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SEDE

El presente trabajo se realizd6 en el laboratorio de Biomarcadores
Moleculares y Genética Molecular del Centro de Investigacion en Genética
Molecular del Departamento de Biologia Celular y Molecular del Centro
Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias, Universidad de
Guadalajara, bajo la direccion de la Dra. Maria del Rosario Huizar Lopez y

asesoria de la Dra. Anne Marguerite Helene Santerre.
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RESUMEN

El cancer colorectal (CCR) constituye una de las formas mas frecuentes de
cancer. Actualmente los farmacos utilizados para su tratamiento son de
origen sintético y presentan baja efectividad y alta toxicidad por lo que la
farmacologia se esta4 enfocando en formulaciones de origen natural como los
extractos vegetales de las hojas de camote (Ipomoea batatas) que son ricas
en polifenoles, compuestos que presentan propiedades anti-inflamatorias,
antitumorales y ayudan a inducir la apoptosis. En el CCR es fundamental el
diagnéstico en etapas iniciales por lo que es necesaria la busqueda de
moléculas biomarcadoras como las poliaminas involucradas en la

hiperproliferacion y diferenciacion celular.

En el presente trabajo se evalué el efecto preventivo y antitumoral del
extracto etandlico de las hojas de camote, a través de los niveles de las
poliaminas en un modelo murino de CCR, inducido con el carcindgeno 1,2
dimetilhidracina (DMH). El extracto se administro via oral a ratones Balb/c, se
colectdé la orina a la semana 6, 12, 18 y 24 de experimentacion y las
muestras se analizaron por HPLC. Los niveles de putrescina en el grupo
tratado con el carcinbgeno DMH se encontraron elevados en todas las
semanas experimentales en comparacion con el grupo sano. Los niveles de
putrescina en este grupo fueron similares a los del grupo tratado
preventivamente con el extracto. Por otro lado, se observo que a la semana
24 los ratones tratados con el extracto vegetal tanto preventivamente como a
la par presentaron una disminucidon en los niveles de espermina en
comparacion con el grupo DMH. Los resultados obtenidos indican que la
putrescina podria ser Gtil como molécula biomarcadora del CCR en etapas
iniciales, mientras que la espermina en etapas tardias. Los datos
experimentales indican ademas que la administracion preventiva del extracto
vegetal modula el metabolismo de las poliaminas lo que permite controlar la

proliferacién celular.

vii



|. ANTECEDENTES

Generalidades del Cancer

El cancer es una serie de enfermedades caracterizadas por cambios en los
mecanismos de regulacion y control del ciclo celular, rompe el equilibrio entre
la proliferacion y los mecanismos normales de muerte celular (Rodriguez et
al., 2007).

Las células cancerosas se alteran por la acumulacién de diversas
mutaciones, pierden la capacidad de regularse y proliferan sin control lo que
ocasiona la formacion de tumores malignos, que tienden a crecer y afectan a
organos y tejidos adyacentes, una de sus caracteristicas es la invasion a

distancia llamada metastasis (Hanahan y Weinber, 2011).

Epidemiologia del Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte con aproximadamente
7.6 millones de defunciones anuales lo que representa el 13% del total de
muertes en el mundo. Los tipos de cancer mas frecuentes son el pulmonar
(1.37 millones de defunciones), el gastrico (736,000), hepético (695,000);
colorrectal (608, 000); mamario (458,000); y el cervicouterino (275,000), mas
del 70% de las defunciones se registraron en paises de ingresos bajos y
medianos. Se estima que el nimero de defunciones por cancer aumente en
todo el mundo y supere los 13.1 millones para el 2030 (OMS, 2013).

En México en el 2011 se presenté una mortalidad de 590,693 individuos de
los cuales 75,795 fallecieron a causa de algun tumor (neoplasia) lo que

representa el 13% del total, 37,045 defunciones fueron hombres y 38,750




fueron mujeres por lo que ocupan un lugar considerable de muertes en el
pais (INEGI, 2013).

En Jalisco en el afio 2011, se registraron 40,328 defunciones por neoplasias,
56% sucedieron en hombres y 44% en mujeres. Los tumores malignos
ocupan el tercer lugar en la lista de las principales causas de defuncién en
Jalisco; por dicha causa fallecieron 5,451 personas, el volumen representa
13.5% del total de defunciones registradas en el afio en esta entidad (INEGI,
2013).

