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1. INTRODUCCION
La alimentacidn juega un papel importante dentro de la salud humana debido a la

importancia que tienen los macro y micronutrientes en la prevencion y/o
tratamiento de algunas enfermedades gastrointestinales, inflamatorias, obesidad e
incluso cancer. En este sentido, en décadas recientes se han incluido el nuevo
término de alimentos funcionales, debido a su capacidad de aportar algun

beneficio a la salud mas alla de sus nutrientes como alimento.

Se ha demostrado que una dieta rica en vegetales cruciferas reduce el porcentaje
de padecer enfermedades cronicas como la obesidad y la diabetes, esto por su
contenido fitoquimico y bioactividades, tales como derivados de nitrégeno, azufre,

polifenoles, ademas de minerales y vitaminas (A, C, K, B6).%2

El brécoli, Brassica oleracea variedad italica, es un vegetal crucifero perteneciente
a la familia Brassicaceae, es de importancia econd6mica en México siendo el
segundo en exportacion. Algunos otros vegetales de esta especie se caracterizan
por su alto contenido de metabolitos secundarios organosulfurados. En cuanto a
actividades farmacologicas, se ha reportado actividad anticarcinogenica,

antioxidante, antimicrobial, antidiabética, entre otras.3

La presente tesis tiene como objetivo conocer los metabolitos secundarios mas
abundantes del extracto metandlico de bagazo de brdcoli con el fin de conocer su

contenido quimico y su actividad citotéxica in vitro.

{ "
oy
NS
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2. ANTECEDENTES
2.1. Alimentos funcionales y nutraceuticos

En la actualidad la nutricion ha presentado un auge de interés debido a la relacion
gue presenta respecto a enfermedades y padecimientos, se sabe que el impacto
que tendra la alimentacion del consumidor puede afectar ya sea positiva o
negativamente en el estado de bienestar del individuo. Estos alimentos que
promueven la salud son conocidos como Alimentos Funcionales, este término se
usé por primera vez en los afios 80°s y tiene sus origenes en Japon con el
concepto de desarrollar alimentos que mejoran la salud y reducen el riesgo de
enfermedades, con la caracteristica de poseer componentes capaces de afectar
funciones en un sistema en particular mas alla de su aporte nutricional como

alimento.*®

La Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos los define como
‘cualquier alimento o ingrediente que proporcione un beneficio para la salud
superior al que aportan los nutrientes tradicionales que contenga”.® Estos pueden
abarcar desde macronutrientes y micronutrientes ya sea naturales o modificados y
deben de seguir siendo en todo momento un alimento que realice sus efectos
consumidos dentro de una dieta equilibrada. Como ya sabemos, las frutas,
verduras, cereales y leguminosas son ricos en nutrientes como la fibra, minerales
y vitaminas , pero estos también poseen otros compuestos que no lo son, pero
tienen propiedades saludables; a estos compuestos se les conoce como
fitoquimicos que son metabolitos secundarios que producen las plantas y tienen la
capacidad de proveer una proteccién adicional o suprimir procesos dafinos debido
a los polifenoles, vitaminas antioxidantes, carotenoides y otros fitoquimicos con

actividad biolégica.*”

Las actividades biolégicas que presentan estos fitoquimicos ha abierto nuevas
oportunidades en la industria alimentaria, creando suplementos que potencialicen
e impacten favorablemente la salud humana, estos alimentos reciben el nombre
de nutracéuticos, este término fue creado por el endocrindlogo Stephen DeFelice

en 1989. Los nutraceuticos son elaborados a partir de una sustancia bioactiva
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presente en alimentos, estos productos una vez extraidos se estudian para

identificar sus propiedades biologicas; posteriormente, cuando estos son
documentados pueden pasar a ser comercializadas en presentaciones como

pildoras, capsulas y polvos.2

Para su clasificacion se menciona tres categorias:

Nutrientes: como vitaminas, amino&cidos, minerales y acidos grasos.

Herbales: Compuesto quimicos obtenidos de concentrados o extractos como
fibras, antioxidantes, carotenos y acidos grasos.

Suplementos de la dieta: productos derivados de otras fuentes como sulfato de
condroitina, piruvato, etc.®

Se han realizado varios estudios tanto de diversos nutracéuticos como de
alimentos donde se han registrado los beneficios terapéuticos que ofrecen,
algunos de estos productos se registraron en la siguiente Tabla 1, dentro de los

gue se encuentra el brécoli:

Tabla 1. Ejemplos de nutracéuticos y sus beneficios terapéuticos.'%!

e
Facultad de Ciencias
Quimicas e Ingenieria

Alimentos o productos
nutracéuticos

Producto lipoesar
Licopeno

Producto Biokin
Antioxidantes fendlicos
flavonoides

Flavanonas
Isoflavanonas

Proantoc-ianidinas
Antioxidante Luteina

Antioxidante Selenio

Fibra dietética insoluble

Acidos grasos del omega 3

Forma de obtencion y/o sustancia
activa

lipoproteina de origen marino (pez
S. pilchardus)

Tomates, sandia.

Origen vegetal, derivados del cereal
Chenopodium Quinoa

Uva, fresa, ajo, manzana, espinaca,
te, granada, etc.

Citricos

Soya

Arandanos

Brocoli, Espinaca, maiz amarillo,
cereales, hojas de col, etc.

Levadura Se-Metionina, selenito de
sodio y compuestos enriquecidos
con Se-Metionina.

Hortalizas, frutas, arroz salvaje,
granos integrales y salvado de trigo.

Limaza, aceite de pescado y de
algas.

Accién terapéutica

Propiedades hipolipemiantes y
antiarterioscleréticas

Salud de la préstata

Actia en situaciones de déficit
nutricional, anemia, astenia, celiaca,
madres lactantes y debilidad senil.
Prevencion de cancer, colesterolemia,
embolias, y arterioesclerosis, ataques
cardiacos.

Neutralizar los radicales libres, reducir
el riesgo de algunos canceres.
Disminuir el LDL y el colesterol total.
Mejora la salud del tracto urinario.
Prevencion de la degradacion
macular, cataratas y retrasa los
sintomas de retinitis pigmentosa.
Prevencion de cancer de prostata,
colon y pulmén, enfermedades
cardiovasculares, refuerza el sistema
inmunoldégico.

Prevencion de céancer de colon,
hemorroides, mejoramiento de la
funcion intestinal.

Prevencion de la arterioesclerosis y
enfermedades cardiovasculares.
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probidticos Quesos fermentados, yogurt, leche Prevencion de enfermedades
y mantequilla. diarreicas, cancer de colon vy
colesterolemia. Salud intestinal.

2.2. Familia Brassicaceae (Cruciferas)

La familia Brassicaceae es el grupo mas
grande de hortalizas, tiene sus origenes en
el mediterraneo, en China e India.*? Su
morfologia consiste en flores en forma de
cruz, siendo un rasgo distintivo por lo cual
reciben su nombre de vegetales cruciferos,
por lo general tienen seis estambres, una
capsula que contiene un tabique y una savia
acuosa ocre (Figura 1). Debido a su amplio
linaje se ha tenido dificultades para identificar
géneros pertenecientes, pero se han

enlistado aproximadamente un total de 338-

336 géneros Yy aproximadamente 3709

especies.314

Figura 1. Morfologia de la familia Brassicaceae.

2.4. Brassica oleracea (vegetales cruciferos)

Es una de las especies mas representativas del género Brassica se considera una
planta bienal que en su primer afio da como resultado una roseta de hojas
voluminosas, posteriormente en su segundo afio se pueden distinguir la formacion
de inflorescencias que pueden llegar a medir entre 1 o 2 metros de altura. Se
considera que ha sido cultivada por mas de 2000 afios debido a la gran cantidad
de variantes, como son el repollo, la col rizada, el colinabo, la coliflor, el brocoli, y
las coles de Bruselas.'>1¢ Las variantes de B. oleracea se pueden clasificar en
grupos de cultivo como se muestra a continuacion, (Figura 2), por ejemplo, la var.
botrytis conocido como coliflor, var. capitata es la col de repollo y var. italica es el

brécoli.t”
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Brassica oleracea

italh'ca congylodes cemmlifera capitata boirytr‘s afbogflabra acefhafa
I [ . I I A | L § =
® e PO
Brécoli Colirrabano  Col de bruselas Repollo Coliflor Kai-lan colvarde

Figura 2. Variedades de la especie Brassica oleracea

2.5. Brassica oleracea var. italica

Comunmente conocida como brécoli, es una hortaliza de la familia Brassicaceae
correspondiente al género Brassica. La palabra brécoli tiene origen italiano y
significa “brazo o rama” como referencia a los brotes. Su morfologia consiste en
una raiz pivotante, del tallo se desprenden los peddnculos (primarios, secundarios,
terciarios), en la parte superior se encuentran las inflorescencias que en su estado
inmaduro es la parte comestible y conforman lo que se conoce como pellas que
comunmente estan rodeadas de hojas que presentan una cuticula cerosa e
impermeable, color verde obscuro y fostoneadas.® Se ha despertado gran interés
en sus plantulas debido a su gran aporte nutricional (Tabla 2) y a los compuestos
bioactivos que se han encontrado en multiples estudios, por lo que es considerado

un superalimento debido a su impacto favorable hacia la salud.
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Tabla 2. Valor nutricional de 100 g de porcién de brécoli fresco.®

