 2007).

Como se menciono anteriormente, las Clso de los compuestos 10 y 11 son 125.97 y
215.75 uM, respectivamente sobre la linea celular cancer cervicouterino (HelLa);
estas concentraciones se encuentran dentro de los rangos de Clso reportados para
I3C en diferentes lineas celulares de canceres humanos (90 — 250 uM), a pesar de

que el I3C no se ha evaluado sobre este tipo de cancer (cervicouterino), nos permite
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proponer que 10 y 11 podrian tienen potencial citotoxico no solo sobre cancer
cervicouterino, sino sobre otros tipos de canceres incluyendo cancer de mama, otro

de los tipos de cancer de importancia médica en mujeres.

Cabe resaltar que la diferencia estructural entre 11 y I3C es un grupo ciano y un OH
en la posicién 10, respectivamente (Figura 2.13). El grupo nitrilo presente en 11
parece conferirle a la molécula una mayor actividad citotdxica (Clso = 215.71 uM) si
lo comparamos con la Clso reportada para I3C en cancer de mama de Clso = 248.1
MM.

Asi mismo, la unica diferencia estructural entre 11 y 10 es la sustitucion del H del
amino del indol por un grupo metoxilo, los resultados del ensayo de citotoxicidad,
sugieren que esta modificacién es la responsable del incremento en un 30% del

efecto antiproliferativo por parte de caulilexina C (10).

Teniendo como precedente el hecho de que I3C ha presentado actividad antiviral
sobre el virus del herpes simple (Stoner, 2008), y considerando que el cancer
cervicouterino es de origen viral, los compuestos 10 y 11 podrian proponerse como

agentes antivirales y ser evaluados sobre el VPH.

Otras actividades que se le han atribuido a I13C son antiarritmico, antioxidante,
antihipertensivo (Prado et al., 2022), 2008), antiinflamatorio (Jiang et al., 2013;
Busbee et al., 2014; Prado et al., 2022), y recientemente se ha evaluado su
actividad como neuroprotector en el modelo de enfermedad de Parkinson en ratas
(Mohamad et al., 2022). Mismas sobre las cuales seria interesante evaluar a los

compuestos 10 y 11.

Adicionalmente, 13C, fitoalexinas de tipo isotiocianato como rapalexina A (3IMI) y B
(3IMIO), y fitoalexinas del grupo de las camalexinas, las cuales poseen un grupo
tiazol en la posicion 3 del anillo inddlico (3Tl), son de interés fungico sobre hongos
patdgenos de cultivos cruciferos de Brassica como Leptosphaeria maculans y
Alternaria brassicicola (Pedras et al., 2012; Soledade et al., 2013) lo cual nos

genera nuevas areas de interés para estos compuestos en el campo agricola.
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Figura 2.13 1-metoxi-1H-indol-3-acetonitrilo (10) (caulilexina C), indol-3-acetonitrilo (11), 3-(tiazol-
2-il)indol (3Tl) (camalexina), 3-indolcarbinol (I3C), 3-isothiocyanato-4-methoxy-1H-indole (3IMI)
(rapalexina A), 3-isothiocyanato-4-methoxy-1H-indol-5-ol (3IMIO) (rapalexina B).

El sinapato de metilo (12) es un éster del acido sinapico a la familia de los acidos p
-hidroxicinamicos (Figura 2.14), se encuentra abundantemente en las plantas de
género Brassica. Los acidos fendlicos de tipo cinamico muestran actividades
anticancerigenas, antiaterogénicas, antipaludicas, antifungicas, antimicrobianas y
antioxidantes (Abotaleb et al., 2020; Rosa et al., 2016; Nguyen et al., 2021) y sus
ésteres se consideran la clase mas potente en comparacién con las formas

metoxiladas o hidroxiladas (Anantharaju et al., 2016).

(0)
o Z ~ H AS)
7~
(12)

Figura 2.14 Estructura de sinapato de metilo (12) y su analogo el &cido sinapico.
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Sinapato de metilo (12) ha sido reportado con actividad antioxidante, antimicrobial
sobre E. coli. (Nguyen et al., 2021) y Filtro Uv (Fan et al., 2021; Nguyen et al.,
2021) pero su actividad citotoxica aun no se ha descrito.

Sin embargo, su precursor el acido sinapico (AS) ademas de que se ha reportado
como eliminador de radicales (Clso = 30 ug / mL), y se ha asociado con la detencién
del ciclo celular en fase S y la induccion de apoptosis, también se ha evaluado su
efecto citotoxico sobre lineas de cancer de colon (Clso = 200 pM, linea celular
SW480) (Hudson et al., 2000), prostata (Clso = 1000 uM, lineas celulares PC-3,
LNCaP) (Canan et al., 2018) mama (Clso = 4020 uM, linea celular MCF-7, Clso =
7x10"" M, linea celular T47D) (Somprasong et al., 2016; Kampa et al., 2004),
hepatico (Clso = 1.7 uM, linea celular HepG2) (El-Hawary et al., 2018), pulmdn (
Clso = 50 uM, linea celular A549) (Xinglong et al., 2021) y cervicouterino (Clso =
1760 uM, 7248 pM, 910 pM, linea celular HeLa) (Somprasong et al., 2016;
Hameed et al., 2016; Senawong et al., 2013).

Los resultados obtenidos en el ensayo de citotoxicidad de esta tesis muestra que la
Clso determinada para el éster, sinapato de metilo (13) es 178.27 uM, lo que significa
que es que es alrededor de 100 mas potente que la actividad reportada para el acido
precursor (AS, Clso = 910 - 7248 uM) por 3 autores; por lo que podemos atribuir la
mejora de la actividad a la presencia del grupo éster, ademas de volverlo un
candidato de interés para contrarrestar la proliferacion celular en distintas lineas
celulares tomando como precedente que ya existe un estudio por parte de nuestro
grupo de trabajo, sobre 4 analogos del acido sinapico sobre la linea celular Hep3B
con Clso en un rango de 198.2 yM a 260.8 uyM (Castro et al., 2022).

Aunado a esto, se decidié evaluar el sulforafano, el cual fue obtenido de manera
comercial, ya que es uno de los principales compuestos de tipo isotiocianato
reportados para el brocoli, y se le atribuye actividad anticancerigena (Su et al.,
2018), antioxidante (de Figueiredo et al., 2015) y quimiopreventiva (Jiang et al.,
2018). A pesar de que este compuesto ha sido ampliamente estudiado sobre
diversas lineas celulares, no ha sido evaluado sobre la linea celular ce cancer

cervicouterino Hel a, por lo que es de relevancia la obtencion de su Clso = 138.07uM.
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Podemos observar que aun sobre el sulforafano el compuesto 10 (caulilexina C) es

el que presenta mayor inhibicion de la proliferacion.
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2.3 Conclusion

El estudio fitoquimico de extractos metandlicos de bagazo de pella, hoja de brocoli,
permitié la obtencion de caulilexina C (10), indol-3-acetonitrilo (11), sinapato de
metilo (12), los cuales no se habian reportado en extractos de hoja de brdcoli.
Ademas, se aisl6 tanto de brocoli como de kale a B-sitosterol-3-O-B-D-glucdsido
(13) un fitoesterol no reportado en esta especie. Ademas, a traves del analisis por
CG-EM, en las fracciones de hexano de cada uno de los vegetales, se identificaron
esteroles como el y-sitosterol, esteres de acido graso mayormente insaturados
como el éster metilico del acido hexadecanoico, asi como un diterpeno mayoritario

identificado como fitol.

Se realiz6 la evaluaciéon de la actividad antiproliferativa de los extractos brocoli y
kale, asi como de las fases de metanol; los E. MeOH de hoja (var. sabellica), hoja y
bagazo de pella (var. italica), mostraron selectividad para la linea celular HeLa a
[100 pg / mL] con porcentajes de inhibicion del 50.47, 47.04 y 51.20 %,

respectivamente.

Los compuestos caulilexina C (10), indol-3-acetonitrilo (11), sinapato de metilo (12)
aislados de los extractos activos, fueron evaluados en la linea celular HeLa sobre la
cual se encontro selectividad, presentando Clso de 125.97, 215.71, 178.27 uM

respectivamente.

Finalmente, el presente trabajo contribuye al estudio fitoquimico y citotoxico de los
vegetales cruciferos de Brassica oleracea L. brocoli y kale. Proponiendo asi a los
compuestos fitoalexinicos como candidatos a posibles nutraceuticos enfocados al

tratamiento del cancer.
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2.4 Anexos capitulo Il
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Espectro 1: RMN "H (600 MHz, CDCI3) de caulilexina C (10).
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Espectro 2: RMN "3C (125 MHz, CDCI3) de caulilexina C (10).
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Espectro 3: RMN HSQC (600 MHz, CDCI3) de caulilexina C (10).

109



(wdd) 74

110

[WTN]

(1)

H-10a-b

H-13

H-8
H-8

H-5

H-5

Espectro 4: de RMN 2D, COSY (600 MHz, CDCls) de caulilexina C (10).



H-13

H-10,,

H-7 H-2

H-5 H-8

H-6

|-10

20
30

40
50

60

(wdd) 7y

o
~
I

i=3
©
I

[=]
o
1

100

110

120
130
140

—————g——

T T
70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6
2 (ppm)

7.2

7.4

T
7.6

7.8

C-13

<

!

Ce2 —— o o o o

Cc-8

H-10,

C-11
[of

) c-2C-6
C-4 C-7

Espectro 5: RMN 2D, HMBC (600 MHz, CDCI3) de caulilexina C (10).

111



-——. 9SSPS ,gpog

—

85'8.9

500

1000

1500

2000

2500

3000

elouBHWISuUEl | %

e 88'9¢/
MIW Zr'es6
Y\O@.O@O_‘

pE0SLL
< 62'L22)  g9'0vzL
4 or'zzEL
lo8sel  goeLpy
Jﬁ 95°eSYL
PE =
19°G191
LLVELL
i\
ﬁf O
95'8rTT \
ﬁl! 4 N\..O
8y’ evee
€29162
q______-_-_u_-—-—-_—_—____-_H_____M—_-_-__—
(=] o o (=] o o o o o
[¢7] [e] ~ w0 wn - (] o™ -

4000

Numero de Ondas (cm-1)

Espectro 6: IR de caulilexina C (10).

112



156284
41

94 - c=

80
N\

04 N

168
5 155 | 186

7 ‘

p 128 ’138
H\ HH
53 1

3

'l

b

1<@

3

-

{

i |Hyw|||

£ 198 20

IIB]
| MMH I HH“ H I HI!H‘ |
6 8 9% 1m 113 128 132 16 170 1
Espectro 7: Masas (1Q) de caulilexina C (10).

I

I
2l
m/z

|
e

113



H-10,,

H-5

H-N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8
f1 (ppm)

Espectro 8: RMN "H (600 MHz, CDClIs) de indol-3-acetonitrilo (11).
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Espectro 9: RMN "3C (125 MHz, CDCIs) de indol-3-acetonitrilo (11).
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Espectro 11: RMN 2D, COSY (600 MHz, CDClIs) de indol-3-acetonitrilo (11).
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Espectro 15: RMN 1H (600 MHz, CDCls) de sinapato de metilo (12).
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Espectro 16: RMN °C (125 MHz, CDCI3) de sinapato de metilo (12).
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Espectro 17: RMN HSQC (600 MHz, CDCI3) de sinapato de metilo (12).
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Espectro 18: RMN 2D, COSY (600 MHz, CDCI3) de sinapato de metilo (13).
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Espectro 19: RMN HMBC (600 MHz, CDCI3) de sinapato de metilo (12).
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Espectro 20: RMN "H (600 MHz, CDCIs) de B-sitosterol-3-O-B-D-glucésido (13).
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Espectro 21: RMN "3C (125 MHz, CDCIs) de B-sitosterol-3-O-B-D-glucésido (13).
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Espectro 22: RMN "H (600 MHz, CDCI3.CD30D) del compuesto 14, posiblemente 4-(hidroximetil) 2-mercaptofenol.
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Espectro 23: RMN 3C (150 MHz, CDCIs-CD3OD) del compuesto 14, posiblemente 4-(hidroximetil) 2-mercaptofenol.
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Espectro 24: RMN HSQC (600 MHz, CDCI3-CD3OD) del compuesto 14, posiblemente 4-(hidroximetil) 2-mercaptofenol.
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Espectro 25: COSY (600 MHz, CDCI3-CD30OD) del compuesto 14, posiblemente 4-(hidroximetil) 2-mercaptofenol.
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Espectro 26: HMBC (600 MHz, CDCl3-CD30OD) del compuesto 14, posiblemente 4-(hidroximetil) 2-mercaptofenol.
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Compound Label Name RT Algorithm

Cpd 14: 4- 4-Mercaptophenol 14.21 |Find by Integration
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Ml 14.310
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2]
1.51
1 E
0.5
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Counts vs. Acquisition Time (min)
MS Spectrum
x10 5 |Cpd 14: 4-Mercaptophenol: + Scan (rt: 14.178-14.230 min, 8 scans) MAM10.D
2.5 12B.1
o] 98.1
1.5
SH
1
39.1
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Cromatograma 2: (CG-EM) del compuesto 14.
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Cromatograma 3: Tabla del anélisis por CG-EM de la fraccion BB-01-H de Brassica oleracea L.

var. italica.