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud los principales tipos de cancer
con mayor incidencia son entre las mujeres el cancer de mama,
cervicouterino y ovario, mientras que en los hombres el de préstata, pulmon

y colorrectal.

Cancer Colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor maligno que se origina en el epitelio
del colon y recto, constituye una de las formas mas frecuentes de cancer
(Nussbaum et al., 2008). Actualmente es un problema de salud publica ya
gue cada vez su incidencia es mayor, ocupa el segundo lugar de mortalidad
en los Estados Unidos y se encuentra dentro de los cuatro tipos de cancer

mas diagnosticados tanto en México como en el mundo (Jemal et al, 2010).

Por sus caracteristicas clinicas, epidemiologicas y genéticas el CCR se
clasifica en los siguientes tipos: a) el esporadico: que representa el 70 - 80%
de los casos de CCR; b) familiar; c) hereditario y d) el relacionado con
enfermedades inflamatorias, como colitis ulcerativa crdnica inespecifica
(CUCI) y enfermedad de Crohn (Granados y Herrera, 2010).

Cada afio en el mundo se diagnostican cerca de 600,000 nuevos casos de

CCR, lo que representa el 9% de las neoplasias malignas en el humano y el




riesgo de presentar CCR se incrementa con la edad, con una media de 50.8
afos y solo el 3% de los casos ocurren en personas menores de 40 afos
(Granados y Herrera, 2010).

Desarrollo del Cancer Colorrectal

Para el desarrollo de la carcinogénesis es necesaria una serie de eventos
con tres fases importantes: iniciacion, promocion y progresion, procesos por
los cuales una célula normal pasa a ser una célula cancerosa o tumoral
(Granado, 2010).

Iniciacion: Esta es una fase relativamente rapida pero reversible que consiste

en el dafio en el material genético de la célula (mutaciones en el DNA).

Promocién: Es una fase relativamente larga; la célula dafada persiste, se
replica y puede originar un foco de células preneoplasicas. En esta fase se

producen también procesos de angiogenesis.

Progresion: Es la fase final e irreversible de la carcinogénesis donde las
células alteradas genéticamente se perpetian y pasan de ser preneoplasicas
a neoplasicas, proliferan sin control y aumenta su potencial de invasion a

nuevos tejidos llamado metéastasis (Figura 1).
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Figura 1. Fases de la carcinogénesis
(Granado, 2010).

La mayoria de los tumores colorrectales son adenocarcinomas, que se
originan a partir de polipos adenomatosos desarrollados en la mucosa
coldnica sana. La progresion morfolégica de la mucosa normal a adenoma y
de ésta a tumor maligno es una manifestacion de mutaciones en el DNA. El
CCR resultado de una serie de mutaciones acumuladas en los genes
supresores tumorales, oncogenes y genes reparadores del DNA (Campos y
Garcia, 2010).

El CCR inicia con la mutacion del gen APC (poliposis adenomatosa del
colon) el cual es un gen supresor tumoral, el resultado de esta mutacion es
una proteina trunca de 300 kDa que inhibe la apoptosis y la proliferacion
celular. Tras inactivarse APC se presenta la mutacion del oncogen K-RAS el
cual esta involucrado en las sefales de division celular, cuando hay una
mutacion en K-RAS, la sefial de divisidn es constante; posteriormente surge
una delecion en un gen supresor de tumor llamado DCC (delecion en cancer
de colon) y como ultimo evento la mutacién del gen supresor p53 (Galiano,
2005; Zamorano et al., 2008) (Figura 2)
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Figura 2. Proceso de cambio del epitelio normal a un carcinoma
(Campo y Garcia, 2010).

Factores de Riesgo de Cancer Colorrectal

Actualmente el 75% de los tumores malignos de colon y recto se presenta en
pacientes sin factores de riesgo conocidos y su incidencia es 10 veces mayor
en paises desarrollados que en aquellos en vias de desarrollo. Se cree que
las diferencias en los habitos alimenticios y el estilo de vida podrian explicar

esta observacion (Morgan et al., 2008).

Habitos Alimenticios
Grasas: inducen la excrecion de acidos biliares primarios que se convierten
en secundarios por las bacterias del colon, estos ultimos son mutagénicos
por lo que un alto consumo de grasas en los alimentos puede promover el
CCR (Galiano, 2005).