INFORMACION NUTRIMETAL
Porcion; 100g de brécoli fresco

Energia (Kcal) 28
Proteinas (g) 3.1
Grasa total (g) 0.1
Hidratos de carbono 2.4
desiponibles (g)
Fibra dietética total (g) 3
Sodio (mgQ) 24
Potasio (mg) 180
Vitamina A (1 ER) 51
Vitamina C (mg) 40.1
Vitamina E (mg ET) 1.3
Ac. Folico (ug) 30
Calcio (mg) 51
Hierro (mg) 0.6

2.5.2. Condiciones de cultivo y variedades comerciales de brécoli

El sistema de siembra mas utilizado para el brocoli es el trasplante a raiz desnuda
mediante una charola de germinacion. Las condiciones que se deben cuidar
después de un dia a la siembra son el abastecimiento de agua y la temperatura
(15 -18 °C). El terreno donde se trasplantara debe cumplir los siguientes criterios,
no tener acidez excesiva, estar libre de malezas, buena nivelacion y haber sido
fertilizado. Una vez que las caracteristicas del suelo son buenas se realiza el
trasplante a las 3- 4 semanas. El brocoli puede ser cosechado a los 50-60 dias

después del trasplante.*®

México ocupa el segundo lugar en produccion de brocoli a nivel mundial
exportando la cantidad de 400,212 kg. Los estados con mayor produccion son:
Guanajuato siguiéndole, Michoacan, Puebla, Jalisco y Sonora. (Figura 3).
Posteriormente es exportado a Europa, Asia y a paises del continente

americano.2%21
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Produccién en toneladas
(2018)

302,733
52,656
32,200
A 24228
[] 15362

Figura 3. Estados de México productores de brécoli.?!

La produccién de brocoli se realiza en dos periodos; primavera-verano y otofio-
invierno por lo que se han introducido variedades que pueden soportar las
distintas condiciones ambientales, algunas de las mas cultivadas en México son:
Horitage (altos rendimientos y brotes finos para temporada caliente y seca),
Ironman (Estandar para mercado fresco), Tlaloc (precocidad y alto rendimiento),
Triathlon (Brotes pesados), Arcadia (Rentable en frescos y congelados) y Expo
(para temperaturas bajas). Estas variables son hibridas por lo que han sido

manipuladas en laboratorios para su uso.?223

2.5.3. Estudios quimicos y farmacologicos del brocoli

El brécoli posee una cantidad beneficiosa de nutrientes para la salud, una dieta
rica en estas hortalizas, segun estudios, reducen el riesgo de enfermedades
cronicas, gracias a sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antimicrobianas, antinflamatorias y antidiabéticas. Sus propiedades fitoquimicas
juegan un papel muy importante debido a la presencia de compuestos bioactivos
gue son el producto final de los procesos metabdlicos. Existen varios estudios que

respaldan sus beneficios ante enfermedades por lo que, Ultimamente han sido un
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tema muy estudiando por la comunidad cientifica, como los extractos donde se
reportan la presencia de compuestos derivados de nitrégeno y azufre como los
glucosinatos e isotiacinatos, siendo estos ultimos los de mayor presencia, sin
embargo, también existen polifenoles derivados del &cido clorogénico y sinapinico,
flavonoides, ademés de minerales como selenio, manganeso y vitaminas A, C y
B6.224(Tabla 3).

Tabla 3. Compuestos reportados del extracto de Brécoli.

Extracto Compuestos mas abundantes Detector Actividad biol6gica F;e
Floretes de L
Brocol ProgoitrinaGGllil(jg(I)t;Z;g]rﬁﬁa Glucoe- HPLC- 25
congelado d ' . VT PDA/DAD NR
o rucina,Glucobrasicina,Sinigrrina
(-20 °C)
Glucoiberina,Glucorafanina,4-
Inflorescen  Hidroxiglucobrasicina,Glucobrasi-
cia de cina HPLC/ MS antioxidante a nivel 4
brécoli Gluconasturtin, 4-metoxi- fraccién
hervido glucobrasicina
Neoglucobrasicina
Glucoiberina, Glucorafanina,
Brotes de Glucoerucina, Indol 4-hidroxi- LC-MS
Brécoli glucobrasicina, Glucobrasicina, 4- NR 27
crudo metoxiglucobrasicina, HPLC-DAD
Neoglucobrasicina
Glucorafanina, Glucoerucina,
Gluconapina,
Progoitrina,Sinigrina,4-
Brotes de hidroxiglucobrasicina, 4-
Brocoli metoxiglucobrasicina,Glucobrasic- GC-MS NR 28
crudo ina, Neoglucobrasicina
Nitrilo de Erucina, Erucina, Nitrilo
de Sulforafano, Sulforafano
Floretede e o rasicina, - Capacidad
Broécoli S . o LC-MS antioxidante a nivel 29
crudo hldrOX|g_Iu_cobraS|C|na, _ fraccion
Neoglucobrasicina, Glucorafanina
Semillas de . Capacidade_s
Brécoll Glucorafanina, HPLC-DAD antinflamatorias 30

anticancerigena



Extracto de
brocoli

Cabeza
Fresca de
Brocoli
Parthenon

Semillas de
brocoli

Floretes de
bréocoli de
china

Encapsulac
i6n de
extracto de
brécoli

Semillas de
brécoli

Jugo de
brotes de
brécoli

Extracto de
brécoli

Hojas de
brécoli

Tallo de
brécoli

floretes de
brécoli

Glucoiberina, Glucorafanina, 4-
Hidroxiglucobrasicina,
Glucobrasicina, 4-Metoxi-
Glucobrasicina,
Neoglucobrasicina

Glucobrasicina, Gluconasturtin,
Glucobrassicanapina,
Glucorafanina, Glucoiberina,
Glucoalisina, Sinigrina,
Gluconapina, Progoitrina, 4-
Metoxi-Glucobrasicina,
Neoglucobrasicina

Glucorafanina

Glucorafanina, Glucobrasicina, 4-
Metoxiglucobrasicina,
Neoglucobrasicina, Glucoiberina,
Epiprogoitrina, Sinigrina,
Glucoalisina, 4-
Hidroxiglucobracisina,
Gluconasturtin

Glucobrasicina, 4-O-Glucdésido,
Neoglucobrasicina

Sulforafano

Glucorafanina, Sulforafano

Glucoerucina, Glucobrassicina, 4-
Hidroxiglucobrassicina,
Glucorafanina, Gluconapina,
Neoglucobrassicina

Glucoiberina, Glucorafanina,
Glucobrasincina,
Neoglucobrasicina,
Metoxiglucobrasiciona

Glucoerucina, Glucobrasicina, 4-
Metoxiglucobrassicina, 4-
Hidroxiglucobrassicina

Glucosinolato Glucoiberina,
Progoitrina, Sinigrina,
Glucorafanina, Glucoalisina,
Gluconapina, 4-
Hidroxiglucobrasicina,
Glucoerucina, Glucobrasicina, 4-
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Actividad
antioxidante y st
antiproliferativa

Bioaccesibilidad 32
Anticancerigena 83
Anticancerigena 34

Actividades
antioxidante 35

antihiperglucémica

Actividad 36
anticancerigena
Actividad 37
anticancerigena
Actividad 38
antioxidante
Antifingica 39
Antimicrobiana 20
Antioxidante
N R 41
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Flores de
brocoli

cabeza de
brocoli

brotes y
raices

Floretes

cabeza

cabeza
cocida

brotes

Hojas,
tallos e
infloresenci
as

brotes

Metoxiglucobrasicina,
Neoglucobrasicina

Sinigrin, Gluconapina,
Glucobrasicanapina, Progoitrina,
Glucoerucina, Glucorefanina,
Glucorafanina, Glucoalisina,
Glucobrasicina,
Neoglucobrasicina, 4-
Metoxiglucobrasicina,

Glucotropaeolina, Gluconasturtina

Glucorafanina, Glucobrasicina,
Neoglucobrasicina, 4-
Metoxiglucobrasicina, 4-
Hidroxiglucobrassicina

Glucorafanina, Gluconasturtina,
Glucobrasicina,
Metoxiglucobrasicina,
Neoglucobrasicina,Cinamoil
(Feruloil)-Indol

Sinigrin, Gluconapina,
Glucobrasicanapina, Progoitrina,
Glucoerucina, Glucoiberina,
Glucobrasicina,
Metoxiglucobrasicina,
Neoglucobrasicina, 4-
Metoxiglucobrasicina, 4-
Hidroxiglucobrassicina

Glucorafanina, Glucobrasicina,
Neoglucobrasicina, 4-
Metoxiglucobrasicina

Neoglucobrasicina, Sinigrin,
Progoitrina, Gluconapina
Glucobrasicina, Glucoerucina;
Glucoiberina; Glucorafanina;
Clucorafenina; 4-
Hidroxiglucobrasicina, 4-
Metoxiglucobrasicina,
Neoglucobrasicina