Abundance

TIC: MAMO315.D

3617
-5e+07
d4e+07
-Be+07

2e+07

N e (. §

. 1le+07

1e+07
9000000
8000000 |4 35 3434
7000000
6000000
5000000

4000000

3000000
2000000 32.61 .34
1000000 ) 3.28

L e e e B L B e e e e e LA e e e e T e e L R e

Time—=

BB-01-H
#Pico| TR Mm* Molécula %A
1 20.39 296 Fitol 4.62
2 33.27 398 (3B,22E)-Ergosta-5,22-dien-3-ol 0.44
3 34.34 400 Campesterol 17.61
4 36.17 414 y-Sitosterol 74.93
5 20.39 296 Fitol 4.62

TR: tiempo de retencién; M*: ién molecular
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Cromatograma 4: Tabla del analisis por CG-EM de la fraccion BH-02-H de Brassica oleracea L.

var. italica.

Abundance

2. d4e+0O7
=2.Be+07
2 Z2e+rO7
2. 1le+O7

Ze+O07
- ODe+O7
- Be+O7
. Te+vO7
L Se+O7
S Se+0O7
Ade+O7
- Be+O7
2Pe+O7
- 1Te+O7

o ddddddd

TIC: NMANMOSI314. D

2Z20olas

=20

18.59

=20 |

1e+ro7 s
DOO0O000O0
so00000O0
Eg=l=l=lolota)
sooooo00o
So000000 =
“ao0o0o0000
3000000 ho. =s
zZooooo00o i
1000000 1171 S b s

23

=282

3587
1. 14 3a.2a L
= T

Time——=

T T T T T T T T T
18.00 =20.00 =22.00 24.00 266.00 28.00 30.00 32.00 3<4.00

BH-02-H
#Pico| TR M* i Molécula %A
1 17.55 256 Ester metilico del acido pentadecanico 0.05
2 17.76 296 3,7,11,15 tetrametil-2- hexadecen-1-ol 0.10
3 18.26 266 Ester metilico del acido 7,10- hexadecadienoico 0.21
4 18.33 264 Ester metilico del acido 7,10,13-hexadecatrienoico 4.99
5 18.59 270 Ester metilico del acido hexadecanoico 13.74
6 19.27 284 Ester metilico del acido 14-metil hexadecanoico 1.12
7 19.54 284 Ester metilico del acido heptadecanoico 0.08
8 20.22 294 Ester metilico del acido 9,12-octadecadienoico 7.53
9 20.33 292 Ester metilico del acido 9,12,15-octadecatrienoico 26.86
10 20.46 296 Fitol 31.07
11 20.50 298 Ester metilico del acido octadecanoico 1.32
12 21.13 312 Ester metilico del acido 17-metil octadecanoico 0.140
14 34.24 400 Campesterol 1.17
15 35.86 414 y-Sitosterol 6.50

TR: tiempo de retencién; M*: ién molecular
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Cromatograma 5: Tabla del anélisis por CG-EM de la fraccion KB-01-H de Brassica oleracea L.

var. sabellica.

Abundance

1. 2S5e+07
1.2e+o7
A4.1Se+07
1. 1le+o7

1. 05e+07
1Tero7
SS5S00000
[Slelelelelele]
8500000
sS000000
7500000
kgelelelelola]
5500000
S000000
5500000
5000000
1500000
4000000
3IS00000
fclelololelole]
2500000
Z0O00000
1 500000
1000000
500000

L irre—1

TIC: MANMOI3O<. D>
ZO|aa

18. 60

=20

18 .36
A .31

Time——=

T T T T T T T T
17 .50 18. 00 18.50 19.00 19.50 =Z0.00 Z20.50 =1 .00

KB-01-H
#Pico| TR M* Molécula %A
1 17.71 296 3,7,1 1,15 tetrametil-2- hexadecen-1-ol 0.53
2 18.36 264 Ester metilico del acido 7,10,13- hexadecatrienoico 1.19
3 18.60 270 Ester metilico del acido hexadecanoico 11.17
4 19.30 284 Ester metilico del acido 14-metil hexadecanoico 0.63
5 20.24 294 Ester metilico del acido 9,12-octadecadienoico 6.82
6 20.31 292 Ester metilico del acido 9,12,15-octadecatrienoico 20.71
7 20.44 296 Fitol 58.95

TR: tiempo de retencién; M*: ién molecular
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Cromatograma 6: Tabla del anélisis por CG-EM de la fraccion KH-02-H de Brassica oleracea L.

var. sabellica.

8000000 0.1
7 O000000
17_7‘ 1 9131‘ ‘ | X ‘ | | | H ‘ 35.‘94
) - 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00
KH-02-H
#Pico| TR M* Molécula %A
1 17.71 296 3,7,11,15 tetrametil-2- hexadecen-1-ol 0.37
2 18.36 266 Ester metilico del acido 7,10,13 hexadecatrienoico 2.29
3 18.59 270 Ester metilico del acido hexadecanoico 7.42
4 19.30 284 Ester metilico del acido 14-metil hexadecanoico 0.97
5 20.24 294 Ester metilico del acido 9,12-octadecadienoico 8.18
6 20.31 292 Ester metilico del acido 9,12,15-octadecatrienoico 23.37
7 20.43 296 Fitol 43.85
8 20.51 298 Ester metilico del acido octadecanoico 1.57
9 29.90 408 Nonacosano 6.65
10 32.88 430 Vitamina E 3.01

TR: tiempo de retencion; M*: i6n molecular
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CAPITULO Il

“Me gustaria subrayar con fuerza mi conviccion de que la era de los quimicos
computacionales, en la que cientos, si no miles de quimicos trabajaran con ordenadores
en lugar de hacerlo en el laboratorio para incrementar muchos aspectos de la informacion
sobre productos quimicos, ya esta proxima. S6lo hay un obstaculo, a saber, que alguien
debe pagar por el tiempo de calculo”.

<Robert Mulliken>

Analisis quimioinformatico

3.1 Metodologia

ChEMBL

Epigenetec PassOnline
Target
Profiler

SwissTargetPrediction

<«—— BrassicaoleracealL. —»
var. italica y sabellica

E1: Identificacion y
clasificacon

m 8 Swiss Institute of
Bioinformatics

molinspirsiic
cheminformatics

Esquema 3. 1 Metodologia general del estudio quimioinformatico.
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3.1.1 Analisis in silico de compuestos de tipo isotiocianato, glucosinolato y

fenolico
3.1.1.1 Recoleccion de datos

Las estructuras quimicas que poseen el grupo funcional isotiocianato (ITC) se
buscaron en las bases de datos de acceso libre COCONUT (Collection of Open
Natural Products, CNT) (Sorokina et al., 2021), FooDB, version 1.0 (FDB) (FooDB,
2021), Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000) y DrugBank, version 5.1.8
(DB) (Wishart et al., 2018) utilizando como método de busqueda la palabra
isotiocianato, la contraccion ITC, asi como la forma desarrollada del grupo funcional
(R-N=C=S) Los resultados obtenidos de esta busqueda se compararon entre si y
se seleccionaron los compuestos duplicados y unicos presentes en cada base de
datos agrupandolos en una tabla incluyéndose su respectivo codigo SMILE
(Simplified Molecular-Input Line-Entry System).

Por otro lado, se seleccionaron 17 compuestos, que, de acuerdo con la literatura
descrita en los antecedentes, se encuentran presentes en las 2 variedades de
Brassica oleracea L. que se trabajan en este proyecto (italica y sabellica) (Tabla 1.3
y 1.6). De los cuales 11 de ellos de tipo glucosinolato: sinigrina (15), glucorafanina
(16), progoitrina (17), glucoerucina (18), gluconapina (19), glucoalissina (20),
glucoiberina (21), gluconasturtina (22), glucosinalbina (23), neoglucobrasicina (24),
glucobrasicina (25). Ademas de 6 de tipo fendlico: acido ferulico (26), acido sinapico
(27), acido caféico (28), kaempferol (29), quercetina (30), catequina (31). Los tres
grupos de compuestos obtenidos se subclasificaron segun sus caracteristicas

quimicas estructurales.
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3.1.1.2 Identificacidon de la fuente alimentaria reportadas en FooDB

Se identificaron las fuentes alimenticias de los compuestos de tipo isotiocianato que
se reportan en FooDB a través de la busqueda por nombre de cada uno de los
compuestos previamente colectados. Ademas, se identificaron las fuentes de la
familia Brassicaceae en las cuales se encuentran reportados los compuestos de tipo

glucosinolato y fendlico.

3.1.1.3 Determinacion de propiedades moleculares

Se inicidé con la elaboracion del perfil de los 3 tipos de compuestos (isotiocianatos,
glucosinolatos y polifenoles), con el calculo de las propiedades fisicoquimicas
relacionadas con la absorcion oral para posibles candidatos a farmacos. El analisis
quimioinformatico se realiz6 utilizando los softwares gratuitos Molinspiration
(Molinspiration, 2021), SwissADME (SIB, 2021) y DataWarrior, version v05.02.01.
(Sander et al., 2015). Se calcularon ocho propiedades moleculares de interés
farmacéutico: numero de atomos pesados (#A), peso molecular (PM), donadores de
enlaces de hidrégeno (DPH), aceptores de enlaces de hidrégeno (APH), coeficiente
de particion octanol / agua (clogP), numero de enlaces rotables (ER), area de

superficie polar (ASP) y refractividad molar (RM).

3.1.1.4 Analisis por criterios de Lipinsky, Ghose y Oprea de las propiedades

moleculares

Se consideraron los valores de peso molecular, coeficiente de particion, niumero de
atomos, numero de enlaces rotables, numero de aceptores de enlace de H, nUmero
de donadores de enlace de H y area polar superficial obtenidos en el software
Molinspiration, el valor de refractividad molar fue tomado del software
SwissTargetPrediction ya que es el unico que lo proporciona para realizar un
analisis del potencial como farmacos de absorcion oral y difusion pasiva, a través

de la regla de los 5’s descrita por Lipinsky en el 2001, que nos dice que un
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compuesto candidato a farmaco tendra problemas de permeabilidad o de difusion

pasiva si viola 2 o0 mas de los cuatro criterios establecidos, es decir, si presenta:

Mas de 5 donadores de enlaces de hidrégeno (expresado como la suma de OH y
NH).

Un peso molecular mayor de 500 g/mol.

Un clogP mayor de 5.

Mas de 10 (5 x 2) aceptores de enlaces de hidrogeno (expresado como la suma de
Ny O).

Como apoyo para fortalecer a la regla de los 5's mas no para suplirla, esto al
considerar otras propiedades moleculares y rangos aceptables, también se tomaron

en cuenta criterios expuestos por Ghose en 1999 y Oprea en el 2000:

Peso Molecular entre 160 y 480 g/mol, promedio 357 g/mol.
clog P entre —0.4 y 5.6, promedio 2.52.

Refractividad molar entre 40 y 130, promedio 97.

Numero total de atomos entre 20 y 70, promedio 48.

PSA entre 100-150 A para absorcion oral; 60-90 A BHE.
Numero de enlaces rotables entre 2 y 8.

Numero de anillos entre 1y 4.

3.1.1.5 Prediccion de actividad biolégica, potencial mutagénico y

tumorogénico

Las representaciones SMILES (Weininger, 1988) de los glucosinolatos vy
compuestos fendlicos reportados en brocoli y kale, asi como de los isotiocianatos
reportados en las bases de datos publicas, se utilizd como base para predecir la
actividad biologica de cada uno de ellos con un criterio de seleccion de Pa = 0.5 en
SwissTargetPrediction, nivel de confianza de 90% y un umbral de actividad = 6.5 en
ChEMBL (Davies et al., 2015) y Pa = 0.9 en PASS Online (Filimonov et al., 2014).

Ademas, se identificaron dianas moleculares cocristalizadas con los tres tipos de
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compuestos reportados en PDB. Aunado a esto, se predijo el nivel del potencial

mutagénico y tumorogénico de los compuestos con DataWarrior, version v05.02.01.
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3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Analisis in silico de compuestos de tipo isotiocianato

Se obtuvieron un total de 198 moléculas con la subestructura ITC en las bases de
datos consultadas. Encontramos que estas bases de datos tenian en comun 38
estructuras quimicas y 154 eran compuestos unicos. El contenido de cada base de
datos se resume en la Tabla 3.1 y el nuUmero de compuestos que se comparten entre

las diferentes bases de datos se muestra en la Figura 3.1.

Tabla 3.1 Numero de isotiocianatos reportados en 4 bases de datos.

Base de datos Poblacién Fuente
Collection of Open Natural Products (CNT) 137 https://coconut.naturalproducts.net
Food Database (FDB) 48 https://foodb.ca
Protein Data Bank (PDB) 11 https://www.rcsb.org
Drug Bank (DB) 2 https://go.drugbank.com
Total 198
Unique ITCs 154

FDB

ONT . TaY

PDB ' 38 DB
11 2

38

3 ‘

,_\2

COCONUT FooDB () Protein Data Bank ODrug Bank

Figura 3.1 Isotiocianatos tnicos y compartidos extraidos de cuatro bases de datos: COCONUT
(CNT), FooDB (FDB), Protein Data Bank (PDB), y DrugBank (DB).
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3.2.2 Fuente alimentaria de isotiocianatos informada en FooDB

La version actual de FooDB reporta 48 isotiocianatos, de los cuales solo 25 tienen
reportada su fuente natural. Los compuestos identificados como ((R) -iberina,
isotiocianato de alilo y (E) -raphasatin) se encuentran reportados en fuentes de
origen animal, como diversas variedades de carne y leche; Por otro lado 24
isotiocianatos se encuentran principalmente reportados en 18 fuentes de origen

vegetal (Grafico 3.1).
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Grafico 3.1 Principal fuente alimenticia de isotiocianatos reportada en FooDB.