Carnes rojas: Su ingesta aumenta el riesgo de CCR, a mayor temperatura
en su preparacion, aumenta la cantidad de aminas heterociclicas y también
es importante si se frie 0 no. La ingesta de carne con estas caracteristicas
incrementa dos veces la prevalencia de adenomas en el colon (Libuth et al.,
2005).

Eibra: ElI consumo de fibra favorece la disminucion del pH intraluminal lo que
disminuye la mutagenicidad de los acidos biliares secundarios, la dilucién de
los carcin6genos, da lugar a la formacién de acidos grasos de cadena corta a
través de la fermentacion bacteriana, e induce la fijacion de acidos biliares
aumentando su excrecion, por lo que la ingesta de alimentos con alto
contenido en fibras disminuye la posibilidad de presentar CCR (Morgan et al.,
2008).

Frutas y verduras: El consumo de estos alimentos disminuye la incidencia del

CCR ya que contienen una amplia cantidad de substancias potencialmente
anticarcinogénicas sobre todo los productos verdes (verdolagas, espinacas,
etc.), este efecto se asocia al contenido de vitaminas antioxidantes (A, E y
C) y la presencia de carotenoides (B caroteno, licopeno, a caroteno, luteina,
B criptoxantina) que funcionan a través de uno o varioS mecanismos

independientes o co-independientes (Galiano, 2005; Morgan et al., 2008).

El Estilo de Vida

Inactividad fisica: Un estilo de vida sedentario puede ser un riesgo mayor de

padecer CCR, por el contrario disminuye en las personas que hacen ejercicio

con regularidad (Howard et al., 2008).




Tabaquismo: El tabaco contiene un numero de carcinbgenos como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, nitrosaminas y aminas aromaticas, los

cuales producen dafio en el material genético de las células.

Alcoholismo: Induce la proliferacién celular, bloquea la donacion de grupos
metilos e inhibe la reparacion del DNA (Sociedad Mexicana de Oncologia,
2008).

La Herencia

La herencia es un factor de riesgo importante para el desarrollo del CCR
(Cuadro 1). El cancer hereditario se subdivide en dos grandes sindromes, el
vinculado con polipos y el que carece de ellos.

Poliposis adenomatosa familiar (PAF): se caracteriza por la presencia de

multiples adenomas colorrectales (mas de 100 en la forma clasica y entre 10
y 100 en la atenuada), lo que representa un alto riesgo de desarrollar CCR.
Esta enfermedad se transmite en forma autosémica dominante en un 95%
(Alfaro et al., 2010).

Sindrome de cancer colorrectal hereditario sin poélipos (CCHSP): se transmite

en forma autosdmica dominante y explica el 2 a 10% de las neoplasias

colorrectales (Granados y Herrera, 2010).




Cuadro 1. Grupos de riesgo para el cancer colorrectal. (Granados y Herrera,
2010).

I: Pacientes de alto riesgo

Sindromes hereditarios
Antecedentes familiares de cancer

Colitis ulcerativa de mas de 10 afios de diagnosticada

Il: Pacientes de riesgo moderado

Antecedentes de cancer coldnico o presencia de polipos adenomatosos
Colitis ulcerativa en los ultimos 5 a 10 afios

Familiares de primer grado con antecedentes de cancer colénico

lll: Riesgo probable

Antecedentes de cancer de mama y ginecologicos

Antecedentes de radioterapia en la pelvis por cancer ginecoldgico

Marcadores Tumorales

Los marcadores de tumores son el producto de células normales que en
presencia de una alteracion celular (cancer) se producen en concentraciones
mas altas. Estas sustancias pueden encontrarse en la sangre, orina, materia
fecal, tejidos o liquidos del cuerpo y generalmente son enzimas, proteinas,

hormonas, entre otros (Instituto Nacional del Cancer, 2011).

El marcador mas utilizado en el CCR es el antigeno carcinoembrionario
(ACE), una glicoproteina de 200 KDa. Se encontr6 en suero de pacientes
con CCR en 1956 y se crey0 especifico del mismo, pero actualmente
también se asocia con otros tumores malignos como el gastrointestinal,
pulmonar, mama, prostata, pancreas, cuello de Utero, vejiga, ovario e higado
(Bucai, 2007).




La principal aplicacion del ACE es la vigilancia de individuos con diagnostico
de este tipo de cancer. Sin embargo debido a la carencia de sensibilidad de
ACE para la deteccién de la enfermedad en etapas tempranas, tiene poco
valor a nivel clinico como unico diagnostico (Granados y Herrera, 2010). Por
lo anterior, se proponen otros marcadores tumorales para el CCR, como

pueden ser las poliaminas (Soda, 2011).