Iberina, Indol-3-Carbinol,
Sulforafano, Sulforafeno

Glucobrassicina Glucorafanina
Metoxiglucobrassicina

Gluconapina, Progoitrina,
Glucoerucina, Glucoiberina,
Glucorafanina, 4-
metoxiglucobrasicina

Indole-3-Carbinol

10
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UPLC
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brotes Glucorafanina HPLC NR 51

Glucobrasicina Glucorafanina,
Metoxiglucobrasicina, 4-
Metoxiglucobrasicina,
floretes Neoglucobrasicina, Glucoerucina, HPLC NR 52
Epiprogoitrina, Glucoalisina,
Gluconapoleiferina,
Gluconasturtina, Glucoiberina

Glucoiberina, Glucorafanina,
hojas Glucobrasicina, HPLC-DAD NR 53
Neoglucobrasicina

Semillas, . L

brotes y Glucorafanina, Glucoiberina, 4- HPLC NR 54
Metoxiglucobrasicina

cabeza

NR=No reportado

2.5.4. Glucosinolatos y derivados

El término de glucosinolatos fue propuesto por primera vez por Dateo en 1961, los
glucosinolatos son moléculas constituidas por una fraccién de glucosilo (“gluco”),
un grupo sulfato (ate) y su propiedad de ser un precursor de un aceite de mostaza
(sinol). Los glucosinolatos son metabolitos secundarios que se encuentran
especificamente en las plantas del género Brassica, como en la col rizada, repollo
y brécoli, la cantidad de GLS varia de una especie a otra debido al tipo de tejido de

cada planta.?%5(Tabla 4).

Tabla 4. Glucosinolatos presentes en cruciferas
Hortalizas crudas Glucosinolatos totales

(mg/100 g pf)
Coles de Bruselas 236.6

Kale 100.7
Nabo 92
Calabaza roja 64
Brocoli 61.7
Coliflor 43.2

Quimicamente estan formados por un nucleo que contiene residuos [-D-
glucopiranosa y aglicona, unida a través de un atomo de azufre a un ester de

sulfato de n-hidroxiimino, estos se distinguen por un grupo R derivado de

11
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aminoacidos, debido a sus propiedades son compuestos hidrofilicos, no volatiles e
inoloros.>® Los glucosinolatos se derivan en el tejido vegetal mediante la
biosintesis de aminoacidos, se sabe que existen 100 tipos diferentes de
glucosinolatos dentro del reino vegetal. Se clasifican en: indol proveniente de
triptéfano (A), aromaticos provenientes de fenilalanina (B) o tirosina (C) y por
altimo el grupo alifatico provenientes de metionina (D), alanina (E), leucina (F) y

valina (G), siendo esté el grupo mas abundante.?3?

H
N
0
7 NH, 0
NH,
o) (B) NH, (D)
0
0
OH \HKOH
Glucosinolatos inddlicos NH,
HO NH
(C) 2
0

Glucosinolatos aromaticos M

2

0
N
0
)\HkOH
(

(E)
H
(F)
NH, (G)
Glucosinolatos alifaticos
Figura 4. Clasificacion de glucosinolatos segin aminoacidos de origen.
Solo en el brécoli se ha reportado la presencia de 26 glucosinolatos, de los cuales

cinco se encuentran en mayor abundancia, estos son: Glucorafanina (H) seguida

de la Glucoiberina (I), Glucoerucina (J), Glucobrasicina (K) y Neoglucobrasicina

(L).2

12
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Figura 5. Glucosinolatos de mayor abundancia en el brécoli.

En general los glucosinolatos no son moléculas biolégicamente activas si no sus
productos de hidrolisis. Los glucosinolatos se encuentran en las vacuolas de las
plantas en un estado estable, cuando la planta sufre algin dafio mecanico, activa
la enzima mirosinasa que desencadena el proceso de hidrolisis liberando
moléculas de glucosa, bisulfato y aglicona esta dltima experimenta un
reacomodamiento que da como resultados productos de degradacién como:
isotiocianatos, tiocianatos, nitrilos, epitionitrilos y oxazolidinas. La naturaleza de
dichos productos depende de la estructura del glucosinolato de origen y de las
condiciones de reaccion: pH, iones ferros, proteinas epitioespecificas (ESP) y las
propiedades en las que se cultiva la planta, los cuales son; temperatura,

insecticidas, radiaciéon y suministro de agua?33%55 (Figura 6).

13
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OH
OH

OH

R
.

~0S0;”

OH

mirosinasa/H,0
I
T
o©
%\O
o I

R\”/S_ R\/KS
N N

~0S03” ~0S0;5”
tiohidroximato-O-sulfonato
R R
\ H7 _
N=C=S # Hso; — PP » “s_c=N
isotiocianato tiocianato
l pH 4/ESP/ ESP/TFP
R NSP/TFP
N SVJ/JN\
R Y AN N
% ﬁ R—==N epitionitrilo
¢ S nitrilo

R, \(\OYS
NH

oxazolidina-2-tiona

Figura 6. Ejemplo de biosintesis de Isotiocianatos y su degradacion.

En la Figura 6 se observa la formacion de los productos de degradacion de los
glucosinolatos y las condiciones para que estos se lleven a cabo, los productos
mas estudiados debido a sus actividades anticancerigenas, antioxidantes,
antimicrobianas y antifiUngicas son los isotiocianatos, en especial el sulforafano,
formado a partir del glucosinolato glucorafanina, el cual se ha demostrado que

posee un alta activad anticancerigena.®® Este actlia como un inductor natural de la

14
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proteina Nrf2 tanto en humanos como en animales para desintoxicar las

sustancias quimicas que producen el cancer.?

S
R/Y ;T R—\
N —~ N=C=S

N
0S80y
3 8042_

Figura 7. Reordenamiento de Lossen.

El sulforafano se forma a partir de la que la glucona sufre un reordenamiento de
Lossen como se muestra en la Figura 7; sin embargo, dependiendo de las
condiciones de la planta, pueden descomponerse en nitrilos o azufre molecular, en
este caso tener un pH neutro o bajo inhiben al reordenamiento de Lossen mientras
gue un pH acido inhibe la formacion de nitrilos. Las proteinas especificas modulan
esta produccién, la proteina epitioespecificadora (ESP), proteinas especificadoras
de nitrilo (NSP), la proteina formadora de tiocianato, al interactuar con el aglucon
favorecen la produccion de nitrilos, por otro lado, la proteina modificadora del

epitioespecificador (ESM) favorece la formacioén de isotiocianatos.>’

2.2. Cancer y quimioprevencion

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, se asocia a
una produccion desencadenada de las células que sobrepasa el numero de
células normales, este puede originarse en cualquier parte del organismo, como
tejidos, huesos, sangre, al igual de extenderse a otras partes del cuerpo lo cual se
le conoce como metastasis.>® El cancer se puede evitar o disminuir el factor de
riesgo si este es detectado a tiempo y se establece un tratamiento adecuado al

paciente.>®

En el 2020 se registraron casi 20 millones de casos, siendo el cancer de seno el
mas frecuente con 2:26 millones segun la OMS como se muestra en la siguiente

Figural.59:60
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Nuevos casos de cancer estimados en el 2020 (ambos sexos,
todas las edades)

Seno, 2,261,419,
12%

Pulmoén,
2,206,771, 11%

Otros tipos de
cancer,
8,879,843, 46%

Estémago,
Cuello uterino, Higado, 905,677, 1,089,103, 6%
604,127, 3% 5%

Figura 8. Nuevos casos de cancer estimados en el 2020.%°

En México el cancer es la tercera causa de muerte solo en el afio 2020 se
registraron 1,086,743 defunciones de los cuales el 8% corresponde a tumores
malignos segun estadisticas, también se demostré que de estos fallecimientos el
51% corresponde a mujeres mientras que el 41% a hombres.5!

Entre las mujeres de 30 a 59 afios las principales causas de defunciones fueron
por tumor maligno en seno y en cuello uterino, con tasas de 1.56 y 0.86

defunciones por cada 10 mil mujeres respectivamente.5!
Cancer Cervicouterino

En México solo de cancer cervicouterino se detectan aproximadamente 4500
defunciones al afio, segun el Instituto de Salud del Estado de México, por lo que
se estima que cada dos horas fallece una mujer de esta enfermedad presentando

asi una problematica en el pais.5?

El cancer cervicouterino se origina en las paredes del cuello uterino debido al
cambio de células que proliferan, es una mutacién celular de la unibn escamo
columnar en el epitelio del cuello uterino, este se manifiesta inicialmente como

16
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lesiones que posteriormente evolucionan en etapas de displasia, como

consecuencia afecta la funcion reproductiva de las mujeres.%?

La accion primaria para prevenir el cdncer cervicouterino es por inmunizacion del
VPH con ayuda de una vacuna tetravalente contra genotipos 6, 11, 16 y 18 y
bivalente contra genotipos 16 y 18, se recomienda ser aplicada a mujeres de entre
9y 13 afios. Por otro lado, también se recomienda realizar el examen Papanicolau
anualmente, al igual que la prueba de VPH para su temprana deteccion.%® Existen
varios factores por los cuales una persona puede desarrollar esta enfermedad,
pueden ser ambientales o genéticas por lo cual también existen tratamientos para
prevenir o atacar el cancer, el tratamiento aplicado depende del grado de
desarrollo de la metéstasis, en la siguiente tabla se enlistan algunos factores de
riesgo y tratamientos (Tabla 5).