Las fuentes de las vegetales de isotiocianatos fueron analizadas de acuerdo con la
familia, el género y la especie. La Tabla 3.2 muestra a las familias Amaryllidaceae,
Poaceae y Brassicaeae y a 10 géneros (Brassica, Rorippa, Lepidium, Eruca,
Wasabia, Raphanus, Armoracia, Allium, Zea, Avena) como las plantas que
contienen mayor cantidad de Isotiocianatos. A través de este analisis pudimos
observar que el género Brassica es la principal fuente de estos compuestos

organicos de azufre.

Se encontraron reportados 14 de 25 isotiocianatos (Figura 3.2 A) en las verduras
cruciferas (Brassica oleracea L.): brocoli, coliflor, repollo, colinabo, col blanca y
coles de Bruselas. La Figura 3.2 B muestra estos vegetales procedentes de la planta
silvestre y los isotiocianatos reportados en esta especie, tales como sulforafano

(SFN), isotiocianato de alilo (AITC), iberverina (IBV) y fenetil isotiocianato (FEITC).
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Tabla 3.2 Alimentos asociados a los isotiocianatos segtin FooDB.

Familia Género Nombre cientifico Nombre comun
Brassica oleracea L. var. capitata Col
Brassica oleracea L. var. botrytis Coliflor
Brassica oleracea L. var. gemnifera Coles de Bruselas
Brassica oleracea L. var. gongylodes Colirabano
Brassica Brassica oleracea L. var. italica Brécoli
Brassica oleracea L. var. capitata L. f. alba DC. Col blanca
Brassica juncea Mostaza china
Brassicaceae Brassica rapa var. rapa Nabo
Brassica rapa var. pekinensis Col china
Rorippa Rorippa nasturtium-aquaticum Berro
Lepidium  Lepidium sativum Berro de jardin
Eruca Eruca vesicaria ssp. sativa Rucula
Wasabia Wasabia japonica Wasabi
Raphanus Raphanus sativus Rabano
Armoracia Armoracia rusticana Rabano rusticano
Amaryllidaceae Allium Allium sativum L. var. sativum Ajo
Zea Zea mays Maiz
Poaceae .
Avena Avena sativa Cebolla
A) B)
A s Mg |t PO
L-D-Sulforafano Alil isotiocianato Erucina m
s /\Q S S -: ~\ 4
N NN NN
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. . Brote floral
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Figura 3.2 A) Estructuras de isotiocianatos reportados en vegetales cruciferos de Brassica
oleracea L. por FooDB. B) Esquema ilustracion de los vegetales de la planta silvestre.
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3.2.3 Clasificacion estructural

Los 154 isotiocianatos con estructuras quimicas unicas obtenidas de las cuatro
bases de datos se clasificaron de acuerdo con su estructura base en siete
categorias: aciclico (69 moléculas), ciclico (3), policiclico (41), aromatico (14),
poliaromatico (3), inddlico (18) y glicosilado (6) (Figura 3.3 A); los Isotiocianatos
representativos para cada una de las categorias se muestran a continuacion en la
Figura 3.3 B.

Cabe resaltar que los isotiocianatos aciclicos, ciclicos y aromaticos como
sulforafano, bencil y fenetil isotiocianatos son metabolitos secundarios que se
encuentran presentes en las verduras cruciferas de Brassica oleracea L. Estos, se
han descrito ampliamente en estudios anteriores como agentes quimiopreventivos
(Cheung y Kong, 2010), inductores de apoptosis (Liu et al., 2013), asi como
antiproliferativos para las lineas celulares cancerosas de mama, colon, pulmon,
pancreas, entre otras (Quin et al., 2015; Gupta et al., 2014; Xie et al., 2017; Li et
al., 2013), y podrian estar involucrados en los procesos antiinflamatorios (Heiss et
al., 2001). Por ejemplo, el isotiocianato aciclico sulforafano (SFN) es el componente
mas conocido de las verduras cruciferas y ha sido reconocido como un nutracéutico

quimiopreventivo debido a su actividad antiproliferativa (Kaboli et al., 2019).
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Figura 3.3 A) Proporcién de isotiocianatos identificados segun su estructura quimica. B)
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3.2.4 Propiedades fisicoquimicas

Como se describe en la seccién anterior, el perfil de propiedades fisicoquimicas de
los 154 ITC reportados en bases de datos publicas se realizé con: Molinspiration,
SwissADME y DataWarrior.Se calcularon las ocho propiedades moleculares: #A,
PM, DPH, APH, clogP, ER, ASP y RM.Cabe resaltar que estas propiedades son de
interés farmacéutico y proporcionan una estimacion cuantitativa de la similitud de

las moléculas pequefias con un farmaco.

A continuacion, se discuten los resultados calculados con DataWarrior ya que es el
software que no discrimina en el tamano de la molécula y SwissADME, el unico de
los 3 servidores utilizados que permite calcular los valores de refractividad molar la
cual, es una propiedad aditiva de la molécula, a mayor RM mayor es el volumen
estérico del sustituyente y mayor su tendencia a interactuar a través de fuerzas de
London (Cabrera et al., 2016).

Los resultados de los descriptores quimicos de los isotiocianatos pertenecientes a
los conjuntos de datos sometidos al ensayo se representaron como histogramas de
proporcion que revelaron un desplazamiento a la izquierda con respecto a todos los

descriptores quimicos de los conjuntos de datos analizados (Figura 3.4).

El perfil fisicoquimico calculado indica que el 95.5% de los ITCs se encuentran en
un rango de 100 a 450 Da de PM, 86.7 % con clogP entre 1y 6; la mayoria de los
ITCs poseen alrededor de 18 atomos pesados (16.9 %), 64,9 % tienen alrededor de
2 a4 ER, 67.5 % tienen 1-2 APH. En contraste, 70.1 % no tienen DPH y 29.9 %
tiene 1-4 DPH, 81.8 % tiene un ASP de 40 a 120 A. Finalmente, el 15.6 % de los

isotiocianatos tienen un valor de refractividad molar de 80.

En este estudio, se llevd a cabo una evaluacion preliminar del potencial de los
isotiocianatos como farmacos por absorcion oral y difusion pasiva mediante la
comparacién de la Regla de 5 de Lipinsk (Lipinski, 2001) que como ya se ha
mencionado describe que un compuesto candidato a farmaco tendra problemas de
permeabilidad o difusidbn pasiva si viola dos o mas de los cuatro criterios

establecidos. Ademas de considerarse también los criterios promedio de Ghose
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(Ghose et al., 1999) y Oprea (Oprea, 2000). Sin embargo, es preciso tener en
cuenta que cumplir estos criterios no es una garantia de que un compuesto sea
candidato a farmaco. Del mismo modo, el hecho de que los compuestos no cumplan
con la Regla de los 5 de Lipinski, los compuestos no deben ser excluidos de la

consideracion como farmacos potenciales (Lipinski, 2003).

Podemos observar que el 99.5 % de los isotiocianatos analizados en este trabajo
estan por debajo de los valores establecidos por Lipinski para PM y donantes y
aceptores de enlace de hidrégeno, mientras que el 61.7% de estos, estan en un
rango de clogP = 5. Teniendo en cuenta los criterios complementarios de Ghose y
Oprea, encontramos que alrededor del 77.7 % de los compuestos se encuentran en
los rangos de PM, clogP y ER establecidos, el 37 % de estos contienen de 20 a 70

atomos pesados, el 83.4 % estan entre los valores de 5 - 60 propuestos para RM.

El area de superficie polar molecular (ASP) es un parametro muy util para la
prediccion de las propiedades de transporte de farmacos. Se ha demostrado que
este parametro se correlaciona muy bien con la absorcion intestinal humana vy la
penetracion de la barrera hematoencefalica (Feng, 2002, Pajouhesh y Lenz,
2005). De acuerdo con nuestros resultados, el 11 % de los isotiocianatos serian
adecuados para absorcion por via oral y el 48 % para la permeabilidad de la BHE
(Figura 3.4). Los 3 autores reconocen la importancia de considerar el peso
molecular y los valores de clogP, por lo que bajo este analisis podemos concluir que
el 79.2 % y 61.7 % de los isotiocianatos cumplen estos criterios respectivamente

para lo establecido por estas reglas empiricas.
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Figura 3.4 Distribucién de los ocho descriptores quimicos de relevancia farmacéutica calculados de los 154
compuestos.
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3.2.5 Calculo de potencial mutagénico y tumorogénico

Se utilizé DataWarrior para estimar el potencial mutagénico y tumorogénico de los
154 ITCs. El 81.2 % de los compuestos tiene un potencial mutagénico bajo y el
83.7% un potencial tumorogénico bajo. Ademas, el 8.1 % de los ITCs no tienen
potencial mutagénico y / o tumorogénico, mientras que el 10.6 % y el 8.1 % se

consideran altamente mutagénicos y tumorogénicos, respectivamente (Grafico 3.2).

Teniendo en cuenta la diversidad estructural quimica de los ITCs, esta diferencia no
es inesperada, ya que los factores involucrados en la complejidad de la molécula,
como el tamafio, el tipo de enlace e incluso sus demas sustituyentes, juegan un
papel importante en la determinacion de la toxicidad. Por tanto, se considera que la
diferencia en el perfil toxicoldgico determina las potenciales amenazas asociadas a
su ingesta. Informes anteriores indican un potencial toxicolégico en concentraciones
superiores a las que se encuentran normalmente en las verduras cruciferas de los
compuestos similares a los isotiocianatos mas conocidos (Fimognari et al. 2012)
Por lo tanto, es importante considerar la relacion dosis-respuesta para estos
compuestos, ya que los ITCs como el AITC, FEITC, SFN, IBV y BITC, también son
ampliamente reconocidos como agentes antioxidantes (Figueiredo et al., 2013),
citotoxicos, inductores de apoptosis (Miao et al., 2017; Kntayya et al., 2018; Mas
et al., 2007), quimioprotectores (Munday y Munday, 2004; Dayalan ef al., 2018) y
quimiopreventivos (Bianchini y Vainio, 2004; . Dayalan et al., 2020).
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Grafico 3.2 Potencial mutagénico y tumorogénico de los 154 isotiocianatos.
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3.2.6 Perfil de dianas epigenéticas

Se realizé la prediccidon de la diana epigenética de cada isotiocianato utilizando un
servidor web recientemente desarrollado llamado Epigenetic Target Profiler (Dong
et al., 2018). Esta aplicacion web predice el perfil de bioactividad en un panel de 55
objetivos epigenéticos diferentes. Los parametros relacionados con la fiabilidad de
las predicciones son la identificacion de pequenas moléculas con potencial de
actividad epigenética (Sanchez y Medina, 2021). En la busqueda de blancos
epigenéticos se encontré que los compuestos de tipo ITCs estan fuera de los
criterios de confiabilidad para los blancos epigenéticos (p. Ej., Q4), que es el nivel
mas bajo de compromiso propuesto por este servidor. Esto sugiere que tienen una
probabilidad insignificante de actividad o que no se han reportado compuestos

similares para hacer una comparacion estructural confiable.

3.2.7 Objetivos biomoleculares de los isotiocianatos

Protein Data Bank proporciona acceso a datos de estructura 3D para moléculas
biologicas, al abrir el acceso al conocimiento acumulado de estructura cristalizada,
funcién y evolucion de macromoléculas biolégicas. Como resultado de este trabajo
se identificaron siete objetivos para los once ITC recopilados de las bases de datos
publicas y reportados en PDB. El 92.85 % de los ITC no se han co-cristalizado con
biomacromoléculas. No obstante, se han reportado siete dianas moleculares
cristalizadas con ITCs: factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF) (4.65
%), dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) (1.3 %), quitinasa A (chiA) (0.65 %),
adenilil ciclasa (ADCY10) (0.65%), glutatién transferasa omega 3S (GST3S)
(0.65%), liozima C (LYZ) (0.65%), glutation S- transferasa A1 (GSTA1) (0.65%) (ver
Anexos). En general, estas dianas moleculares se encuentran ampliamente

relacionadas con actividades anticancerigenas y antiinflamatorias.

El MIF es una citocina inflamatoria pleiotropica importante en la regulacién
ascendente de las respuestas inmunologicas innatas y adaptativas y se ha

implicado en la patogenia de enfermedades autoinmunes, sepsis, enfermedades
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inflamatorias como artritis reumatoide (Bilsborrow et al., 2019; Calandra y Roger,
2003), enfermedad cardiovascular (Burger-Kentischer et al., 2002), diabetes
(Herder et al., 2006) y también se ha encontrado que se sobreexpresa en
numerosos tipos de tumores, incluidos el cancer de mama y el melanoma
(Tomiyasu et al., 2002; Lee et al., 2008). MIF posee dos actividades cataliticas
distintas: actividad tiol proteina oxidorreductasa y cataliza una reaccion de
tautomerasa. Algunas de las actividades proinflamatorias del MIF se ven afectadas

por mutaciones que afectan la actividad enzimatica (Brown et al., 2009).