Las Poliaminas

Las poliaminas (PAs) son aminas biogénicas presentes en todas las células y
distribuidas ampliamente en todos los organismos vivos, estos compuestos
son de bajo peso molecular y de carga positiva a pH fisiolégico (Ignatenko et
al., 2011).

Las PAs son tres principalmente y se distinguen por su estructura quimica
gue depende de los grupos aminos presentes. La putrescina es una diamina,
la espermidina una triamina y la espermina una tetramina (Figura 3).
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Figura 3. Estructura quimica de las poliaminas
(Modificado de Minois et al., 2011).




Por su naturaleza policationica sus principales caracteristicas son interactuar
con un sin numero de moléculas cargadas negativamente, tales como DNA,
RNA, proteinas, fosfolipidos y ayudar a estabilizar sus estructuras. Dada su
versatilidad en la uniéon con otras moléculas, estan implicadas en muchas
funciones, en su mayoria vinculadas con el crecimiento celular, la
supervivencia y la proliferacion (Minois et al., 2011). Estan involucradas en
una variedad de procesos celulares fundamentales, incluyendo Ila
transcripcion, procesamiento del RNA, la sintesis de proteinas y la
modulacion de la actividad de las enzimas (Takahashi y Kakehi, 2010). Por lo
gue sus niveles estan estrechamente controlados y se acumulan en alta

concentracion en células activamente proliferativas (Babbar y Gerner, 2011).

Metabolismo de las Poliaminas

Existen tres fuentes de poliaminas para el organismo: la biosintesis in situ a
partir de aminoacidos, la ingesta directa en la dieta y la sintesis por la flora

microbiana residente en el tracto gastrointestinal (Gomez et al., 2008).

La sintesis de las poliaminas inicia a partir de los aminoacidos arginina,
ornitina y metionina. El primer paso en la via es la produccion de la ornitina
gue puede ser producto de la arginina por la enzima arginasa mitocondrial o
la ingesta directa en los alimentos. La ornitina es descarboxilada por la
enzima ornitina descarboxilasa (ODC) para producir la putrescina, que a su
vez se convierte en espermidina por la accion de la enzima espermidina
sintasa (SPDS) y por ultimo se sintetiza la espermina a través de la enzima
espermina sintasa (SMS). Se ha demostrado que la regulacion de la sintesis
de las poliaminas se realiza mediante la degradacion temprana de la ODC,
gue a su vez es regulada por una proteina especifica llamada antizima, que

al unirse a los monémeros de la ODC impide la formacion de los dimeros
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activos. Los monomeros unidos a la antizima son reconocidos por el
proteosoma 26S que degrada rapidamente la enzima ODC, liberando al
mismo tiempo la antizima independiente de ubiquitina (Algranati et al., 2006).

Por otro lado la metionina se convierte en S-adenosil-L-metionina (AdoMet),
a través de la enzima metionina adenosiltransferasa (MAT), la cual es
descarboxilada y se convierte en S-adenosilmetionina decarboxilasa
(DcAdoMet), esta proteina puede activar a la enzima SPDS para la sintesis
de espermidina, o la enzima SMS para la produccion de espermina
(Ignatenko et al., 2011).

El Catabolismo de las Poliaminas

El catabolismo de las PAs permite la reutilizacion de las mismas en un
proceso reversible, ya que la espermina se convierte directamente en
espermidina por medio de la enzima espermina oxidasa (SMO) 6 se puede
convertir en acetil espermina y después en espermidina por las enzimas
espermina N'-acetiltransferasa (SSAT) y poliamina oxidasa (PAO)
respectivamente. Posteriormente la espermidina se degrada en acetil
espermidina por accién de la enzima SSAT, y es oxidada por la PAO para
formar la putrescina (Babbar y Gerner, 2011, Minois et al.,, 2011). Los
productos en este proceso son el peroxido de hidrogeno (H2O2) y el 2
aminopropanol. La SSAT es absolutamente necesaria para la tranformacién
de espermidina a putrescina por lo que se considera una enzima limitante del

catabolismo de las poliaminas (Gamble et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4.Metabolismo de las poliaminas: Verde: sintesis de poliaminas. Rojo:
proteina inhibidora y Azul: catabolismo de las poliaminas (Minois et a/., 2011).