Tabla 5. Factores de riesgo y tratamiento para el cancer cervicouterino.%*5°

Factores de riesgo
sInfeccién por virus de papiloma humano (VPH).
*Tabaquismo.
*Tener un sistema inmunitario débil o comprometido.
sInfeccién por clamidia.
*Uso prolongado de anticonceptivos orales.
*Tener muchos embarazos a término.
*Dieta pobre en frutas y verduras.
*Antecedentes familiares de cancer de cuello uterino.

Tratamiento

«Cirugia: donde se pretende extirpar del cancer
*Radioterapia: radiacion para destruir las células cancerosas impidiendo su proliferacion.
*Quimioterapia: interrupcién de formacion de las células.
*Terapia dirigida: identifican y atacan las células cancerosas especificas
sInmunoterapia: impulsar, restaurar y dirigir las defensas del cuerpo contra el cancer.

Existen otros tratamientos que se estan probando en ensayos clinicos, por lo
tanto, se siguen buscando tratamientos que puedan combatir este tipo de cancer
sin ser tan agresivo con el receptor, algunas veces se ha demostrado que el
tratamiento del ensayo clinico es mas eficiente que el estandar por lo que este se

convierte en el tratamiento estandar para el paciente.5®
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Quimioprevencion

Debido al aumento de cifras de deceso atribuidos a enfermedades autoinmunes
como el cancer, se han realizado varias estrategias para su prevencion. La
guimioprevencion es una de estas estrategias y se define como; “El uso de
agentes naturales, sintéticos, o biolégicos para revertir, suprimir, 0 prevenir las
fases iniciales de la carcinogénesis o la propagacion de las células premalignas a
la enfermedad invasiva”’.?¢ La quimioprevencion puede ser primaria (evitar la
ocurrencia de la enfermedad), secundaria (evitar progresion de la enfermedad) y
terceria (reintegracion del paciente a su ambiente).6”.¢¢ Uno de los farmacos que
funciona como quimiopreventivo mas conocido es el tamoxifeno que reduce las
probabilidades de que una mujer con alto riesgo desarrolle cancer de mama, sin
embargo, también se ha comprobado que el uso prolongado de estos farmacos
puede tener efectos secundarios en el paciente.®® Existen compuestos que
funcionan como quimiopreventivos menos agresivos ya que se pueden encontrar
de forma natural en alimento como: cereales, verduras, algunas frutas entro otros,
estos pueden clasificarse en tres grupos segun su estructura quimica: vitaminas,
minerales y fitoquimicos, en este Ultimo se encuentran los carotenoides,
flavonoides, fenoles acidos, isotiocianatos (ITC’s), organosulfurados (OSC’s) e

indoles como se muestra a continuacion en la Tabla 6.7°

Tabla 6. Clasificacion de quimiopreventivos segun su estructura quimica.”®

Estructura Quimica Agente quimiopreventivo Fuentes
Vitaminas Vitamina A Verduras y hortalizas
Acido félico Verduras y hortalizas
Vitamina C Futas y hortalizas
Vitamina D Productos lacteos
Vitamina E Aceites vegetales
Minerales Calcio Productos lacteos y verduras
Selenio Frutas, verduras, cerelaes, carne,
pescado
Hierro Carnes rojas
Zinc Verduras y hortalizas
:,—)”; g Carotenoides  Licopeno Jitomates
-g\ Luteina Verduras y hortalizas de hojas
3 verde obscuro
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Flavonoides

Fenoles acidos

ITC’s

0SC’s

Indoles

B-caroteno
Genisteina
Quercetina

Rutina

Silimarina

Catequina
Antocianinas
Resveratrol
Curcumina

Acido cafeico

Acido Ferulico

Galato de epigalocatequina
Acido clorogénico

Alil isotiocianato
2-fenetil isotiocianato
Bencil isotiocianato
3-Metil sulfinil propil isotiocianato
Sulfurafano

Sulfuro de Dialilo

Alil Mercaptano
Trisulfuro de metil alil
S-Alil Cisteina
Indol-3-carbinol

Brasinina
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Verduras naranjas y amarillas
Soja y productos derivados
Frutas y verduras

Frutas y verduras

Cardo marino

Uvas

Frutas, verduras y té negro
Uvas, vino tinto

Curcuma, curry, mostaza
Frutas, café, soja

Frutas, soja, arroz

Té verde

Frutas, café, soja

Coles de Bruselas

Repollo

Berros

Brocoli

Brdcoli

Ajo, cebolla

Plantas del género Allium
Plantas del género Allium
Ajo

Cruciferas

Cruciferas
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3. JUSTIFICACION

El cancer es la primera causa de muerte mundial de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, y en mujeres el cdncer cervicouterino se encuentra entre los
diez tipos de canceres mas comunes en México y es el segundo mas frecuente en
mujeres mexicanas, con una incidencia de 4335 muertes por cada 100 000
muertes en 2020. Existen varias estrategias para el control, prevencion y
disminucién de este céncer; como por ejemplo la alimentacion, que ayudan a
sobrellevar esta enfermedad, dentro de esta se recomienda la inclusion de

antioxidantes y fitonutrientes encontrados principalmente en frutas y verduras.

Dentro de algunos vegetales importantes en la salud y que son considerados
alimentos funcionales, se encuentra el brécoli con nombre cientifico Brassica
oleracea var. italica el cual ademas de su importancia de produccion en nuestro
pais, presenta un contenido nutricional importante, rico en vitamina C, calcio y
fitoquimicos relevantes como los compuestos fendlicos y glucosinolatos vy
derivados, con diversas actividades anticancerigenas in vitro contra el cancer de

préstata, mama, colon, entre otras, dejando poco explorado cancer cervicouterino.

Debido a lo antes mencionado, en este trabajo se contempla conocer el contenido
fitoquimico del brocoli a partir de un extracto metandlico obtenido por maceracién
del bagazo de este, ademas se contempla la evaluacién citotdxica in vitro del
extracto sobre cancer cervicouterino, con el fin de poder encontrar nuevos

candidatos a nutracéuticos con actividad anticancerigena.
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4. HIPOTESIS

El extracto metandlico de bagazo de brécoli contendra metabolitos secundarios
qgue conllevaran a la actividad citotéxica in vitro del extracto en algunas lineas

celulares de cancer.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Conocer el contenido quimico y actividad citotoxica in vitro del extracto metandlico

obtenido del bagazo de brocoli (Brassica oleracea var. italica).
5.2. Objetivos particulares

1. Obtener el extracto metandlico del bagazo de pella de brocoli.

2. Realizar el aislamiento y purificacion los compuestos presentes en el
extracto mediante cromatografia en columna.

3. Caracterizar los metabolitos secundarios puros mediante técnicas

espectroscopicas de RMN 1D y 2D y CG-EM.

4. Evaluar la actividad citot6xica in vitro del extracto en cancer cervicouterino.
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6. PARTE EXPERIMENTAL
6.1. Técnicas cromatograficas e instrumentales

a) Cromatografia en Columna

Los metabolitos secundarios puros y en mezcla se obtuvieron a partir de procesos
sucesivos de cromatografia en columna abierta (CCA), como fase estacionaria
(FE) se utilizo gel de silice Flash de tamafio de particula 230-400 (MESH) y gel de
silice malla 70-230, como fase movil se utilizaron mezclas de disolventes como
Hexano, Diclorometano (DCM), Acetato de Etilo (AcOEt) y Metanol (MeOH). Esto
con la ayuda de columnas de vidrio con diametros y alturas de acuerdo con las

cantidades a purificar.”
b) Cromatografia en Capa Fina

Para el monitoreo del fraccionamiento a partir de cromatografia en columna se
utilizé la técnica de cromatografia en capa fina (CCF), usando laminas de gel de
silice 60 F2s4 de base de aluminio. Para la purificacion de algunos compuestos se
llevd a cabo una cromatografia en capa fina preparativa, se utilizé una placa de gel
de silice 60 F254 de dimensiones 20x20cm con base de vidrio.

Para la elucion se utilizaron mezclas de disolventes como DCM:MeOH,
AcOEt:Hexano y AcOEt:MeOH:H20. Para la visualizacion de los compuestos se
utiliz6 una lampara de luz ultravioleta marca CAMMAG modelo UV Lamp-4 de
rango 254-366 nm y para su revelado se utilizé sulfato cérico amoniacal
(NH4)4Ce(S0a4) al 1% en H2S04 2N.

c) Resonancia Magnética Nuclear

Para la elucidacion estructural de algunos compuestos se usO Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) con los experimentos de 'H y 3C, asi como
experimentos de dos dimensiones como HSQC y HMBC. Se utilizé un equipo de
RMN JeolECZ 600R de 600 MHz, se us6 cloroformo (CDCI3) y metanol (MeOD)
deuterado como disolvente para la preparacion de las muestras. Los
desplazamientos quimicos () estan referidos en partes por millon (ppm) y las

constantes de acoplamiento (J) en Hertz
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d) Espectroscopia de Infrarrojo

Para la obtencién de espectros de IR se utilizé un espectrometro infrarrojo de

transformada de Fourier NICOLET 6700 con un rango espectral de 525 a 4000cm-
1

e) Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas

Para adquirir los espectros de gases-masas se utilizO un cromatégrafo de Gases
Agilent Technology 6890 acoplado a un detector de masas 5973N, modo de
ionizacién por impacto electrénico (IE) en un rango de masas entre 50-500
Daltons. Acoplado a la biblioteca del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST por sus siglas en ingles) version 2.0. Las muestras se prepararon una

concentracion de 2 mg en 0.5 mL de disolvente (hexano y acetona).