Crichlow et al., reportaron la actividad sobre MIF de dos isotiocianatos, PEITC vy
SFN. De acuerdo con su estudio, PEITC forma un enlace covalente en la hendidura
del sitio activo hidréfobo de MIF, formando un enlace cis tiopéptido. El anillo
aromatico dentro del sitio activo requiere un cambio conformacional en el residuo
N-terminal de prolina (Pro-1) para formar un enlace covalente con PEITC. En
contraste, SFN extiende la cadena alifatica fuera del sitio de union en la superficie
de la proteina, pero también se une covalentemente a MIF, estas uniones se
muestran en la Figura 3.5. Esto sugiere una menor afinidad por la hendidura del sitio
activo de la cadena lateral alifatica del sulforafano en relacioén con la de la cadena
lateral aromatica de PEITC (Crichlow et al., 2012). Por otro lado, Sokolov et al.,
comparé la importancia del tamafo de los ligantes. En el caso de la uniéon MIF-
PEITC, el inhibidor se ubica en el interior del centro activo debido a su pequefio
tamano, por el contrario, siendo el tamano del isotiocianato de fluoresceina (FITC)
tan grande, el inhibidor sobrepasa el centro activo y se situa por encima de la

superficie de la molécula proteica (Sokolov et al., 2018)

Spencer et al., Exploraron 15 de bencil y fenetil isotiocianatos que podrian inhibir a
MIF, calcularon el ICso de MIF y las células T de linfoma Jurkat. La presencia de un
sustituyente 4-metoxi o 4-sulfonamida aumenta la actividad a submicromolar (0,7
MM). EI ITC cristalizado unido covalentemente a rhMIF puede adoptar uno de dos
modos de unién distintos: a) "hacia abajo", ocupando un “bolsillo” profundo,
restringido e hidrofobico, y b) "hacia arriba", ocupando una hendidura mas abierta
expuesta al solvente (Spencer et al., 2015). Sin embargo, se ha demostrado que el
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ITC no reacciona directamente con cualquiera de estos tioles, y el N- terminal de la
prolina ha sido identificado como el sitio de unién de los ITC (Figura 3.5) Esto debido
a que el aumento de la nucleofilicidad del N — terminal de la prolina le permite
funcionar como un catalizador general basico en la reaccion de tautomerasa por lo
que favorece la reactividad con electréfilos como los isotiocianatos. Por lo tanto, la
unioén de los ITC a la prolina inhibe la actividad de la tautomerasa permitiendo que
el MIF interactue con receptores o proteinas de unién, como CD74, CXCR2 y
CXCR4 (Brown et al., 2009; Crichlow et al., 2012; Sokolov et al., 2018; Spencer
etal., 2015).

A)
Sulforafano
(MIF-SFN)
HY
L
Cop ™0
k H+
B)

Fenetil isotiocianato
(MIF-FEITC)

Figura 3.5 Reactividad de MIF con A) SFN (sulforafano) y B) FEITC (fenetil isotiocianato) unidos
covalentemente con N-terminal de prolina.

Ademas, se ha reportado que el 4-nitrofenil isotiocianato y el fenil isotiocianato
(PITC) se unen covalentemente con la enzima dihidroorotato deshidrogenasa
(DHODH). Esta enzima es responsable de catalizar la sintesis de pirimidina de novo
y oxidar los procesos de dihidroorotato a orotato. Este proceso esta involucrado en
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el metabolismo de las células cancerosas (Reis et al., 2017) y también esta
asociado con el tratamiento del cancer (Madak et al., 2019) enfermedades
autoinmunes, enfermedades parasitarias, infecciones bacterianas o virales como la
producida por el SARS-CoV-2 (Coelho y Oliveira, 2020)

3.2.8 Perfil de dianas moleculares y prediccion del tipo de actividad de los

isotiocianatos

Se utilizaron diferentes dianas moleculares implementadas en los servidores web

para determinar la posible actividad biolégica de los 154 ITC (Figura 3.6).

Al igual que Ilo reportado en Ila informacién experimental de PDB,
SwissTargetPrediction mostrd al MIF como un posible objetivo molecular, en este
caso para el 5.89 % de los ITCs; el 12.99 % de estos compuestos tienen actividad
sobre el receptor potencial transitorio anquirina 1 (TRPA1), el cual es un canal i6nico
y un objetivo importante para las terapias antiinflamatorias y analgésicas porque se
expresa en neuronas sensibles al dolor y otros tejidos (Meents et al., 2019).
Finalmente, como se muestra en la Figura 3.6 A, para el 82.5 % de los ITCs no se

tuvo prediccion bioactiva en SwissTargetPrediction.

La prediccién de los objetivos moleculares con ChEMBL (Figura 3.6 B) mostroé que
las principales dianas moleculares de los ITCs son de tipo enzimatico (31.17 %).
Por ejemplo, la fosfodiesterasa 5A (PDES5A), es una enzima de interés
farmacologico ya que su inhibicion tiene varias aplicaciones terapéuticas que
incluyen disfuncion eréctil e hipertension arterial pulmonar. Ademas, los inhibidores
de la fosfodiesterasa 5A se han asociado con un menor riesgo de desarrollar cancer
colorrectal (Ahmed et al., 2021; Jovani y Chan, 2019). Proto-oncogén tirosina-
proteina quinasa ROS (ROS1), es una enzima sintetizada por un gen ROS1, que
participa en el envio de senales en las células y el crecimiento celular, por lo que su

inhibicion puede contrarrestar el desarrollo tumoral (Vecchiarelli y Bennati, 2018;).

Otros objetivos moleculares que arrojo la prediccion en este software de los ITC son

la dihidrofolato reductasa (DHFR), el factor de coagulacion X (FX) , la serina /
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treonina-proteina quinasa pknB y la serina-proteina quinasa ATM. Los receptores
de membrana es otra clasificacién altamente reportada como un objetivo molecular
para compuestos de tipo ITC (30.52 %). Los siguientes receptores de membrana se
destacan por su incidencia: receptor muscarinico de acetilcolina M1 (CHRM1) y
receptor prostanoide EP4 (EP4R). CHRM1 pertenece a los receptores muscarinicos
de acetilcolina, que desempefian un papel clave en la regulacién de la actividad de
las funciones importantes del sistema nervioso central y periférico y se han
considerado como un objetivo terapéutico de importancia para diversas
enfermedades, como la boca seca, la incontinencia y la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (Wess, 2004; Ishii y Kurachi, 2006). EP4R es uno de los
receptores responsables de modular las funciones bioldgicas de la prostaglandina
(PG) E2, este esta involucrado en el proceso de angiogénesis y desarrollo tumoral;
sin embargo, se han propuesto efectos antiinflamatorios, antitrombéticos y
vasoprotectores para este receptor de PGE2 (Konya et al., 2013; Zhang y Daaka,
2011). Otros receptores de membrana de menor incidencia que se observaron para
los ITC son los receptores adrenérgicos alfa-2b / 2c, el receptor prostanoide EP3 y

el receptor cannabinoide CB2.

Complementario a SwissTargetPrediction y ChEMBL, PASS Online es un recurso
web disefiado para predecir espectros de actividad biolégica, efectos
farmacolégicos, mecanismos de accién, efectos toxicos y adversos, etc., de
compuestos organicos basados en sus estructuras quimicas. Para este estudio, las
predicciones mostraron que los ITCs reportados en las bases de datos utilizadas en
este trabajo pueden tener actividad como inhibidor del citocromo P450 2E1
(CYP2E1), pueden ser agonistas de la apoptosis y pueden actuar como sustrato del
glutation S transferasa (GST), una enzima involucrada en la desintoxicacion celular.
La sobreexpresion de GST se asocia con la aparicion de tumores y con la
resistencia a los agentes citostaticos. Especificamente, la expresion anormal de la
clase 11 de GST se ha relacionado con la aparicién de resistencia tumoral a los

farmacos de quimioterapia (Sanchez y Medina, 2021) (Figura 3.6 C).

162



B)

065%Pa:1 065%Pa:1

0.65% At: 6.5 0.65% At: 7

®P2RX3 ®RAD1 ®TRPA1 @MIF @ Sin diana molecular @Proteina no clasificada @ Factor de transcripcion @ Receptor de membrana

®Enzima @Canal ibnico @ Sin diana molecular

Q

® Antineoplasico (leucemia linfocitica) ® Inhibidos de sintesis de proteina
®Sustrato de Glutation S-transferasa @ Inhibidor de ADN polimerasa dirigido por ARN
a-N-acetil glucosaminil transferasa @ Tratamiento para fallos cardiacos
®Inhibidor de CYP2E1 @ Agonista de la apoptosis
©Sin diana molecular

Figura 3.6 Prediccion de dianas moleculares y actividad biolégica de los isotiocianatos analizado.

A) Dianas moleculares identificados en SwissTargetPrediction. P2RX3: purinoceptor 3 P2X; RAD1:
proteina de punto de control del ciclo celular RAD1; TRPA1: miembro 1 de la subfamilia A de canales
cationicos de potencial receptor transitorio; MIF: factor inhibidor de la migracion de macréfagos. B)
Clasificacion de proteinas dianas identificadas en ChEMBL version 28. C) Prediccion del espectro
de actividad bioloégica en PASS Online.
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3.2.9 Isotiocianatos prometedores resultado del analisis de actividad
biolégica

De acuerdo con el analisis de los resultados obtenidos de las bases de datos
experimentales, asi como de las predicciones, los isotiocianatos, bencil
isotiocianato, alil isotiocianato, fenetil isotiocianato, fenil isotiocianato, 4-
isotiocianatobut-1-eno, 5-isotiocianatopent-1-eno, 7-isotiocianatohept-1-eno, la
iberina y el isotiocianato de etilo (Figura 3.7) son los compuestos que cuentan con
la mayor diversidad de dianas moleculares y espectro de actividad bioldgica

(alrededor de 6 o 5 predicciones).

Para estos nueve isotiocianatos, se reporta la actividad sobre el receptor de
membrana EP4R y la enzima protooncogén ROS1; el bencil isotiocianato, fenetil
isotiocianato, fenil isotiocianato, 4-isotiocianatobut-1-eno, 7-isotiocianatohept-1-
eno, iberina asi como etil isotiocianato, comparten la afinidad por el receptor

muscarinico de acetilcolina CHRM1.

Ademas, seis de estos isotiocianatos tienen actividad sobre el canal cationico del
receptor potencial transitorio TRPA1. La Tabla 3.3 muestra el tipo de actividad y los
objetivos moleculares identificados para los nueve Isotiocianatos cuyas estructuras

quimicas se encuentran en la Figura 3.7.
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Bencil isotiocianato Alil isotiocianato Fenetil isotiocianato Iberina Etil isotiocianato
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Fenil isotiocianato 4-Isotiocianatobut-1-eno 5-Isotiocianatopent-1-eno 7-lsotiocianatohept-1-eno

Figura 3.7 Isotiocianatos prometedores del anélisis de actividad farmacolégica.
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Tabla 3.3 Isotiocianatos con el mayor numero de dianas moleculares y potenciales bioactivos reportados.

Isotiocianato MIF DHODH TRPA1 PDESA ROS1 CHRM1 EP4rR Agonistade lnhibidor de
la Apoptosis CYP2E1

Bencil isotiocianato X X X X X X

Alil isotiocianato X X X X X

Fenetil isotiocianato X X X X X X

Fenil isotiocianato X X X X X

4-|sotiocianatobut-1-eno X X X X X
5-isotiocianatopent-1-eno X X X X X
7-isotiocianatohept-1-eno X X X X X
Iberina X X X X X
Etil isotiocianato X X X X X

MIF: Factor inhibidor de la migracién de macréfagos; DHODH: Dihidroorotato deshidrogenasa; TRPA1: Miembro 1 de la subfamilia A de canales
cationicos de potencial receptor transitorio; PDE5SA: Fosfodiesterasa 5A; ROS1: Protooncogén tirosina-proteina quinasa ROS; CHRM1: Receptor
muscarinico de acetilcolina M1; EP4R: Receptor prostanoide EP4.
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3.2.10 Analisis in silico de compuestos de tipo glucosinolato y fenélico

Se buscaron en las 4 bases de datos (COCONUT, FooDB, PDB, DB) 17 moléculas
que de acuerdo con 22 referencias consultadas comparten los vegetales kale y
brécoli; 11 son de tipo glucosinolato y 6 son compuestos fendlicos. El contenido de

moléculas por cada base de datos se encuentra reportado en la Tabla 3.4

Tabla 3.4 Numero de compuestos reportados en 4 bases de datos.

Base de datos Poblacién Fuente
Collection of Open Natural Products (CNT) 17 https://coconut.naturalproducts.net
Food Database (FDB) 17 https://foodb.ca
Protein Data Bank (PDB) 7 https://www.rcsb.org
Drug Bank (DB) 5 https://go.drugbank.com

Los glucosinolatos fueron clasificados de acuerdo con el aminoacido precursor; el
63.63 % de los glucosinolatos son de tipo alifatico, 18.18 % aromatico y el 18.18 %
son inddlicos, en el caso de los compuestos fendlicos el 50% fue clasificado como

acido fendlico y el otro 50 % como flavonoides.