Las Poliaminas y el Cancer

Diversos estudios indican que los niveles de las poliaminas aumentan
significativamente en pacientes con cancer. Estos niveles se pueden atribuir
tanto a la secrecidén a partir de las células en constante proliferaciéon que
caracteriza a la enfermedad o a las poliaminas liberadas por las células
muertas como consecuencia de la sustitucion activa de las mismas. Existe
una correlacion positiva entre los niveles anormales de las PAs y el
desarrollo tumoral en los fluidos bioldgicos en pacientes con cancer, las
cuales podria ser utilizadas para un diagnostico oportuno (Gosetti et al.,
2012).

12



Tratamientos para el Cancer de Colon

El cancer colorrectal puede ser curable si se detecta en etapas tempranas,
por lo que su deteccion oportuna es fundamental. Entre los tratamientos que
se siguen comunmente se encuentran: la cirugia o extirpacion de la zona
afectada; la radioterapia o aplicacién de rayos de alta energia con la finalidad
de destruir las células malignas; la quimioterapia o administracion de
farmacos que destruyen las células cancerosas y la inmunoterapia o
estimulacion del sistema inmune del paciente para eliminar las células
dafiinas. El tratamiento oncol6gico es multidisciplinario, pero la intervencion

quirdrgica resulta indispensable para el prondstico (Calderillo et al., 2010).

En la actualidad no existen tratamientos 100% efectivos para combatir el
CCR en etapas mas avanzadas, ademas son de origen sintético y tienen
efectos colaterales en el organismo ya que son toxicos y presentan una baja
efectividad. Diversas investigaciones han demostrado que los patrones
dietéticos caracterizados por un alto consumo de frutas y verduras, los cuales
presentan compuestos funcionales y bioactivos, facilitan los mecanismos que
contrarrestan la oxidacion y los procesos inflamatorios, jugando un papel
importante en la carcinogénesis (Johnson y Pace, 2010). Actualmente las
empresas farmacéuticas se enfocan en la busqueda de moléculas activas de
origen natural. Existen extractos vegetales con propiedades anti-inflamatorias
y antitumorales, como las hojas de la planta Ipomoea batatas (camote dulce)
gue se utilizan en la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades como el cancer y diabetes sin efectos colaterales (Troung et
al., 2007; Kurata et al., 2007).
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Camote Dulce (lpomoea batatas)

La Ipomoea batatas es una planta conocida como batata, papa dulce 6
camote dulce. Es wuna planta trepadora herbacea de la familia
Convolvulaceae. La flor es de color morado con los pétalos soldados en
forma tubular, sus hojas son simples, alternas, enteras, pecioladas,
persistentes de forma acorazonada, verdes y ocasionalmente moradas. Sus
raices son tubérculos alargados, fibrosas de colores blanquecinas,
amarillentas o moradas y son comestibles (McDonald, 1994) (Figura 5).

Figura 5. Flor y hojas de Ipomoea batatas (camote dulce).

Las hojas de camote se consumen como hortaliza fresca en muchas partes
del mundo principalmente en Africa y Asia, tienen alta valor nutricional ya que
son ricas en vitaminas B, B-caroteno, hierro, calcio, zinc y en fibra, ademas
de ser una excelente fuente de antioxidantes como la antocianina y acidos
fendlicos (polifenoles), tales como el acido cafeico, monocafeiquico, dicafeico

y tricafeico entre otros (Karna et al., 2011).

En estudios previos se ha comprobado que el extracto de las hojas de
camote suprime el crecimiento de células en cancer humano (Kurata et al.,
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2007). En otros estudios demuestran que inhibe la proliferacion celular e
induce apoptosis en distintos tipos de cancer como el de prostata; estos
efectos se atribuyen a los polifenoles, los cuales se encuentran
abundantemente en esta planta (Karna et al., 2011).

Los Polifenoles

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan
una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios
anillos fendlicos a los cuales se les denomina polifenoles. Se originan
principalmente en las plantas y se sintetizan en gran cantidad como producto
del metabolismo secundario. Los principales grupos de polifenoles son los
acidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoico o del acido
hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides,
estos ultimos son los mas abundantes dentro del reino vegetal (Quifiones et
al., 2012).

Los flavonoides son estructuras hidroxiladas con anillos aromaticos y son por
lo tanto estructuras polifendlicas. Estos compuestos pueden localizarse en
distintas zonas de la planta como tallo, raiz, flor y fruto, pero principalmente
se presentan en las hojas (Ramos et al., 2011). Dentro de este amplio grupo
de compuestos se encuentran subgrupos principalmente los flavonoles,

flavonas, flavononas, isoflavonas y antocianinas (Figura 6).
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Figura 6. Estructuras de los principales subgrupos de polifenoles (Granado, 2010).