6.2. Cultivo del vegetal
La hortaliza brécoli (Brassica oleracea var. italica) fue cultivada y cosechada en la

Universidad Autonoma de Chapingo a cargo del Ing. Raul Jacinto Mata.

El cultivo del brécoli fue llevado a cabo el 26 de septiembre del 2019 por siembra
directa en charolas de poliestireno que contenian 200 cavidades x 25 mL, las
semillas se enterraron a 2 cm de profundidad y 0.5 cm de compacta. Una vez que
estas comenzaron a germinar se regaron con una solucién nutritiva universal de
Steiner al 30%, pasadas las 3 semanas se usé la misma solucion al 50%. Las
plantulas fueron trasplantadas a siembra directa en campo abierto después de 12
dias, con una temperatura y precipitacion del suelo de 16.03 °C y 49.8 mm.
Durante la siembra se les dio los riegos necesarios y se us6 Tricoderma como

controlador de plagas y enfermedades.

La cosecha se realiz6 74 dias después de la siembra, como resultado fueron
cosechadas pellas jovenes de 51 cm de altura, 72 cm de ancho y 7 cm de

didmetro en cuanto a la inflorescencia del brocoli (Figura 9).
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Figura 9. Cosecha de pella de brécoli
6.3. Obtencion del extracto

A partir de 6.06 kg de pella de brocoli que corresponde a la flor creciente en el tallo
central, se obtuvo el bagazo de este usando un extractor de jugos marca TURMIX.
El jugo obtenido se reservé para un proceso de liofilizacion y no fue utilizado para
la presente tesis. ElI bagazo del brécoli (4.50 kg) se sometié a un proceso de
maceracion con metanol al 100% por 72 h a temperatura ambiente en un proceso
efectuado por triplicado. El disolvente fue retirado por destilacibn mediante un
rotaevaporador a presion reducida obteniéndose 48.2 g de extracto (1.7 %

rendimiento).

6.4. Fraccionamiento primario

El primer fraccionamiento del extracto metandlico (48.2 g) se llevo a cabo en una
columna de vidrio de 10 cm didmetro. El extracto metandlico se adsorbié en 48 g
de gel de silice malla mientras que la columna se empaco con 200 g de gel de

silice suspendidos en un sistema 100% DCM con el cual se inici6 la columna,
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posteriormente se llevaron a cabo incrementos de polaridad afiadiendo MeOH, de
acuerdo con lo observado en la CCF (Figura 10). Se recolectaron fracciones de
250 mL que posteriormente se concentraron con ayuda de un rotaevaporador y
fueron agrupadas de acuerdo con su similitud en CCF como se describe en la

Tabla 7.

Tabla 7. Fraccionamiento primario del extracto

Reuniones Fracciones Sistema Peso (g) % Rendimiento
DCP-50-01 1 100% DCM 0.04 0.08
DCP-50-02 2-7 100% DCM 0.29 0.60
DCP-50-03 8-9 85:15 DCM:MeOH 2.27 4.71
DCP-50-04 10-26 70:30, 55:45, 40:60 23.95 49.68
DCM:MeOH
100% MeOH
DCP-50-05 15-17 55:45 DCM:MeOH 2.67 5.54

La fraccion DCP50-01 (40 mg) se identific6 como un solido marrén el cual fue
enviado a Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas (CG-
EM), proporciono informacion metabdlica poco valiosa, siendo principalmente

contaminantes de ftalatos.

Figura 10. CCF comparativa de las reuniones del fraccionamiento primario

6.5. Cromatografia de la fraccion DCP-50-02

Para la purificacion DCP50-2 obtenida del fraccionamiento primario (291.7 mg), se
empaco una columna de 3 cm de didmetro con 20 g de gel de silice, suspendida
en un sistema 95:5 Hexano:AcOEt con el cual se inici6 la columna. Se

recolectaron fracciones de 15 mL que posteriormente fueron concentradas con
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ayuda de un rotaevaporador. EI monitoreo de esta columna se realiz6 en CCF
para determinar el aumento de polaridad en el sistema y fueron agrupadas de

acuerdo con su similitud en CCF (Tabla 8).

Tabla 8. Fraccionamiento de DCP-50-02

Reuniones Fracciones Sistema Peso (mg) %Rendimiento
DCP-53-01 1-16 95:5 Hex:AcOEt 33.0 11.31
DCP-53-02 17-20 95:5 Hex:AcOEt 4.0 1.37
DCP-53-03 21-31 95:5 Hex:AcOEt 8.0 2.74
DCP-53-04 32-38 90:10 Hex:AcOEt 4.5 1.54
DCP-53-05 39-81 90:10 Hex:AcOEt 33.9 11.62
80:20 Hex:AcOEt
DCP-53-06 82-98 50:50 Hex:AcOEt 5.0 1.71

La reunién DCP53-01 se analizé por CG-EM pudiéndose identificar 9 acidos
grasos esterificados: 9-oxononanoato de metilo (1), éster metilico del &cido
pentadecanoico (2), éster metilico del acido hexadecanoico (3), éster metilico 14-
metil acido hexadecanoico (4), éster metilico del acido Z-Z-9,12-octadecandico (5),
éster metilico de &cido Z-9-octadenandico (6), estearato de metilo (7), éster de

metilo de acido nonadecandico (8) y 18-metilnonadecanoato de metilo (9).

La reunion DCP53-03 (8.0mg, 2.74%), se aprecid6 en CCF como un compuesto
aparentemente puro. Por espectroscopia de RMN, IR y CG-EM se identific6 como

la fitolexina caulilexina C (10).

Hex:AcOEt 80:20

L K- K J
)

i b 4 )

Q A 2.1-2'1 <L

Figura 11. CCF comparativa de recolecciones de DCP53-03
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1 FM: C11H100ON2

., PM: 180 g/mol
5 NS 3\ Rf: 0.36
] N12 Sistema de elusion
7 8 o— 12 en CCF: 8:2
hex:AcOEt

[1-metoxi-1H-indol -3-acetonitrilo (caulilexina C); CioHsN20; CI-MS relacion masa
a carga (m/z):186 g / mol; ATR IR v = 2248.56 cm™ C=N] *H NMR (600 MHz,
CDCls, &, ppm): 7.56 (ddd, J = 8.0, 1.92, 0.95 Hz, 1H), 7.45 (ddd, J = 8.30, 1.81,
0.91 Hz, 1H), 7.31 (m, 2H), 7.18 (ddd, J = 8.10, 7.0, 1.0 Hz, 1H), 4.07 (s, 3H), 3.80
(d, J = 1.08 Hz, 2H). 13C NMR (150 MHz, CDCls, 8, ppm): 132.51, 123.54, 122.54,
121.94, 120.62, 118.52, 118.06, 108.83, 100.49, 66.93, 14.44 ppm. Los datos de

RMN fueron consistentes con los de la literatura.”

La reunion DCP53-05 (8 mg, 2.74 % rendimiento) por espectroscopia de RMN, IR

y CG-EM se identifico como como 3-indolacetonitrilo (11)

Figura 12. CCF comparativa de recolecciones de DCP53-03

o g:N FM: C11HsN2
. - PM: 156 g/mol
5 9 3\ Rf: 0.16
2 8:2 hex:AcOEt
6 > - H1
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[3-indoleacetonitrile; CioHsN2; CI-MS relacion masa a carga (m/z):156 g / mol; ATR
IR v = 3405.09 cm™ NH; v = 2250.92 cm* C=N] 'H NMR (600 MHz, CDCls, 9,
ppm): 8.18 (s,1H), 7.60 (ddd, J = 8.0, 1.8, 0.9 Hz, 1H), 7.41 (dt, J = 8.19, 0.9,
0.9Hz, 1H), 7.24 (m, 1H), 7.27 (m, 1H), 7.20 (ddd, J = 7.97, 7.04, 0.98Hz, 1H), 3.85
(d, J = 1.09 Hz, 2H). 13C NMR (150 MHz

, CDClIs 8, ppm): 136.35, 126.08, 123.03, 122.82, 120.33, 118.23, 118.15, 111.58,
104.91, 14.52 ppm.