3.2.11. Vegetales de Brassica oleracea L. como fuente de glucosinolatos y

compuestos fendlicos

Se encontraron reportados en la base de datos de alimentos, FooDB, 12 variedades
de vegetales cruciferos ademas de la planta silvestre de Brassica oleracea L. con

contenido de glucosinolatos y polifenoles (Tabla 3.5).

Los compuestos organosulfurados de tipo glucosinolatos se encontraron reportados
en la planta silvestre y en 9 variedades, (var. capitata, var. botritis, var, gemmifera,
var. gongoylodes var. italica, var. capitata L.f. alba DC., var sabellica, var. sabauda,
var. alboglabra) siendo la planta silvestre y los vegetales, kale, coliflor, coles de
Bruselas y brécoli los que presentaron mayor incidencia en la presencia de

compuestos de este tipo.
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Por otro lado, los compuestos fendlicos se encontraron reportados en los 12

vegetales ademas del reporte en la planta silvestre. Los vegetales que presentaron

mayor numero de compuestos fendlicos fueron la col verde rizada, el brécoli, asi

como la planta silvestre. La proporcién de compuestos de interés en cada uno de

los vegetales los podemos observar en el Grafico 3.3.

Tabla 3.5 Vegetales cruciferos reportados en FooDB como fuente de glucosinolatos y polifenoles.

Familia Género Especie Nombre

Brassica oleracea L. Col silvestre
Brassica oleracea L. var. capitata Col
Brassica oleracea L. var. botrytis Coliflor
Brassica oleracea L. var. gemnifera Coles de Bruselas
Brassica oleracea L. var. gongylodes Colirabano
Brassica oleracea L. var. italica Brocoli

Brassicaceae Brassica Brass{ca oleracea L. var. capitaf‘a L. f. alba DC. Col blanca
Brassica oleracea L. var. sabellica Kale

Brassica oleracea L.
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Grafico 3.3 Vegetales cruciferos con mayor cantidad de glucosinolatos y polifenoles.
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3.2.12 Propiedades fisicoquimicas

Al igual que en el caso de los isotiocianatos el perfil de propiedades fisicoquimicas
de los glucosinolatos y polifenoles se realizé con: Molinspiration, SwissADME y
DataWarrior calculandose las ocho propiedades moleculares: #A, PM, DPH, APH,
clogP, ER, ASP y RM.

A continuacion, se discuten los resultados calculados con DataWarrior para los

glucosinolatos y compuestos fendlicos.

Los resultados de los descriptores quimicos de los glucosinolatos y los compuestos
fendlicos se representaron como histogramas de proporcion que revelaron un
desplazamiento a la izquierda con respecto a todos los descriptores quimicos de los

conjuntos de datos analizados.

En el caso de los glucosinolatos el perfil fisicoquimico calculado indica que el 54.5
% de los glucosinolatos se encuentran en un rango de 420 a 440 Da de PM, 81.8 %
con clogP entre -3.5y -1.5; el 54.5 % de los Glucosinolatos poseen alrededor de 25
a 27 atomos pesados, el 63,7 % tienen alrededor de 7 a 8 ER, 90.9 % tienen 10-11
APH. 72.7 % no tienen 4 DPH y 28.3 % tiene 5 DPH, estos compuestos
organosulfurados tienen un ASP de 205 a 250 A. Finalmente, el 63.3 % de los

glucosinolatos tienen un valor de refractividad molar de 80 a 95 (Figura 3.8).

Para los compuestos fendlicos el perfil fisicoquimico indica que si rango de peso
molecular se encuentra de 180 a 300 Da, su clogP es de entre 0.7 a 1.9, Este grupo
de compuestos posee entre 13 a 22 atomos pesados, de 1 a 4 enlaces rotables, de
4 a 7 aceptores de enlace de hidrogeno y de 2 a 5 donadores de enlace de
hidrégeno. El ASP para los compuestos fendlicos esta en un rango de 70a 130 Ay

su refractividad molar es de 50 a 80 (Figura 3.9).

168



4
D-.

320 340 360 380 400 420 440 460 480 R 4.0 -3.5

b
&
=3

Frecuencia
-

Aceptores de puente de H Donadores de puente de H

205 210 215 220 225 230 235 240
Area polar superficial (A%)

=
g 3 £
;2
] &
w2
1
1 %
04
o 75 80 8

Figura 3.8 Distribucién de los ocho descriptores quimicos de relevancia farmacéutica calculados de

los glucosinolatos.
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Se llevé a cabo la evaluacién preliminar del potencial de los glucosinolatos vy
polifenoles como farmacos por absorcion oral y difusidn pasiva mediante la
comparacion de la Regla de 5 de Lipinsky, ademas de considerarse también los
criterios promedio de Ghose y Oprea esto sin olvidad que cumplir o no estos criterios

no es una garantia de que un compuesto sea o no candidato a farmaco.

Podemos observar que el 100 % de los glucosinolatos analizados cumplen con los
valores establecidos por Lipinski para PM, clog P y donantes de enlace de
hidrogeno, mientras que solo el 36.4% de estos, cumplen con el numero de
aceptores de enlace de hidrégeno. Teniendo en cuenta los criterios
complementarios de Ghose y Oprea, encontramos que el 100 % de los
glucosinolatos se encuentran en los rangos de PM, numero de atomos vy
refractividad molar, y el 63.6% cumple con el criterio de enlaces rotables, sin
embargo, no cumplen con los valores de clogP y ni de area de superficie polar, en
esta ultima los valores son muy altos lo que nos indica que de acuerdo a este
parametro los glucosinolatos no son candidatos a farmacos por via oral y tampoco
tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica (Grafico 3.4 y Grafico
3.5).

En el caso de los compuestos fendlicos, el analisis drug-like nos indica que el 100%
cumple con los valores establecidos por Lipinsky para el peso molecular, el clogP y
el numero de donadores de enlaces de hidégeno, pero solo el 50 % cumple con los
valores de aceptores de enlaces de hidrogeno. Por otro lado, en los criterios de
Ghose y Oprea, se encontré que el 100% cumple con lo establecido para peso
molecular, clogP y refractividad molar, el 50 % cumple con los valores de numero
de atomos y de enlaces rotables. Finalmente, se encontré que el 50% aue
corresponde a los acidos fendlicos, tienen potencial como candidatos a farmacos
por via oral, mientras que el otro 50 % que corresponde a los flavonoides tienen la
capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, esto debido a sus valores de
ASP (Grafico 3.4 y Grafico 3.5).
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Grafico 3.4 Anélisis drug-like de acuerdo con los criterios de Lipinsky.
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Grafico 3.5 Analisis drug-like de acuerdo con los criterios de Ghose y Oprea.
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3.2.13 Potencial mutagénico y Tumorogénico

El potencial mutagénico y tumorogénico fue determinado utilizando el software
DataWarrior, el 90.9 % de los glucosinolatos no tienen potencial mutagénico y
tumorogénico, en cuanto a los compuestos fendlicos, el 66.6 % tiene alto potencial
mutagénico y el 33.3% restante no tienen potencial mutagénico. Por otro lado, el
potencial tumorogénico para el 50 % de los compuestos es nulo y para el otro 50 %
alto (Grafico 3.6)

E@ Mutagénico GSL

E= Tumorogénico GSL

E3 Mutagénico CF
M Tumorogénico CF

Alto

Medio-

Nivel de potencial

Nulo =

Proporcién de compuestos %

Grafico 3.6 Potencial mutagénico y tumorigénico de glucosinolatos y compuestos fendlicos.

3.2.14 Objetivos biomoleculares de los glucosinolatos y compuestos

fenolicos

Se realizaron las predicciones en los softwares libres Passonline,
SwiisTargetPrediction, ¥ ChEMBL, y  Epigenetic target profiler. En
SwiisTargetPrediction no se obtuvo prediccidén de actividad para los glucosinolatos,
sin embargo, para los compuestos fendlicos se encontraron 71 dianas moleculares

las cuales fueron clasificadas en 4 categorias, genes (2), receptrores (2) y
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transportadores (4) y enzimas siendo esta ultima la de mayor poblacion, con 50
diferentes enzimas. En este screening se encontré que el 50 % de estos tienen
actividad sobre diversas enzimas involucradas en procesos inflamatorios, tumorales
y del desarrollo del sistema nervioso central, como las anhidrasas carbodnicas las
cuales son blancos de los farmacos diuréticos (Floréz et al., 2014) y se ha
demostrado de manera in vitro que su inhibicidn es un prospecto a tratamiento de
canceres como leucemia, cancer pulmonar de células no pequefas, cancer de
ovario, melanoma, cancer de colon, cancer de los sistemas nervioso central, renal;
asi como cancer de préstata y cancer de mama (Supuran et al., 2001; Supuran,
2007; Korhonen et al., 2009) y el Citocromo P4501B1. Ademas se identificé que el
33% de los compuestos fendlicos pueden actuar sobre receptores como el receptor
de tirosina-proteina quinasa UFO que suele sobre expresarse en diversas
neoplasias hematologicas y epiteliales, su induccion en las células tumorales
promueve predominantemente la supervivencia, la quimiorresistencia, por lo que
inhibirlo podria estimular la inmunidad antitumoral, reducir la supervivencia de las
células tumorales, mejorar la quimiosensibilidad y disminuir el potencial metastasico
(Graham et al., 2014); y el receptor de dopamina D4 por parte del acido ferulico,
kaempferol y quercetina este receptor se considera de interés ya que media una
amplia gama de cascadas de transducciéon de sefiales neuronales y el mal
funcionamiento de estos mecanismos puede contribuir a la fisiopatologia de los
trastornos neuropsiquiatricos como el trastorno por déficit de atencion con
hiperactividad y su modificacion es la base de las acciones de muchos farmacos
psicotropicos por lo que se considera en el tratamiento de danos causados por
adiciones a cocaina y alcohol (Tazari et al., 2004, Ptacek et al., 2011). Por otro
lado, los resultados muestran que el 16 % de los compuestos fendlicos tienen
actividad sobre los genes CaMKIIB el cual se considera un gen de interés, ya que
estudios han revelado que la perturbacion de la expresion de CaMKIIB se ha
asociado con multiples enfermedades neuropsiquiatricas y del neurodesarrollo, esto
debido a que se encuentra involucrado en el desarrollo y la plasticidad neuronal

(Nicole & Pacary, 2020); Asi como el gen PIK3R1 el cual juega un papel importante
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en las acciones metabdlicas de la insulina y una mutaciéon en este gen se ha
asociado con la resistencia a la insulina (Thauvin-Robinet et al., 2013), ademas de
que también se han relacionado sus mutaciones somaticas con malformaciones
vasculares vy linfaticas, ademas de macromictilia y crecimiento excesivo del tejido
blando o hueso (Cottrell et al., 2021). (Figura 3.10 A). De acuerdo con PassOnline
los compuestos de tipo glucosinolato no podrian poseer actividad biolégica, pero los
compuestos fendlicos podrian actuar como agonistas de la integridad de la
membrana, inhibidores de feruloil esterasa, inhibidores de peroxidasa, inhibidores
de la expresion de HIF1A, inhibidores de la clordecona reductasa, inhibidores de 2-
deshidropantoato 2-reductasa, inhibidores de aril alcohol deshidrogenasa (NADP
+), inhibidores de quinasa, inhibidores de la P-benzoquinona reductasa (NADPH),
inhibidores de la permeabilidad de la membrana, inhibidores de la quercetina 2,3-
dioxigenasa, potenciadores de la expresion HMOX1, inductores CYP1A, protectores

mucomembranosos y potenciadores de expresion TP53 (Figura 3.10 B).

La busqueda en ChEMBL mostré que los compuestos fendlicos poseen el 90% de
posibilidad de tener actividad sobre enzimas, receptores nucleares y de membrana,
con un umbral de actividad de 6.5 a 7. Al igual que en el caso de los glucosinolatos,
se encontré6 que los compuestos fendlicos poseen actividad sobre dianas
moleculares involucradas en procesos inflamatorios, y tumorogenicos, ademas de
enfermedades cardiovasculares y la diabetes. El 100% de los compuestos fendlicos
tienen actividad sobre el receptor colinérgico muscarinico 1 (CHRM?1) el cual ya se
ha mencionado influye en muchos de los efectos de la acetilcolina en el sistema
nervioso central, por lo que suele estar relacionado con trastornos del sistema
nervioso como la discinesia tardia (Boiko et al., 2019), y ademas se ha demostrado
que la sefalizacion colinérgica por receptores muscarinicos suprime la
tumorogénesis y la derivacion al cancer (Renz et al., 2018), por otro lado el 100%
también tuvo actividad sobre el protooncogén ROS1, un importante regulador del
crecimiento celular. Aunado a estos, los compuestos fendlicos también mostraron
actividad sobre la Integrina alfa-4, la cual esta involucrada en una via de

sefalizacion proliferacidon e inflamacion celular (Fujita et al., 2014) y el receptor de
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adenosina A2b que se sabe se sobre expresa en condiciones de inflamacion o
hipoxia relacionadas a tumoracién, participando en diferentes eventos, como la
angiogénesis y la metastasis, ademas de ejercer efectos inmunomoduladores que
protegen las células tumorales (Sepulveda et al., 2016) por lo tanto, el receptor de
adenosina A2b podria una diana terapéutica interesante para el tratamiento del
cancer. (Figura 3.10 C). Adicionalmente, se realiz6 un analisis para identificar dianas
epigenéticas en Epigenetc trarget profiler, la mayoria de los compuestos se
encuentran en el criterio Q4 el cual es el mas bajo de la escala de confiabilidad o

fuera de esta.
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Figura 3.10 Prediccion de dianas moleculares y actividades biolégicas.