La mayoria de los compuestos fendlicos estan presentes en los alimentos
como eésteres, glucosidos o polimeros, formas que no pueden ser
absorbidas. Estas sustancias deben hidrolizarse por enzimas intestinales
como la B-glucosidasa y la lactasa-florizin hidrolasa o deben ser degradadas
por la microflora del colon antes de ser asimiladas (D’Archivio et al., 2010).
En el proceso de absorcion, los polifenoles sufren diversas modificaciones
gue inician en el intestino delgado, pasan por el colon y terminan en el
higado dando compuestos conjugados que posteriormente sufren procesos

de metilacion, sulfataciéon y/o glucuronidacién (Figura 7).
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Figura 7. Metabolismo de los polifenoles (Modificado D’Archivio et al., 2010).

Los Polifenoles y el Cancer

Actualmente se ha demostrado que los polifenoles presentan una variedad
de propiedades biologicas, incluyendo anticancerigena, anti-inflamatoria,
protector del dafio al DNA e inhibicidn/induccién de la apoptosis (Yagi et al.,
2012). Estudios epidemioldgicos sugieren que la ingesta de alimentos ricos
en polifenoles como las frutas, verduras o cualquier derivado de las plantas
en la dieta diaria, reduce el riesgo de tumores de mama, colon, pulmoén,
préstata y pancreas. Sin embargo, estos efectos son un tema permanente de
estudio (Dong y Qin, 2011).

La capacidad principal de los polifenoles es la antioxidaciéon y se puede

considerar como la actividad biolégica responsable del efecto preventivo que
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se les atribuye sobre determinadas enfermedades, frecuentes en los paises

desarrollados como el cancer.

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) forma parte del
metabolismo normal de una célula, pero el desequilibrio entre su generacién
y su neutralizacién puede conducir a un estado de estrés oxidativo, que
causan dafio al DNA y provoca la transformacion cancerosa de las células.
Sin embargo, una de las estrategias mas efectivas frente a la carcinogénesis
consiste en el bloqueo del dafio genotéxico mediado por el sistema de
defensa antioxidante/detoxificante de la célula mediante antioxidantes no
enzimaticos como los polifenoles, los cuales son captadores de ROS; este
efecto es potenciado por la presencia de enlaces y grupos hidroxilo libres asi
como de un grupo carbonilo (Zavaleta et al., 2005).

Los polifenoles ademas de ser captadores de ROS, en una accion
simultdnea inducen las enzimas antioxidantes y detoxificantes como las
glucoronidasas, sulfatasas y metilasas, limitando asi el dafio oxidativo dentro

del organismo (Granado, 2010).

Ademas de la funcion antioxidante de los polifenoles se le atribuyen otros
mecanismos de accion, como es la induccion de la apoptosis la cual se
encuentra desregulada en las células tumorales. Los polifenoles activan a las
proteinas involucradas en la cascada apoptética como son las caspasas 3y
7,0 ala caspasa 9 y al citocromo c liberados por la mitocondria (D’Archivio et
al., 2008). También los polifenoles inhiben la proliferacion celular, al
bloquear el ciclo celular en las fases G1 y G2, impidiendo asi la formacion
de tumores. Ademas, modulan a la proteina fosforilada de retinoblastoma

(pRb) y algunas vias de proliferacion. Por otro lado, activan enzimas anti-
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inflamatorias como la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y las proteinas de choque
térmico Hsp-70/90 e impiden la formacion de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis) los cuales suministran sangre a los tumores y también ayudan
a bloquear a las proteinas B-catenina y claudina que tienen la funciéon de

adhesion de una célula con la otra (Donato et al., 2012) (Figura 8).