6.6. Cromatografia de la fraccion DCP-50-03

Para la separacion de los componentes de DCP50-03 (2.27 g) se usdé una
columna de 5.5 cm de diametro, se empaco con 100 g de gel de silice flash que
posteriormente fue suspendida con un sistema 90:10 Hex:AcOEt correspondiente
al sistema de inicio. Para la preparacion de la muestra se adsorbié en 4 g de gel
de silice flash. Se recolectaron fracciones de 75 mL cada una que posteriormente
fueron concentradas con ayuda de un rotaevaporador. EI monitoreo se llevo a

cabo por CCF para determinar el incremento de polaridad en el sistema. (Tabla 9)

Tabla 9 Fraccionamiento de DCP-50-03

Reuniones Fracciones Sistema Peso (mg) % Rendimiento

DCP-55-01 14 90:10 Hex:AcOEt 12.0 0.53

DCP-55-02 5-17 85:15 Hex:AcOEt 107.2 4.72
90:10 Hex:AcOEt

DCP-55-03 18-48 83:17 Hex:AcOEt 317.7 14.00
80:20 Hex:AcOEt

DCP-55-04 49-62 80:20 Hex:AcOEt 26.9 1.18
77:23 Hex:AcOEt

DCP-55-05 63-71 70:30 Hex:AcOEt 283.6 12.50

DCP-55-06 72-94 40:60 Hex:AcOEt 40.6 1.79

DCP-55-07 95-115 100 AcOEt 245.3 10.81

La fraccion DCP55-02 (107.2 mg) se analiz6 por CG-EM y 'H RMN,

identificAndose como acido hexadecanoico (12).

La fraccion DCP-55-03 se recromatografi6 con gradiente de disolvente
100:00->60:40 hexano:AcOEt para obtener 6 subfracciones (DCP56-01- DCP56-
06), obteniéndose nuevamente 12, ademas del éster del acido bis-(2-etilhexil) (13).

La fraccion DCP-55-04 se analizé por CG-EM identificandose también como 12.
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La fraccibn DCP-55-06 se recromatografi6 con gradiente de disolvente
100:00->60:40 hexano:AcOEt, obteniéndose 3 fracciones (DCP59-1, DCP59-2,
DCP59-3).

La fraccion 2 (DCP59-2) se purificd por placa preparativa de gel de silice 60 Fa2s4
de 20x20 cm por 5 mm de grosor con base de vidrio. Se traz6 un canal en la placa
de 1 cm donde se aplicaron los 41.5 mg de muestra diluida en MeOH.

Posteriormente se satur0 la camara de elusion con un sistema 70:30 Hex:AcOEt,
sistema con el cual se eluyé la placa 8 veces, de acuerdo a lo que se observé en
la Lampara UV se determin6é un cambio de sistema y se aumenté la polaridad al

cambiar a un sistema 60:40 Hex:AcOEt donde se procedi6 a eluir 3 veces mas.

Para su recuperacién se raspo el gel de silice con ayuda de una espatula los
compuestos de interés, se agregé en un matraz y se le adiciono AcOEt,
posteriormente se agitd por 15 min y posteriormente con ayuda de una jeringa se
retird el disolvente para su filtracion, este proceso se realizd por triplicado para
cada una de las muestras. Para su filtracion se us6 un acrodisco (Nylon 13mm

0.45 um) y se concentr6 con ayuda de un rotaevaporador.

Como resultado se obtuvo un compuesto aparentemente puro, se le dio el codigo
de MAMO08-11 y se obtuvieron 7 mg para obtener el éster del &cido
Hexadecanoico-2-hidroxi-1-(hidroximetil)etil (14), identificado con el experimento
de CG-EM.

6.7. Cromatografia de la fraccion DCP-50-04

Para la separacion de compuestos de la fraccion DCP-50-04 (23.95 g) se procedio
a realizar una extraccion liquido-liquido en un embudo de separacién de 1 L, se
disolvi6 la muestra en 150 mL de un sistema 90:10 MeOH:H20 (fase
hidroalcoholica), se procedio a adicionar la muestra preparada al embudo de
separacion agregando 145 mL de hexano (fase organica). Se agitdé el embudo

para permitir la transferencia de componentes liberando presién y se recolecto la
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fase orgénica, este proceso se llevo a cabo 4 veces (Figura 13). Por ultimo, se
procedi6 a concentrar la fase hexanica de la extraccion con ayuda de un

rotaevaporador y se aplico por CCF para analizarla.

Figura 13. Extraccion liquido-liquido de fraccion DCP-50-04

La fase hexanica (343.6 mg) se sometio a purificacion por CC con gradiente de
disolvente 100:00->85:15 DCM:MeOH para obtener DCP61-1, DCP61-2, DCP61-
3, DCP61-4. La fraccion DCP61-1 (21.3 mg) se purificé por cromatografia en capa
fina una placa de gel de silice 60 Fzs4 de 20x20 cm por 1 mm de grosor con base
de aluminio. Se trazé un canal en la placa de 1 cm donde se aplicaron los 21.4 mg
de muestra diluida en AcOEt. Posteriormente se saturo la camara de elusion con
un sistema 95:5 Hex:AcOEt con el cual se eluyé la placa 2 veces. Se rasparon los
dos compuestos de interés y se extrajeron con 10 mL de AcOEt en agitacién por
15 min y posteriormente se filtraron (acrodisco nylon 0.45 upm) para obtener
DCP62-1 (2 mg) y DCP62-2 (4.8 mg).

Ambas muestras se analizaron por CG-EM identificandose para 62-1 éster del
acido hexadecanoico, ademas de un derivado de benzamina y para 62-2 éster del
acido hexadecanoico, ester del acido octadecandico y éster del acido 9-Z-

octadecanoicoestearato de metilo.

6.8 Actividad anticancerigena in vitro
La evaluacion in vitro se realizd bajo la colaboracion de la Dra. Leticia Gonzalez
Maya de la Facultad de Farmacia-UAEM vy el apoyo técnico de la M.C. Araceli

Guerrero Alonso del CIQ-UAEM. Se evalu6 el extracto metandlico de bagazo de
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pellas de brocoli (Brassica oleracea L. var. italica) en tres lineas celulares de
cancer humano: PC3 (préstata), Hep3B (higado) y HelLa (cervicouterino),
obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE. UU.).
Las células PC3 se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EE. UU.), mientras que las Hep3B y HeLa en medio DMEM (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU.), se suplementaron con suero fetal
bovino al 10 % (SFB, Invitrogen) y con 2 mM glutamina, todos los cultivos se
incubaron a 37 °C en una atmdsfera de 5 % de CO:2. Se cultivaron 3000 células
por pocillo en una placa de 96 pocillos para iniciar la evaluacion biolégica.

El extracto se ensay6 a una sola concentracion de 100 pg/mL en DMSO, como
control positivo se utilizé paclitaxel (Taxol): HeLa ICso 5.6 nM, Hep3B ICso 38.6 nM,
PC3 ICs0 12 nM. El nimero de células viables en proliferacion se llevé a cabo
utilizando el kit de ensayo de proliferacion celular en una solucion acuosa CellTiter
96® (Promega, Madison, WI, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.
La viabilidad celular se determiné por absorbancia a 450 nm utilizando un lector
ELISA automatizado. Los datos se analizaron en el programa estadistico Prism 5.0

y por triplicado.”
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7. DISCUSION DE RESULTADOS
En la Figura 14 podemos observar el trabajo fitoquimico que se realizé del extracto

metandlico correspondiente al bagazo de brocoli. De acuerdo al esquema se
obtuvieron cinco fracciones primarias por CCA. En la presente tesis se llevd a

cabo el fraccionamiento y purificacion de las fracciones 2, 3, y 4.

Por otro lado, las fracciones menos polares de las columnas de separacion
posteriores, DCP53-02, DCP57-03, DCP57-04, DCP55-04, DCP60-06, DCP62-
02/1, fueron analizadas por CG-EM, en donde se identificaron principalmente
acidos grasos suturados de los cuales fueron; 1-4, 7-9, 12-14, 16 y acidos grasos
insaturados; 5, 6, 15, 17. El compuesto mayoritario identificado fue el &cido
palmitico (4cido hexadecanoico, 12), estos &cidos son una importante fuente de
energia para el organismo y ayudan a en la absorcion de las vitaminas

liposolubles.

Tabla 10. Compuestos detectados por CG-EM.

Nombre Estructura Tr % area M*
(min)
CG-EM de la fraccion DCP53-02
9-oxononanoato de o) 13.127 6.74041057 155.2
metilo (1) J\/\/\/\ﬁ
\O o
Hexadecanoato de 0] 17.488 1.59123172 270.3
ot @ W O PPN
(0]
éster metilico del acido 0) 18.566 16.98754 270.3
hexadecanoico (3) k/\/\/\/\/\/\/\
o
éster metilico 14-metil (0] 19.269 3.61906732 284.3
acido hexadecanoico ~
/o) 19.498 1.62342257
ad e
éster metilico del acido _0 20.234 8.3639734  294.3
Z-7-9,12-
octadecanoico (5) O Y
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metilhexadecanoico (4) g )va\(\
(0]

34



_ Estudio sobre la composicién quimica del extracto metandlico del bagazo de brécoli, ©

Acido 9-octadecenoico
(2)-, éster metilico (15)

Estearato de metilo (7)

Acido eicosanoico,
éster metilico (16)

Bencenamina, 4-(1, 1,
3, 3-tetrametilbutil)-N-
[4-(1, 1, 3, 3-
tetrametilbutil)fenil] (17)

Brassica oleracea var. italica”

0]

\O AN

35

20.240

20.444

22.172

30.481

3.76536372

8.93138697

297141077

46.1679106

Facultad de Ciencias
Quimicas e Ingenieria

296.3

298.3

326.3

393.4



Estudio sobre la composicion quimica del extracto metandlico del bagazo de brocoli, Brassica oleracea var. italica”

Extracto metanolico de
Brassica oleracea var. italica

Facultad de Ciencias
Quimicas e Ingenieria

48.2 ¢
CCA
DCM: MeOH
‘ ) . DCM:MeOH 70:30, 55:45, 40:60.