Por otro lado se utilizé la base de datos PDB para identificar a los blancos
moleculares que han sido reportados en la literatura, en esta base de datos se
encontrd un reporte del glucosinolato sinigrina co-cristalizado con Sulfotransferasa-

18 la cual forma parte de un gran grupo de enzimas que catalizan la transferencia
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de un grupo sulfurilo de 3'-fosfoadenosina 5'- fosfosulfato (PAPS) a una amplia
gama de metabolitos secundarios, y que en plantas suelen estar muy relacionadas
con la biosintesis de los glucosinolatos (Negishi et al., 2001). Para los compuestos
fendlicos se encontraron 61 resultados de proteinas co-cristalizadas con estos,
destacando, la interaccion entre el acido cafeico (con el Factor de inhibicion de
macrofagos MIF el cual ya se ha mencionado que tiene gran relevancia en
enfermedades de interés, asi como la unién inhibitoria de quercetina con el
Protooncogén serina/treonina-proteina quinasa PIM-1 la cual es es una quinasa
oncogénica sobreexpresada en una serie de canceres como el de postata, ademas
de estar implicada en el desarrollo de leucemias y linfomas (Holder et al., 2007).
Varios estudios demostraron que la inhibicion de la actividad de PIM1 es una
estrategia atractiva para combatir los canceres de sobreexpresion, ya que las
distintas caracteristicas estructurales del bolsillo de unién de ATP hacen de PIM-1

un objetivo atractivo para el disefio de inhibidores selectivos (Bogusz 2017).

Actualmente se sabe que los flavonoides como quercetina son ligandos ATP
competitivos tanto para la tirosina como para la serina-treonina quinasa, asi como
para otras enzimas de union a ATP, por lo que son un recurso de oportunidad
inhibitoria (Mayr et al., 2005; Lee et al., 2002).
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3.3 Conclusion

Se realiz6 un analisis quimioinformatico de compuestos de interés farmacoldgico de
Brassica oleracea L., utilizando softwares libres y de codigo abierto. Se
recopilaron154 isotiocianatos (ITCs) de cuatro grandes bases de datos publicas los
cuales se clasificaron segun su estructura quimica: en aciclicas 44.8%, policiclicas
26.6%, 11.7% tipo inddlico, 9.1% poliaromaticos, 3.9% glicosilados y 1.9% ciclicos.
Asi como el analisis de 11 glucosinolatos, clasificados como, alifaticos (63.6 %),
indolicos (18.2 %) y aromaticos (18.2 %) y 6 compuestos fendlicos (CF), clasificados
como ac. fendlicos (50 %) y flavonoides (50 %), todos ellos reportados en la

literatura para ambos vegetales.

Por otro lado, en este estudio se observd que las principales fuentes de ITCs y
glucosinolatos reportados en la base de datos FooDB son las verduras cruciferas

de Brassica oleracea L.

El estudio del potencial mutagénico y tumorogénico mostré que alrededor del 80 %
de los ITCs tienen baja mutagenicidad y tumorigenicidad. Por otro lado, el 33.3% y
el 50% de los compuestos fendlicos no son mutagénicos ni tumorogénicos,
respectivamente, y el 90.9 % de los glucosinolatos no presentan ninguno de los dos

efectos.

También se identificaron nueve ITCs (bencil isotiocianato, AITC, PEITC, PITC,
iberina, etil isotiocianato, entre otros) como los principales candidatos a poseer
actividades farmacologicas prometedoras en nueve objetivos moleculares, incluidos
ROS1, CHRM1, EP4R y MIF, siendo esta ultimo una citocina pleiotrépica
proinflamatoria de importancia por la unién covalente que se puede establecer con
los ITCs.

Por otro lado, el analisis drug-like, a través de los valores de clogP y APS muestra
a los CF como candidatos a farmacos por absorcién por via oral (ac. fendlicos) y
para atravesar la BHE (flavonoides). En cuanto a los ITCs, el 11 % serian

adecuados para absorcion por via oral y el 48 % podrian permear la BHE. Tanto los
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CF como los ITCs, pueden actuar como agonistas de la apoptosis vy
quimioprotectores, ademas de presentar actividad sobre dianas involucradas en

patologias inflamatorias, sensoriales, cardiovasculares, diabetes y cancer.

Este trabajo ejemplifico la importancia de la quimioinformatica en la quimica de los
alimentos y productos naturales, contribuyendo asi al desarrollo de estrategias
informaticas aplicadas a de vegetales cruciferos y su posible aplicaciéon
farmacolégica (antioxidante, anticancerigena y antiinflamatoria) de compuestos

presentes en Brassica oleracea L.
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3.4 Anexos capitulo lli
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Anexo 1: Interacciones moleculares entre dihidroorotato deshidrogenasa e isotiocianato de 4-nitrofenilo. Estructura co-cristalizada 4EF9 base de
datos PDB.
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Anexo 2: Interacciones moleculares entre glutation transferasa Omega 3S e isotiocianato de fenetilo. Estructura co-cristalizada 6HPE base de
datos PDB.
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[] van der waals [ Pi-anion
[ conventional Hydrogen 8ond [ Pi-alkyl
[1 carbon Hydrogen Bond 1 covalent bond

[ ri-cation

Anexo 3: Interacciones moleculares entre lisozima C e isotiocianato de fluoresceina. Estructura co-cristalizada 6FVE base de datos PDB.
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[ conventional Hydrogen Bond [ Pi-pi Stacked
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Anexo 4: Interacciones moleculares entre quitinasa A y 2-(imidazolin-2-il)-5-isotiocianatobenzofurano. Estructura co-cristalizada SARZ base de

datos PDB.
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CAPITULO IV

“La ciencia nunca resuelve un problema sin crear otros 10 mas".

<George Bernard Shaw>

4.1 Conclusiones generales

En el presente trabajo se realiz6 el estudio de material vegetal fresco y de biomasa
que suele ser de residuo, tal es el caso de la hoja y el bagazo, los vegétales brécoli
y kale, y a partir de los extractos obtenidos de estos se logrd la obtencion de 3
compuestos de interés citotoxico sobre la linea celular de cancer cervicouterino
Hela, 2 de ellos de tipo cianoinddlico (caulilexina C Clso= 125.97 uM e indol-3-
acetonitrilo Clso= 215.71 uM) y uno de ellos de tipo éster de acido cinamico (sinapato
de metilo Clso= 178.27 yM). Se ha observado que caulilexina C posee un efecto
citotoxico mayor a indol-3-acetonitrilo lo cual sugiere que la presencia de un grupo
metoxi en la posicion 1 es la responsable. Por otro lado, sinapato de metilo presenté
un mayor efecto citotdxico respecto a su precursor el acido sinapico de acuerdo con
lo reportado en la literatura, lo que indicaria que el grupo éster es el responsable de

esta mejoria en el efecto.

Asi mismo, se aislé un glucésido esteroideo identificado como B-sitosterol-3-O-3-D-
glucésido, el cual no habia sido previamente reportado para la especie Brassica

olerace L.

El estudio quimioinformatico realizado a los compuestos representativos de la
especie Brassica oleracea, indica que de un estudio de 154 isotiocianatos el 48%
tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y el 11 % podria ser
candidato a farmaco por via oral. En particular los glucosinolatos evaluados no
presentaron potencial farmacoldgico sin embargo los 3 flavonoides (Kaempferol,
Catequina y Quercetina) tienen la capacidad de atravesar la BHE. Y los 3 acidos
fendlicos (acidos cafeico, sinapico y ferulico) pueden ser candidatos a farmacos por

absorcion por via oral.
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A partir de este estudio quimioinformatico, se identificé que los isotiocianatos y
compuestos fendlicos pueden actuar como agonistas de la apoptosis,
quimioprotectores, ademas de presentar posible actividad sobre dianas
involucradas en patologias inflamatorias, sensoriales, cardiovasculares, diabetes y

cancer.

Finalmente, al ser la dieta un factor importante en la prevencion y tratamiento de
enfermedades, principalmente las crénicas degenerativas y ser las verduras
cruciferas reconocidas como alimentos funcionales por sus propiedades

antioxidantes, anticancerigenas y quimiopreventivas.

El presente trabajo contribuye al estudio fitoquimico y citotoxico de las cruciferas de
Brassica oleracea L. brécoli y kale, proponiendo compuestos fitoalexinicos como
posibles agentes terapéuticos contra cancer, asi mismo contribuye a la quimica de
alimentos a través del estudio quimioinformatico de constituyentes representativos
con areas de oportunidad en el tratamiento de diferentes enfermedades incluyendo

cancer.

4.2 Perspectivas

Sobre el perfil fitoquimico:

Continuar con el estudio fitoquimico de kale y a partir de extractos nuevos,
provenientes del vegetal en diferentes condiciones de cultivo, para encontrar

nuevos compuestos bioactivos.
Actividades farmacolégicas de compuestos puros

Con base a los resultados obtenidos en el ensayo de citotoxicidad de los
compuestos 10, 11 y 12 sobre la linea celular HeLa (VPH18) se propone, realizar la
evaluacion citotoxica de estos compuestos sobre otras lineas de cancer
cervicouterino como CaSki y SiHa (VPH16), a fin de analizar su efectividad sobre

cancer cervical de diferentes origenes.

193



Ademas, se propone identificar el mecanismo de accion de los compuestos 10, 11

y 12 determinando el arresto celular y tipo de muerte.

Aunado a esto y tomando en cuenta lo que se ha reportado en la literatura para
compuestos del mismo tipo, se propone realizar el ensayo de citotoxicidad de los
compuestos 10, 11 y 12 sobre lineas celulares de otros tipos de canceres humanos,
por ejemplo: hepatico (Hep3B, HepG2), préstata (PC3), renal (786-0, mama (MCF-
7), glioblastoma (U251), HCT116(colon).

Actividades biolégicas adicionales:

Debido a la actividad citotéxica de los compuestos 10 y 11 sobre la linea celular
Hela, se propone, ademas, realizar estudios antivirales a de estos compuestos

cianoinddlicos sobre el virus de papiloma humano.

Teniendo como precedente que en nuestro grupo de trabajo ya se ha realizado un
estudio epigenético de otros derivados de acidos cinamicos, es de interés evaluar

la actividad sobre dianas epigenéticas del sinapato de metilo (12).

Asi mismo, se propone evaluar la actividad antioxidante de los extractos y
compuestos puros con los métodos quimicos DPPH y ABTS asi como en modelos

in vitro e in vivo.

Dada la similitud de los compuestos 10 y 11 con neurotransmisores como la
serotonina se considera de interés, realizar estudios a nivel sistema nervioso central

de estos compuestos.
Estudios in silico:

Se propone realizar estudios de acoplamiento molecular de los compuestos 10, 11
y 12 sobre la proteina MIF la cual se encuentra relacionada con enfermedades de

interés social entre ellas el cancer.

Realizar estudios de estructura actividad (QSAR) de compuestos inddlicos con
variaciones en las posiciones 1 y 3 del anillo de pirrol preferente y/o en el anillo

aromatico.
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Brécoli y kale como nutracéutico
Evaluar la actividad prebidtica sobre cepas de lactobacilos de ambos vegetales.

Formular y caracterizar vehiculos de encapsulacién de los vegetales y determinar

su biodisponibilidad en un sistema gastro intestinal in vitro.
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Abstract: Isothiocyanates (ITCs) have a significant impact
on food and natural product chemistry. Several dietary
components and food chemicals contain the isothiocyanate
moiety. In addition, many ITCs interact with macromole-
cules of biological relevance, making these compounds
relevant for potential therapeutic applications and disease
prevention. However, there is a lack of systematic analysis
of ITCs in chemical and biological databases. Herein, we
conducted a comprehensive analysis of ITCs present in
public domain databases, including natural products, food
chemicals, macromolecular targets of drugs, and the Protein
Data Bank. A total of 154 ITCs were found, which can be

classified into seven categories: acyclic, cyclic, polycyclic,
aromatic, polyaromatic, indolic, and glycosylated. 24 ITCs
were reported in 18 vegetable sources, mainly in cruciferous
vegetables (Brassica oleracea L.). Calculated properties of
pharmaceutical relevance indicated that 11% of the 154
ITCs would be suitable to be orally absorbed and 48%
permeate the blood-brain-barrier. It was also found that
seven molecular targets have been co-crystallized with ITCs
and the most frequent is the macrophage migration
inhibitory factor. It is expected that this work will contribute
to the sub-disciplines of natural products and food
informatics.

Keywords: chemoinformatics - databases - food chemistry - isothiocyanates - natural products

1 Introduction

Historically, chemoinformatics has had a significant devel-
opment in drug discovery, supporting many critical steps
from hit discovery to lead optimization and development.™
However, chemoinformatics is making important contribu-
tions to different areas of chemistry including, but not
limited to organic synthesis, analytical chemistry, material
sciences, natural products, and food chemistry. The devel-
opment of each application has led to the emergence and
maturation of sub-disciplines such as natural products
informatics and food informatics.”’ One of the key contribu-
tions of chemoinformatics in the latter two areas is given by
the increasing availability and development of compound
databases in the public domain.®!