APOPTOSIS
Intrinsecos (P53, citocromo C,
caspasa -9, caspasas-3/7;
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INFLAMACION ANGIOGENESIS/
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2, Hsp-70/90 VEGFR, MMP, Claudina, -
catenina

PROLIFERACION

Proteina quinasa C, JNK,c-
Jun/AP-1, G1/S y G2/S, pRb

Figura 8. Mecanismos de accion de los polifenoles
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es un fendmeno caracterizado por cambios en los mecanismos de
regulacion del ciclo celular. Es la segunda causa de muerte a nivel mundial
gue cobra la vida de aproximadamente 7.6 millones de personas al afio. El
cancer colorrectal (CCR) es uno de los mas diagnosticados, es un tumor
maligno del epitelio del colon y recto; constituye un problema de salud
publica ya que su incidencia aumenta con el estilo de vida sedentario, los
malos habitos alimenticios y la predisposicion genética. Este tipo de cancer
es curable si se detecta en etapas iniciales, desafortunadamente la mayoria
de los casos se diagnostican cuando existe metastasis en o6rganos
adyacentes al colon, por lo que es fundamental la busqueda de marcadores
tumorales efectivos como las poliaminas para el diagndstico oportuno. Los
tratamientos para combatir el cancer colorrectal consisten principalmente en
cirugia, radioterapia y quimioterapia, los cuales son agresivos, presentan
efectos colaterales y en etapas avanzadas tienen poca efectividad.
Actualmente se estudian los extractos vegetales entre ellos, las hojas de
camote (Ipomoea batatas) que contienen compuestos activos como los
polifenoles, los cuales presentan actividad antioxidante, antitumoral y podrian

reducir el riesgo del CCR.
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1l HIPOTESIS

Los niveles de las poliaminas en orinas de ratones Balb/c con cancer
colorrectal son marcadores del efecto preventivo y antitumoral del extracto de
hojas de Ipomoea batatas (camote dulce).
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IVV. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto preventivo y antitumoral de Ipomoea batatas (camote dulce)
a través de la determinacion de los niveles de poliaminas en un modelo

murino de cancer colorrectal.

Objetivos Particulares

Obtener el extracto etanolico de las hojas de Ipomea batatas.

e Cuantificar los polifenoles presentes en el extracto de las hojas de
Ipomea batatas con la técnica de Folin-Ciocalteu.

e Inducir el cancer de colon en ratones Balb/c con el carcinogénico 1,2
dimetihidracina (DMH).

e Obtener orina de los ratones Balb/c durante el desarrollo tumoral.

e Medir por HPLC los niveles de poliaminas en orina de ratones Balb/c
durante el desarrollo tumoral.
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V. DISENO EXPERIMENTAL

Obtencion del extracto

etandlico de hojas de

Induccion de cancer
colorrectal con DMH

camote

Inyeccion subcuténea una vez

I
I
X | extracto 2 veces a la semana
I
1

Administracion via oral del

|
| : durante 24 semanas
| alasemanadurante 24 : e s i
: semanas [
[ [__________.'
Grupo control Grupo DMH Grupo Grupo DMH Grupo Grupo control
sano n=13 preventivo +extracto extracto vehiculo
n=13 n=13 n=13 n=13 n=13

Obtencion de orinas a la semana 6, 12, 18 y 24 del
desarrollo tumoral

Determinacion de los niveles de poliaminas
por HPLC

Analisis estadistico
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VI. MATERIAL Y METODOS

Obtencidon del Extracto Etandlico

Con la finalidad de obtener las hojas para la preparacion del extracto
etanodlico, se cultivd la planta de camote en el Centro Universitario de
Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA). Una vez obtenidas las hojas
se colectaron, lavaron y dejaron secar en estufa a 45C durante 48 h.
Posteriormente se molieron en un mortero y se colocaron en etanol al 96%
en una relacion 1:10 p/v en constante movimiento por 48 h. El extracto se
filtré y paso al rotavapor para la eliminacion del exceso de etanol y por dltimo
se liofiliz6. El liofilizado se almacené en frasco ambar a 4°C hasta su

utilizacion.

Determinacion de los Fenoles Totales

La cuantificacion de los fenoles, se realizO mediante la técnica de Folin-
Ciocalteu (Pochapski et al., 2011). Se colocaron 200 pL del extracto con 1.4
mL de agua Mili-Q y 100 pyL del reactivo de Folin, después de 5 min, se
afiadieron 300 pL de Na,Cos al 20%, se mezclaron los reactivos y se dejaron
reposar 2 h en la obscuridad. La absorbancia se midi6 a 765 nm en un
espectrofotometro (spectro UV-Vis RS, UV-2500). La curva de calibracion se
realizd con un estandar de acido gélico a diferentes concentraciones (10-100
ppm), que se trataron de manera similar a las muestras. Como blanco se
utiliz6 200 pL de etanol y se procesd similar a las muestras. Del extracto
vegetal se prepararon diluciones seriadas por duplicado para determinar la
concentracion de fenoles contenidos en el mismo. Los resultados se
expresaron como miligramos de equivalentes de acido géalico (GAE) por 100

g de muestra.
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Administracién del Extracto Etandlico de Hojas de Camote

El liofilizado del extracto vegetal se disolvio en solucion salina de fosfato
(PBS) y Tween 80 al 0.1% que se administr6 a los ratones Balb/c a una
concentracion de 200 mg/Kg de peso corporal. Se suministraron 100 pL de la

solucién antes preparada, con una canula por via oral.