DCM|100A7 DCM 1|00A DCM:Me|OH 85:15 MeoH 100% DCM:Me(l)H 55:45
DCP50-01 DCP50-02 DCP50-03 DCP50-04 DCP50-05
0.04g 0.29¢ 2.27g 23.95g 2.67g

lHeX:ACOEt lHex:AcOEt | Hex:AcOEt
DCP53-01 (95:5) — Mezcla DCP55-01 (90:10)
Ftalatos
DCP53-02 (95:5) —» MAMO08-01 DCP55-02 (90:10. 85:15) —» Acido hexadecanoico (12)
DCP53-03 (95:5) —— Caulilexina C DCP55_03 (83:17, 80:20) 60:40 hex:AcOE Ester del

DCP53-04 (90:10) —» Meazcla
DCP53-05 (90:10, 80:20)—» 3-indoleacetonitrilo

DCP53-06 (50:50) ——» Residuos

6 fracciones —® 4cido bis-(2-

DCP55-04 (80:20, 77:23) — (12)

DCP55-05 (70:30)

60:40 hex:AcOEt

DCP59-01

DCP55-06 (40:60)

DCP55-07 (100 % AcOEt)

Figura 14. Diagrama general del proceso cromatografico de purificacién. .
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7.1. Andlisis estructural de la Caulilexina C (DCP53-02)
El compuesto DCP53-03 fue obtenido como un liquido naranja (8 mg) y
caracterizado como Caulilexina C (10) (1-metoxi-1H-indol-3-acetonitrilo), al ser

analizado por IR se observé una banda en 2250.92 cm™ que corresponde a un

estiramiento C=N| o que indica la presencia de un nitrilo en la molécula. En

espectrometria de masas (FAB+) se observa el peso molecular de 154 m/z.

De acuerdo con su espectro de RMN 'H (Espectro 3) se observan sefiales en dos
regiones, la primera region entre 7.00 a 7.80 ppm que corresponde a la zona
aromatica y la segunda entre 3.50-4.50 ppm que es caracteristica de dobles
enlaces e hidrégenos base de oxigeno.

En la zona de hidrégenos arométicos se encuentran cinco sefiales, cuatro sefiales
pertenecen al anillo aromatico, todas ellas ddd que integran para un proton: La
primera H7 (7.56 ppm) con constantes de acoplamiento (J) de 8.01, 1.92, 0.95, Hz,
H4 (7.45 ppm) con constantes de acoplamiento (J) de 8.30, 1.81, 0.91 Hz, H5
(7.17 ppm), J = 8.1, 7.0, 1.0 Hz y por dltimo un multiplete en 7.30 ppm asignhado a
H6. Con esto se pudo determinar que H4 se encuentra en posicidn para con
respecto a H7 ya que comparten una J = 0.94. Por otro lado, H5 comparte con H4
y con H6 una J = 8.01, 7.0 Hz caracteristica de acoplamiento de tipo orto y una J
meta que comparte con H7 lo que completa el sistema de spines de tipo ABXY 1,2
disustituido. (Figura 15).
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H7 (ddd) H4 (ddd) H5 (ddd)
7.56 7.45 H6'7H§1(m) 7.18
3(8.01, 1.92, 0.95)| 3(8.30, 1.81, 0.91 : 3(8.10, 7.00, 1.00

1 1 T
0.77 0.80 0.84
7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15

f1 (ppm)

Figura 15. Sistema ABXY 1,2 disustituido para el anillo de la Caulilexina C

La quinta sefial se encuentra en 7.31 ppm, que esta traslapada con el proton de
H6 aromético, podemos deducir que se encuentra sobre un doble enlace dentro de
un sistema ciclico asignado como H2 que integra para un proton con constante de
acoplamiento dd de 0.90 Hz que se comparte con H10. En la regién de frecuencia
baja se observan dos sefales, la primera una sefial simple con un desplazamiento
de 4.08 ppm gque integra para tres protones correspondiente al metoxilo H12 de la
posicion uno. La segunda sefial es un doblete que se encuentra en 3.80 ppm que
integra para 2 hidrégenos con una J= 1.08 que acopla con H2 (Figura 16).
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H10 (d)
: 3(1.08) 19C=N

"'O-CHj,
h 12
_

e .
3.00 1.89
4'.1 ' 4'.0 ' 3'.9 ' 3'.8 '

f1 (ppm)

Figura 16. Sefales correspondientes a hidrégenos 10y 12

Respecto a la espectroscopia de 13C RMN (Espectro 4), se observaron 11 sefiales
de las cuales 9 de ellas se encuentran en zona de arométicos, 4 pertenecen a
carbonos cuaternarios: 132.51, 122.54, 118.06, 100.49 ppm, y 5 a carbonos
metinos 108.83, 123.54, 120.62, 118.52, 121.94 ppm. Para las ultimas dos
sefales, Una de ellas se observa en 66.93 ppm que por desplazamiento quimico
debe pertenecer al carbono del metoxilo y la segunda sefial 14.44 ppm pertenece

al carbono del metileno.

En el experimento HSQC (Espectro 6) se confirmaron las correlaciones H-C a un
enlace 0. Los hidrogenos del sistema de spines ABMX en 7.49 (H4), 7.18 (H5),
7.31 (H6) y 7.56 ppm (H7) correlacionan con los carbonos situados en 108.82
(C4), 120.62 (C5), 123.54 (C6) y 118.59 ppm (C7) respectivamente, el hidrogeno
gue se encuentra sobre el doble enlace 7.31 ppm (H2) correlaciona con el carbono
121.94 ppm (C2), por ultimo, los hidrogenos en 4.07 (H12) y 3.08 ppm (H10)
correlacionan con los carbonos 66.93 (C12) y 14.44 ppm (C10) (Tabla 11). Estas
correlaciones y las posiciones de los carbonos cuaternarios se determinaron con

el experimento HMBC que se describe a continuacion.
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Tabla 11. Correlaciones HSQC
Correlaciones HSQC

Posicion & H (ppm) 8 C (ppm)

H2 7.31 (m) 121.94 (CH)
H4 7.56 (ddd, J=8.01,1.92, 0.95 Hz, H) 118.52 (CH)
H5 7.18 (ddd J=8.10,7.00,1.00 Hz, H) 120.62 (CH)
H6 7.31 (m) 123.54 (CH)
H7 7.45 (ddd, J= 8.30,1.81,0.91 Hz, H) 108.83 (CH)
H10 3.80 (d, J=1.08 Hz, 2H) 14.44 (CH>)
H12 4.07 (s, 3H) 66.93 (CHa)

En el experimento HMBC (Espectro 7) podemos observar que el hidrogeno H4
correlaciona con el carbono 122.47 ppm (C9) que corresponde a un carbono
cuaternario, por otro lado, los hidrégenos a 7.18 (H5) y 7.31 (H6) ppm
correlacionan con los carbonos 108.83 ppm (C7) y C9, mientras que H6 solo
correlaciona con 132.45 ppm este Ultimo carbono cuaternario es asignado con la
numeracion de C8, que es el carbono mas desplazado debido a la desproteccion
gue sufre por el nitrégeno adyacente. El hidrogeno en 7.56 ppm (H4) presenta tres
correlaciones con los carbonos, C6, C9 y con el carbono cuaternario en 100.43
ppm asignado como C3, con esto se confirma que estos hidrogenos
pertenecientes al sistema ABMX se encuentran cerca uno del otro posicionados

en el mismo anillo (Figura 17).

La sefal de H2 se encuentra correlacionando con C3 y C10 (14.44 ppm), carbono
gue pertenece al metileno posicionado en campo alto debido a la desproteccién
que ejerce el grupo nitrilo adyacente (C11). En la zona de baja frecuencia se
encuentran dos sefales que corresponden al H10 y al H12, el primero correlaciona
con los carbonos C3, 118.06 (C11) y 121.80 ppm correspondiente al carbono de
H2, por lo que podemos afirmar que este se encuentra fuera del anillo de seis
miembros debido a la posicion de estos carbonos que correlacionan entre si.
Finalmente, H12 perteneciente al metoxilo, no presenta correlacidbn con ninguna

sefal por lo que este se encuentra unido al nitrogeno.
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Figura 17. Correlaciones HMBC de Caulilexina C.

Por otro lado, se ha reportado actividad antifungica de este metabolito junto con
las caulilexinas A y B, donde se sometieron a bioensayos frente a 3 tipos de
hongos los cuales fueron Rhizoctonia solani, Leptosphaeria maculans y Sclerotinia
sclerotiorum, hongos mas comunes en plantas Brassica. La caulilexina C presento
un porcentaje de inhibicion mayor en los dos primeros hongos; 100 £+ 0y 77 + 2,

respectivamente.’