Isothiocyanates (ITCs) are organosulfur compounds
constituted by R—N=C=S functionality, R can be an alkyl,
alkenyl, thioalkyl, thioalkenyl, aryl, arylalkyl or indolyl
moiety.” These compounds have three reactive centers
which  confer pharmacological properties, such as
antioxidant,” antimicrobial,” anticancer,”” and chemopre-
ventive action.”’ The main source of ITCs is by extraction
mainly from Brassica vegetables giving the characteristic
pungent aroma to these vegetables.” They are derived
from the hydrolysis of glucosinolates by myrosinase enzyme
and can be classified according to the amino acid precursor
into aliphatic, aromatic and indolic ITCs. For instance,
glucoraphanin hydrolysis gives sulforaphane, gluconastur-
tiin gives phenethyl isothiocyanate and neoglucobrassicin
gives  3-(Isothiocyanatomethyl)-1-methoxyindole”  (Fig-
ure 1). Also, due to their biological importance, ITCs can

Wiley Online Library © 2021 Wiley-VCH GmbH

also be synthesized by multicomponent and miscellaneous
reactions.™"

Despite the importance of ITCs in nature and food
chemistry, there are no systematic studies of the frequency
of these compounds in large public chemical and biological
databases. Also, it is unknown the profile of their
physicochemical properties and potential to bind to macro-
molecular targets with biological interest. To fill this gap,
herein we report a comprehensive and systematic chemo-
informatic analysis of chemical compounds containing ITC
in large compound databases. To our knowledge, this is the
first comprehensive study of ITCs in natural products and
food chemical databases. We anticipate that this work will
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Figure 1. Hydrolysis of glucosinolates to its isothiocyanates via myrosinase enzyme, aliphatic ITC, aromatic ITC, and indolic ITC.

contribute to further advance the research field of food
informatics.

2 Methods
2.1 Data Sets

The chemical structures containing the ITC moiety were
searched in the open-access databases COCONUT (Collec-
tion of Open Natural Products, CNT),” FooDB, version 1.0
(FDB),"? Protein Data Bank (PDB),™ and DrugBank, version
5.1.8 (DB).'"" The results were compared to each other, and
the duplicate and unique compounds present in each
database were selected. Additionally, the compounds
obtained were classified according to their chemical
structural characteristics.
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2.2 Physicochemical Properties Profile of Isothiocyanates
in Compound Databases

We began the ITC compound’s profiling with calculated
physicochemical properties related to oral absorption of
potential drug candidates. The chemoinformatic analysis of
the ITCs reported in the CNT, FDB, PDB, and DB databases
was carried out using the free applications Molinspiration,™
SwissADME,"® and DataWarrior, version v05.02.01."" Eight
molecular properties of pharmaceutical interest were
computed namely, number of heavy atoms (A) molecular
weight (MW), hydrogen bond donors (HBD), hydrogen-
bond acceptors (HBA), partition coefficient octanol/water
(clogP), number of rotatable bonds (RB), polar surface area
(PSA), and molar refractivity (MR).

2.3 Target Profiling and Prediction of Activity Type of
Isothiocyanates

The simplified molecular-input line-entry system (SMILES)
representation® of the 154 isothiocyanates was used as a
basis to predict the biological activity for each of them with
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Table 1. Number of compounds with the isothiocyanate structure reported in four databases.
Database Size Source
Collection of Open Natural Products (CNT) 137 https://coconut.naturalproducts.net
Food Database (FDB) 48 https://foodb.ca
Protein Data Bank (PDB) https://www.rcsb.org
Drug Bank (DB) https://go.drugbank.com

Unique

Isothiocyanates
116 38
shares l
Coconut
48 ITC 137I1TC
{11 TG & Ay
|
DrugBank
0 38
3 2
2
@ pps FooDB Coconut DrugBank

a cut-off condition of Pa>0.5 in SwissTargetPrediction,
confidence at 90% and activity threshold > 6.5 in ChEMBL"™
and Pa>0.9 in PASS Online.”” Also, molecular targets co-
crystallized with isothiocyanates reported in PDB were
identified. In addition, we predicted the level of the
mutagenic and tumorogenic potential of ITCs with Data-
Warrior, version v05.02.01.

3 Results and Discussion

A total of 198 molecules were obtained from the surveyed
databases with the ITC substructure. The databases had in
common 38 chemical structures and 154 were unique
compounds (Table S1 in the Supporting Information). The
contents of each database are summarized in Table 1 and
the number of compounds that overlap in the different
databases are shown in Figure 2.

3.1 Food Source of Isothiocyanates Reported in FooDB

FooDB is a public database of food constituents, their
chemistry, and biology. It also provides information about
macronutrients and micronutrients, such as the constituents
that give foods their flavor, color, taste, texture, aroma, as

Wiley Online Library © 2021 Wiley-VCH GmbH

well as compounds nomenclature, description, structure
information, chemical class, physicochemical data, and food
sources. The current version of FooDB reports 48 ITCs, of
which only 25 have their natural source reported. Three of
these compounds ((R)-iberin, allyl isothiocyanate, and (£)-
raphasatin) are reported in animal food sources, such as
meat and milk. In addition, 24 ITCs were identified in 18
vegetable sources (Figure 3).

Moreover, we analyzed the ITCs plant sources according
to their family, gender, and species. Table 2 shows Amar-
yllidaceae, Poaceae and Brassicaeae and 10 genera (Brassica,
Rorippa, Lepidium, Eruca, Wasabia, Raphanus, Armoracia,
Allium, Zea, Avena) such as the prominent plants containing
ITCs. Brassica genus is the main source of these organo-
sulfur compounds.

14 of 25 ITCs (Figure 4A) were reported in the crucif-
erous vegetables (Brassica oleracea L.): broccoli, cauliflower,
cabbage, kohlrabi, white cabbage, and Brussel sprouts.
Figure 4B shows these vegetables from the wild plant and
the ITCs reported in this species such as, sulforaphane
(SFN), allyl isothiocyanate (AITC), iberverin (IBV), and
phenethyl isothiocyanate (PEITC).
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Figure 3. Principal food source of isothiocyanates reported in FooDB.
Table 2. Taxonomic classification of vegetables reported in FooDB with isothiocyanates content.
Family Genus Scientific name Name
Brassicaceae Brassica Brassica oleracea L. var. capitata Cabbage
Brassica oleracea L. var. Botrytis Cauliflower
Brassica oleracea L. var. gemnifera Brussel sprouts
Brassica oleracea L. var. gongylodes Kohlrabi
Brassica oleracea L. var. italica Broccoli
Brassica oleracea L. var. capitata White cabbage
L. f. alba DC.
Brassica juncea Chinese mustard
Brassica rapa var. rapa Turnip
Brassica rapa var. pekinensis Chinese cabbage
Rorippa Rorippa nasturtium-aquaticum Watercress
Lepidium Lepidium sativum Garden cress
Eruca Eruca vesicaria ssp. sativa Rocket salad
Wasabia Wasabia japonica Wasabi
Raphanus Raphanus sativus Radish
Armoracia Armoracia rusticana Horseradish
Amaryllidaceae Allium Allium sativum L. var. sativum Soft-necked garlic
Poaceae Zea Zea mays Corn
Avena Avena sativa Oat

3.2 Substructure Classification

The 154 ITC with unique chemical structures obtained from
the four databases were classified according to their
chemical main structure into seven categories (Figure S2 in
the Supporting Information): acyclic (69 molecules), cy-
clic (3), polycyclic (41), aromatic (14), polyaromatic (3), in-
dolic (18) and glycosylated (6) (Figure 5A). Also, the chem-
ical structures of representative ITCs of each category are
shown in Figure 5B.

Acyclic, cyclic, and aromatic isothiocyanates such as
SFN, benzyl and phenethyl isothiocyanates are reported as
common secondary metabolites present in the cruciferous
vegetables of Brassica oleracea L. They have been exten-

Wiley Online Library © 2021 Wiley-VCH GmbH

sively described in previous studies as chemopreventive
agents,”***! apoptosis inducers,*” as well as antiproliferative
for cancer cell lines of breast, colon, lung, pancreas, among
others,>?® and could be involved in the anti-inflammatory
mechanism.”? For instance, the acyclic ITC SFN is the most
well-known component of dietary cruciferous vegetables
and has been recognized as a chemopreventive nutraceut-
ical due to its antiproliferative activity.*”

3.3 Physicochemical Properties

As described in the Methods section, the physicochemical
properties profile of the 154 ITCs reported in public
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Figure 4. A) Chemical structures of isothiocyanates reported in cruciferous vegetables of Brassica oleracea L. by FooDB. B) Schematic

illustration of the vegetables from the wild mustard plant.?"

databases was carried out with: Molinspiration, SwissADME
and DataWarrior. The eight molecular properties were
computed: A, MW, HBD, HBA, clogP, RB, PSA, and MR. These
properties are of pharmaceutical interest and provide a
quantitative estimation of the drug-likeness of small-

molecules.

Wiley Online Library © 2021 Wiley-VCH GmbH

For the discussion hereunder, we will discuss the results
calculated with DataWarrior and SwissADME. The results of
the chemical descriptors of all isothiocyanates belonging to
tested datasets were plotted as proportion histograms
revealing a left shift regarding all the chemical descriptors
for the tested datasets (Figure 6).
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The calculated physicochemical profile indicates that
95.5% of ITCs are in a range of 100 to 450 Da of MW, 86.7 %
with clogP between 1 to 6; most of the ITCs include around
18 heavy atoms (16.9%), 64.9% have around 2 to 4RB,
67.5% have 1-2 HBA In contrast, 70.1% do not have HBD
and 29.9% have 1-4 HBD, 81.8% have a PSA from 40 to
120 A. Finally, 15.6% of ITCs have a molar refractivity value
of 80.

In this study, preliminary assessment of the ITCs’'
potential as drugs by oral absorption and passive diffusion
was carried out through comparison of the Lipinski’s Rule of
5,57 which describes that a drug candidate compound will
have permeability or passive diffusion problems if it violates

Wiley Online Library © 2021 Wiley-VCH GmbH

two or more of the four established criteria, that is, if it
presents: More than 5 hydrogen-bond donors, molecular
weight <500 g/mol (MW), clogP <5, as well as more than
ten hydrogen-bond acceptors. This empirical rule was
supported by the range established by Ghose® and
Oprea®® that shown below: MW = 160-480 g/mol; clogP =
—0.4-5.6; A=20-70; RB=2-8; PSA=100-150 A for oral
absorption or 60-90 for Blood-brain barrier (BBB) perme-
ability and MR from 40 to 130. However, meeting these
criteria is not a guarantee that a compound is like a drug.
Likewise, outside of the Lipinski’'s Rule of 5, compounds
should not be excluded from consideration as potential
drugs.®¥

Mol. Inf. 2021, 40, 2100172 (6 of 15) 2100172


www.molinf.com

molecular

] ]
www.molinf.com informatics
301 401
204
e @
3 3
o &
° 2
= w
104
[ A
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Molecular weight (Da)
30
204
= =
2] Q
= =
] Q
3 5
= -3
2 2
w w
10:
o retel <l B3 1 R
2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 ] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Heavy atoms Rotable bonds
704 120
=
2 z
o =
3 ]
o =
8 g
e i
8 10 11 12 13 14 15 16 T ; — T I
H-bond acceptors
H-bond donors
604 304
504 T
404 204
= >
< 1=}
= E=1
g g
z 304 =
£ £
20 104
’ || ”H‘H‘ [T (T
o y : Y r — 1111 o- e
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
PSA (A%) Molar refractivity

Figure 6. Distribution of the eight calculated chemical descriptors of pharmaceutical relevance of the 154 compounds databases studied in

this work, as calculated with Datawarrior.
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We may observe that 99.5% of ITCs analysed in this
work are below Lipinski’s values for MV and hydrogen-bond
donors and acceptors, while 61.7% of these are in the clogP
range >5. Considering the complementary criteria of Ghose
and Oprea we find that around 77.7% of compounds are
into the ranges for MW, clogP and RB established, 37% of
these contain 20 to 70 heavy atoms, 83.4% are between
the values of 5-60 proposed for MR. Molecular polar surface
area (PSA) is a very useful parameter for drug transport
properties prediction. This parameter has been shown to
correlate very well with the human intestinal absorption,
and BBB penetration. According to our results, 11% of ITCs
would be suitable to be orally absorbed, and 48% for
permeability of BBB (Figure 7). The authors acknowledge
the importance of considering MW and clogP: 79.2% and
61.7% of the ITCs meet these criteria, respectively for these
rules.

3.4 Calculation of Mutagenic and Tumorogenic Potential

DataWarrior was used to estimate the mutagenic and
tumorogenic potential of the 154 ITCs. 81.2% of the
compounds have low mutagenic potential and 83.7% have
low tumorogenic potential. In addition, 8.1% of ITCs have
none mutagenic and/or tumorogenic potential, while
10.6% and 8.1% are considered high mutagenic and
tumorogenic, respectively (Figure S3 in Supporting Informa-
tion).