7.2. Analisis estructural del 3-indolacetonitrilo (DCP53-03)

El 3-indolacetonitrilo (11) es un metabolito secundario de tipo inddlico, tiene la
misma estructura a la antes mencionada Caulilexina C; sin embargo, este no
contiene un metoxilo extra en la posicion 1 de la amina del indol. La

espectroscopia del 3-indolacetonitrilo es semejante a Caulilexina C.

De acuerdo con el andlisis de IR se observa una banda en 3450cm
correspondiente al enlace de N-H del indol, también se observan las bandas
propias del anillo aromatico 1,2 disustituido en un rango de 1700-1900cm y en
700-800cm. En el espectro de RMN !H (Espectro 10) se observan sefiales en
dos regiones, la primera entre 7.00 a 7.80 ppm que corresponde a la zona
aromatica y una sefial en 3.83 ppm que es caracteristica de dobles enlaces e
hidrogenos base de oxigeno. En zona de alta frecuencia se pueden observar 5
sefales 7.59, 7.39, 7.25, 7.20 ppm que integran para un proton cada una que

corresponden a los protones del sistema ABMX del anillo aromatico, mientras que
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la quinta sefal tiene un desplazamiento de 7.24 ppm, perteneciente al protdn
sobre el doble enlace del ciclo que completa el indol. En la zona de baja
frecuencia se encuentra la sefal simple de CHz adyacente al grupo ciano con un
desplazamiento de 3.83 ppm. Por ultimo, se observa una sefial ancha simple en
8.18 ppm perteneciente al proton de la amina secundaria. Lo cual indica a
diferencia de la caulilexina C previamente descrita, la ausencia del grupo metoxilo

sobre la amina.

De acuerdo con el experimento de '3C se pueden observar 10 sefiales, 5
corresponden a carbonos metinos sp? en 123.06, 122.82, 120.36, 118.2, 111.58
ppm, y 4 a carbonos de tipo sp? en 136.35, 126.08, 104.9 ppm y uno sp en 118.23
ppm correspondiente al nitrilo, mientras que la dltima sefal corresponde al

metileno adyacente al grupo ciano en 14.52 ppm.

Se han llevado a cabo estudios que demuestran que este compuesto posee
actividad antimicrobiana, al igual se sabe que este compuesto interviene en la

sintesis de indol, por lo que puede ser utilizado con un agente terapéutico.”’®

7.3. Efecto antiproliferativo in vitro

De acuerdo con datos recopilados en la literatura se sabe que extractos de brotes,
inflorescencias y hojas de brocoli, han sido analizados en diversos estudios
anticancerigenos a nivel in vitro. Estos han sido probados principalmente en
cancer de colon con Clso 3,88 ug/ml.””’8 También se ha probado en células A549
(células de carcinoma de pulmén), HepG2 (células de carcinoma hepatocelular) y
Caco-2 (células de adenocarcinoma colorrectal) con valores de Clso 0,117, 0,168 y

0,189 mg/ml respectivamente. 7’

Por otra parte, los resultados del presente trabajo sobre la evaluacion
anticancerigena in vitro del extracto metandlico del bagazo de brdcoli sobre tres
lineas celulares: prostata (PC-3), higado (Hep3B) y cervicouterino (HelLa),

mostraron un % de inhibicion del 51.5 % en la linea de cancer cervicouterino, para
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cancer de proéstata hubo solo un 10 % de inhibicion y para hepatocarcinoma no

hubo inhibicién a la concentracion ensayada. (Tabla 12).

Lineas celulares

Tratamiento PC3 Hep3B HelLa
Préstata Higado cervicouterino

Extracto MeOH de bagazo @ 10.1+7.5 ND 51.5+34

de brécoli

Tabla 12. Porcentaje de actividad inhibitoria del extracto metandlico de Brassica oleracea. var.
italica en diferentes lineas celulares.

De los resultados obtenidos para las distintas lineas celulares es importante
destacar que el extracto mostré selectividad sobre la linea celular de HelLa (Figura
18), el cual es de importancia debido a que el cancer cervicuterino representa la
segunda causa de muertes en mujeres en nuestro pais, convirtiéndose en un
problema de salud de gran importancia,®! sin embargo, hasta el momento no se
habia reportado actividad citotoxica de brocoli en este tipo de cancer, ademas que
a partir del bagazo tampoco se tiene ningun reporte que relacione su contenido

quimico con algun efecto bioldgico.

Bagazo de brdécoli

[0)]
o

N
o

N
o

5 L

Hela PC3
Lineas celulares

% de inhibicion

*Control positivo: Taxol: HeLa ICsy 5.6 nM, Hep3B IC50 38.6 nM, PC3 ICs, 12 nM
Figura 18. Actividad inhibitoria del extracto metandlico del bagazo de Brassica oleracea. var italica
en cancer cervicouterino (HelLa) y préstata (PC3).

Por otra parte, se tiene conocimiento que los extractos de brocoli son ricos

glucosinolatos y derivados, dentro de ellos las fitoalexinas indolicas las cuales han
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reportado principalmente actividad antifingica;’* sin embargo, algunas fitolaexinas
se han reportado con actividad anticancerigena; por ejemplo, la isobrassinina (1H-
indol-3-ilmetil)carbamoditioato de metilo) mostrd efecto antiproliferativo sobre las
lineas celulares de Hela, carcinoma de mama (MCF-7) y carcinoma epidermoide
(A431) con un porcentaje de inhibicién a [30uM] de 83.6 + 1.9, 86.2 + 1.8, 78.6
7.0 respectivamente’®, al igual la fitoalexina 1-Metoxibrasinina mostré efecto
citotoxico sobre la linea celular de leucemia humana aguada linfoblastica T

(Jurkat) con un Clso =10 pymol/L.8°

Finalmente, Guerrero et al. 2023, probo la actividad citotoxica de caulilexina C (10)
e indol 3-acetonitriio (11) en lineas de cancer cervicouterino (HelLa) con un
resultado de Clso 23.43 + 2.44 y 33.65 + 1.68 ug / mL, siendo la primera vez que
se reporta activada citotoxica para dichas fitoalexinas.”
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8. CONCLUSIONES

En este proyecto se llevé a cabo un estudio fitoquimico del extracto metandlico a
partir del bagazo de brocoli, dicho método de extraccion es el primer reporte hasta
el momento, lo cual aporta una alternativa de método de extraccion para la

bldsqueda de nuevos metabolitos.

Primeramente, al extracto se le evalud su actividad citotoxica in vitro en tres lineas
celulares préstata (PC3), higado (Hep3B) y cervicouterino (HeLa), el cual mostré
selectividad sobre el cancer cervicouterino con un porcentaje de inhibicion del
51.1%; por lo tanto, se puede sugerir al extracto para posteriores estudios
anticancerigenos relacionados con este tipo de cancer de importancia en las

mujeres.

Por otro lado, se lograron identificar 17 compuestos, principalmente acidos grasos
saturados los cuales corresponden: 1-4, 7-9,12-14,16, siendo los mayoritarios el
acido palmitico (12), éster metilico del acido hexadecanoico (3) y hexadecanoico-
2-hidroxi-1-(hidroximetil)etil (14), al igual que acidos grasos insaturados 5,6,15,17,
de los cuales presentd6 mayor abundancia bencenamina, 4-(1, 1, 3, 3-
tetrametilbutil)-N-[4-(1, 1, 3, 3-tetrametilbutil)fenil] (17).

Por ultimo, se logré aislar y caracterizar la fitoalexina Caulilexina C y el 1-
indolacetonitrilo ambos con un rendimiento de 2.74%, la Clso reportada por nuestro
grupo de investigacion fue de 2343 + 244 y 3365 * 168 ug / mL

respectivamente.
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9. PERSPECTIVAS

e Continuar con la purificacion de las fracciones mas polares.

e Evaluar la actividad anticancerigena in vitro en diferentes lineas celulares
de los compuestos puros.

e Llevar a cabo evaluacion antioxidante y prebiotica para proponer al brocoli
como nutraceutico
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[ Mass Spectrum 1

Data : MAMBAES Date : @5-Apr—2022 @8:45
Sample: MAMBE-@2 Operator name M.en ITA Victoria Labastida G. 1In
MNote : Dra.Mayra Antunez/Aracel: Centro de Investigaciones Quimicas UREM
Inlet : Direct Ion Mode : FRB+
Spectrum Type : MNormal Ion [MF-Linear]
RT : B.B4 min Scan# : (9,7)
BP : msz 154.0028 Int. : 20@.65
Output m7z range : 40.B008 to BOQ.QEEQ Cut Lewvel : 8.8 %
5 154
19

136
186

Espectro 1. CG-EM (lon mode: FAB+) de Caulilexina C (10)
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Espectro 2. IR de Caulilexina C (10)
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Espectro 3. RMN H (CDCls, 600 MHz) de caulilexina C (10).
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Espectro 4. RMN 13C (CDCls, 150 MHz) de caulilexina C (10)
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