Considering the diversity of the chemical structure of
ITCs, this difference is not unexpected since factors involved
in the complexity of the molecule, such as size, type of
bond and even its other substituents, play an important
role in the determination of toxicity. Therefore, it is

Wiley Online Library © 2021 Wiley-VCH GmbH

considered that a difference in a toxicological profile
determined the potential threats associated with their
ingestion. Previous reports indicate a toxicologic potential
in concentrations higher than those normally found in
cruciferous vegetables of the most well-known isothiocya-
nate-like compounds.®” Thus, it is important to consider
the dose-response relationship for these compounds,
because ITCs such as AITC, PEITC, SFN IBV and BITC (vide
supra), are also widely recognized as antioxidant,*® cyto-
toxic, apoptosis inducers,* " chemoprotective”®*" and
chemopreventive agents.***

3.5 Epigenetic Target Profiler

In this section, the prediction of the epigenetic target of
each isothiocyanate was carried out using the web server
recently developed, Epigenetic Target Profiler.*¥ This web
application predicts the bioactivity profile over a panel of
55 different epigenetic targets. The parameters related to
the reliability of the predictions are the identification of
small molecules with potential epigenetic activity.”” In the
epigenetic target fishing was found that ITCs-type com-
pounds are outside the reliability criteria for epigenetic
targets (e.g., quartile 4), which is the lowest level of
commitment proposed by this server. This suggests that
they have a measly probability of activity or there are no
similar compounds reported to make a reliable structural
comparison.
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Figure 8. Macrophage Migration Inhibitory Factor reactivity with A) sulforaphane, and B) phenethyl isothiocyanate covalently linked with
N-terminal proline. The images were obtained from the structures obtained from the Protein Data Bank (PDB ID: 3SMB and 3SMC,

respectively, and rendered with the program Chimera).

3.6 Biomolecular Targets of Isothiocyanates

PDB provides access to 3D structure data for biological
molecules, by opening access to the accumulating knowl-
edge of crystallized structure, function, and evolution of
biological macromolecules. The results for this work identi-
fied seven targets for the eleven ITCs collected from public
compound databases reported in PDB. 92.85 % of ITCs have
not been co-crystallized with biomacromolecules. Seven
molecular targets have been co-crystallized with [TCs:
Macrophage migration inhibitory factor (MIF) (4.65%),
dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) (1.3 %), chitinase A
(chiA) (0.65%), adenylyl cyclase (ADCY10) (0.65%), gluta-
thione transferase omega 3S (GST3S) (0.65%), lyozyme C
(LYZ) (0.65%), glutation S-transferasa A1 (GSTA1) (0.65%). In
general, these targets are related with anticancer and anti-
inflammatory activities.

MIF is a pleiotropic inflammatory cytokine important in
the upstream regulation of both innate and adaptive
immunological responses and has been implicated in the
pathogenesis of autoimmune, sepsis, inflammatory diseases
as rheumatoid arthritis,***’ cardiovascular disease,”"®
diabetes™ and it has also been found to be overexpressed
in numerous tumor types including breast cancer and
melanoma.®®" MIF possesses two distinct catalytic activ-
ities: thiol protein oxidoreductase activity and catalyzed a
tautomerase reaction. Some of the proinflammatory activ-
ities of MIF are impaired by mutations that affect enzymatic
activity.?

Wiley Online Library © 2021 Wiley-VCH GmbH

Crichlow etal, reported the MIF activity of two
isothiocyanates, PEITC and SFN. PEITC formed a covalent
bond in the hydrophobic active site cleft of MIF, forming a
cis thiopeptide bond. The aromatic ring within the active
site requires a conformational change in N-terminal proline
(Pro-1) residue to make a covalent bond with PEITC. In
contrast, SFN extends the aliphatic chain out of the binding
site at the surface of the protein but also a covalently
bound to MIF, these unions are shown in Figure 8. This
would suggest a lower affinity for the active site cleft of the
aliphatic side chain of sulforaphane relative to that of the
aromatic side chain of PEITC.5¥ Also, an analysis was carried
out by Sokolov et al. compared the importance of the ligans
size. In the case of MIF-PEITC, the inhibitor is located deep
inside the active center due to its small size, on the contrary
being the size of fluorescein isothiocyanate (FITC) so large,
the inhibitor goes beyond the active center and stands
above the surface of the molecule.*”

Spencer etal, explored 15 benzyl and phenethyl
isothiocyanates that could inhibit MIF, they calculated the
ICso of MIF and Jurkat T-lymphoma cells. The presence of
either a 4-methoxy or 4-sulfonamide substituent enhances
the activity to submicromolar (0.7 uM). The crystallized ITC
covalently bound to rhMIF can adopt one of two distinct
binding modes: a) “downward”, occupying a deep, re-
stricted, hydrophobic pocket, and b) “upward”, occupying a
more open cleft exposed to solvent.”™

However, it has been shown that ITC does not directly
react with any of these thiols, and the N-terminal proline
has been identified as the binding site of ITCs (Figure 8)
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because the increased nucleophilicity of the N-terminal
proline allows it to function as a general base catalyst in the
tautomerase reaction and favors reactivity with electro-
philes such as isothiocyanates. Therefore, the binding of
ITCs to proline inhibited the tautomerase activity permitting
the MIF with interactions with receptors or binding
proteins, such as CD74, CXCR2, and CXCR4.5%*

It was also found that 4-nitrophenyl isothiocyanate and
phenyl isothiocyanate (PITC) covalently linked with dihy-
droorotate dehydrogenase enzyme (DHODH). This enzyme
is responsible for catalyzing the synthesis of de novo
pyrimidine and oxidizing dihydroorotate to orotate proc-
esses. This process is involved in cancer cell metabolism®®
and also is associated with the treatment of cancer,”
autoimmune diseases, parasitic diseases, bacterial or viral
infections such as that produced by SARS-CoV-2.5%

3.7 Target Profiling and Prediction of Activity Type of
Isothiocyanates

Different molecular targets as implemented in the web-
servers were used to determine the possible biological
activity of 154 ITCs (Figure9). In agreement with the
experimental information in PDB, SwissTargetPrediction
showed MIF as a possible molecular target, in this case for
5.89% of ITC; 12.99% of these have activity on transient
receptor potential cation channel subfamily A member
1(TRPA1). This ion channel is a major target for anti-
inflammatory and analgesic therapies because it is ex-
pressed in pain-sensing neurons and other tissues.”” As
shown in Figure 9A, 82.5% of ITCs were not predicted
bioactive with SwissTargetPrediction.

Target prediction with ChEMBL (Figure 9B) showed that
the principal molecular targets of ITCs are enzymatic type
(31.17%). For example, phosphodiesterase 5A (PDE5A), an
enzyme of pharmacological interest since its inhibition has
several therapeutic applications including erectile dysfunc-
tion and pulmonary arterial hypertension. Furthermore,
phosphodiesterase five inhibitors have been associated
with a lower risk of developing colorectal cancer.**®" Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase ROS (ROS1), an enzyme
synthesized by a gene ROS1, that is involved in sending
signals in cells and cell growth, so its inhibition can
counteract tumoral development.®™ Others ITCs predicted
targets are dihydrofolate reductase, coagulation factor X,
serine/threonine-protein kinase pknB, and serine-protein
kinase ATM. Membrane receptor is another classification
highly reported as a molecular target for ITC-type com-
pounds (30.52%). The following membrane receptors stand
out by incidence: muscarinic acetylcholine receptor M1
(CHRM1) and prostanoid EP4 receptor (EP4R). CHRM1
belongs to the muscarinic acetylcholine receptors, which
play key roles in regulating the activity of the central and
peripheral nervous system'’s important functions and have
been considered as an important therapeutic target for

Wiley Online Library © 2021 Wiley-VCH GmbH
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various diseases, including dry mouth, incontinence, and
chronic obstructive pulmonary disease.**** EP4R is one of
the receptors responsible for modulating the biological
functions of prostaglandin (PG) E2, it is involved in the
process of angiogenesis and tumor development; however,
anti-inflammatory, anti-thrombotic, and vasoprotective ef-
fects have been proposed for this receptor of PGE2.[>¢
Other membrane receptors of lower incidence predicted for
ITCs are alpha-2b/2c adrenergic receptors, prostanoid EP3
receptor, and cannabinoid CB2 receptor.

Complementary to SwissTargetPrediction and ChEMBL
PASS Online is a web resource designed to predict bio-
logical activity spectra, pharmacological effects, mecha-
nisms of action, toxic and adverse effects, etc., of organic
compounds based on their chemical structures. For this
study, predictions showed that the ITCs reported in the
databases covered in this work may have activity as
a cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) inhibitor, can be apoptosis
agonist and they can act like substrate of glutathione S-
transferase (GST), an enzyme involved in cellular detoxifica-
tion. Overexpression of GST is associated with tumor
appearances and with resistance to cytostatic agents.
Specifically the abnormal expression of the m-class of GST
has been linked to the occurrence of tumor resistance to
chemotherapy drugs®’ (Figure 9C). The prediction results
for each ITCs are shown in Tables $S3-56 in the Supporting
Information.

3.8 Promising Isothiocyanates from Pharmacological
Activity Analysis

According to the analysis of the results obtained from the
experimental databases, as well as the predictions, the ITCs,
benzyl isothiocyanate, allyl isothiocyanate, phenetyl isothio-
cyanate, phenyl isothiocyanate, 4-isothiocyanatobut-1-ene,
5-isothiocyanatopent-1-ene,  7-isothiocyanatohept-1-ene,
iberin, and ethyl isothiocyanate (Figure 10) are the com-
pounds found with the largest diversity of molecular targets
and biological activity spectrum (about 6 or 5 predictions).
For these nine ITCs, activity on membrane receptor EP4R
and enzyme ROS1 is reported; benzyl isothiocyanate,
phenetyl isothiocyanate, phenyl isothiocyanate, 4-isothio-
cyanatobut-1-ene, 7-isothiocyanatohept-1-ene, iberin and
ethyl isothiocyanate share the affinity for the muscarinic
acetylcholine receptor CHRM1. In addition, six of these ITCs
have activity on transient receptor potential cation channel
TRPA1. Table 3 shows the type of activity and the molecular
targets identified for the nine ITCs whose chemical
structures are in Figure 10.

4 Conclusions

Herein we report a comprehensive analysis of ITCs, a major
class of compounds with importance in natural products
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migration inhibitory factor. B) Protein target classification reported in ChEMBL, version 28. C) Spectral activity prediction in PASS Online.

and food chemistry. The chemoinformatic characterization
and analysis were done using open source and free
software. 154 ITCs were collected from four large public
databases and classified according to their chemical
structure: most were acyclic and polycyclic with 44.8% and
26.6% respectively; 11.7% were indolic type, 9.1% poliar-
omatic, 3.9% glycosylated, and 1.9% cyclic.

In this study, we observed that the principal sources of
ITCs reported in FooDB database are cruciferous vegetables
of Brassica oleracea L., which have been widely recognized
due to their nutritional relevance,®® they are considered
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superfoods, due to their high content of nutrients and
phytochemicals.®® Therefore, it is important to highlight
that of the 154 compounds we studied, 81.2% and 83.7%
of ITCs have a low mutagenic and tumorigenic potential,
respectively.

We also identified nine ITCs (benzyl isothiocyanate,
AITC, PEITC, PITC, iberin, ethyl isothiocyanate, among
others) as the principal candidates to possess promising
pharmacological activities on nine molecular targets, includ-
ing ROS1, CHRM1, EP4R and MIF. It is also reported the
mechanism of inhibition of MIF by PEITC and SFN with
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Figure 10. Promising isothiocyanates from pharmacological activity analysis.

Table 3. Isothiocyanates with the highest number of molecular targets and bioactive potentials reported.

Isothiocyanates MIF DHODH TRPA1 PDE5 A ROS1 CHRM1 EP4R Apoptosis agonist CYP2E1 inhibitor
Benzyl isothiocyanate X X X X X X

Allyl isothiocyanate X X X X X

Phenetyl isothiocyanate X X X X X X

Phenyl isothiocyanate X X X X

4-Isothiocyanatobut-1-Ene X X X X X
5-Isothiocyanatopent-1-ene X X X X X
7-Isothiocyanatohept-1-ene X X X X X

Iberin X X X X X

Ethyl isothiocyanate X X X X X

MIF: Macrophage migration inhibitory factor; DHODH: Dihydroorotate dehydrogenase; TRPA1: Transient receptor potential cation channel
subfamily A member 1; PDE5A: Phosphodiesterase 5A; ROS1: Proto-oncogene tyrosine-protein kinase ROS; CHRM1: Muscarinic acetylcholine

receptor M1; EP4R: Prostanoid EP4 receptor.

a covalent linked in N-terminal Pro-1, having the isothiocya-
nate moiety an important electrophilic character for the
covalent union with the inflammatory cytokine MIF. This
work also exemplified the applications of chemoinformatics
to food chemistry thus contributing to the development of
foodinformatics.”

Supporting Information

Isothiocyanates compiled of public databases (Table S1);
Chemical structures of reported isothiocyanates (Compen-
dium S1); Proportion of isothiocyanates according to their
chemical skeleton by database (Figure S1); Classification of
isothiocyanates according to their structure (Figure S2);
Molecular proprieties and classification of ITCs (Table S2);
Proportion of isothiocyanates according to their mutagenic
and tumorogenic potential (Figure S3); Molecular targets of
isothiocyanates reported by Protein Data Bank (Table S3);
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Molecular targets of isothiocyanates reported by SwissTar-
getPrediction (Table S4); Molecular targets of isothiocya-
nates reported by ChEMBL (TableS5); Spectral activity
prediction in PASSonline (Table S6). SMILES structures of
reported isothiocyanates (SMILES_ITC.xls).
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