Induccién de Cancer Colorrectal

En nuestro laboratorio previamente se estandarizé el modelo murino de CCR
(Cazares, 2010). Este modelo consiste en la utilizacion de ratones de la cepa
Balb/c, los cuales se inyectaron subcutaneamente en la parte ventral con el
carcindégeno 1,2 dimetilhidracina (DMH, Sigma), el cual se preparé al
momento de suministrarse en una relaciéon de 20 mg/Kg de peso corporal y
se disolvio en solucion salina isotonica. La induccion se realizé una vez a la
semana por un periodo de 24 semanas. El manejo del carcinogeno DMH se

realizo con los debidos cuidados en campana de extraccion (Figura 9).
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Figura 9. Inyeccidn subcutanea del DMH para la induccién de cancer colorrectal.

Animales de Experimentacion

Se trabajé con ratones hembras de la cepa Balb/c de 23 + 2 g de peso
corporal, divididas en seis grupos experimentales con una n=13, en cajas de
policarbonato en condiciones de bioterio, a temperatura de 22 a 24°C,
humedad constante y fotoperiodo de 12 h luz y 12 h de oscuridad. La
alimentacion fue en base a una dieta comercial (Purina) y el agua a consumo

voluntario.

Grupos Experimentales

1. Grupo control sano: se les inyecté 200 pL de solucion salina

subcutaneamente una vez a la semana durante 24 semanas.

2. Grupo DMH: el DMH se inyect6 subcutaneamente (200 uL) en la parte

ventral del ratbn una vez a la semana durante 24 semanas.
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3. Grupo preventivo: se administrd el extracto etanolico de hojas de camote

dos veces a la semana via oral 4 semanas antes de la primera inyeccion del

carcinogénico DMH y se siguié administrando durante 24 semanas.

4. Grupo DMH y extracto: Se les administrd el extracto etandlico de hojas de

camote via oral dos veces a la semana y el DMH subcutaneamente una vez

a la semana, ambos fueron administrados durante 24 semanas.

5. Grupo extracto: se les suministré el extracto etandlico de hojas de camote

via oral dos veces a la semana durante 24 semanas.

6. Grupo control vehiculo: Se les administré una solucion de Tween 80 al

0.1% en Solucion Salina de Fosfatos (PBS) durante 24 semanas.

Obtencion de Orina de Raton

La orina se obtuvo mediante la estimulacion de los rifiones de los ratones. Se
tomaron muestras a las semanas 6, 12, 18 y 24 del desarrollo tumoral (figura
10). Las muestras se almacenaron en refrigeracion a -20°C hasta su analisis
por HPLC por duplicado y se procesaron tres muestras por grupo

experimental por semana analizada.
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Figura 10. Obtencion de orina de los ratones experimentales.

Procesamiento de la Orina de los Ratones

Las muestras de orina se descongelaron a temperatura ambiente y se
prepararon a una proporcion 1:3, con una solucibn de TCA (&cido
tricloacetico) (5%) y HCI (0.05 N), con la finalidad de precipitar las proteinas.
Se dejaron reposar por 20 min, se centrifugé a 10,000 rpm durante 20
minutos, se recupero6 el sobrenadante de cada muestra y se filtré (0.20 um

millex LG, Millipore).

Determinacion de los Niveles de Poliaminas

Se analizaron las poliaminas: putrescina, espermidina y espermina por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Para la separaciéon de las
moléculas se utilizé una columna (Eclipse Plus C18 de 4.6 x 150mm, 3.5 pum)
y la derivatizacién post-columna con O-ftalaldehido (OPA) a través de una

bomba de HPLC (Touzart Matignon), con un flujo de 1.6 mL/min. Se utilizé un
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detector de fluorescencia (Shimadzu RF-530) con una lampara de xenoén de
75 Watts a una emision de 455 nm y excitacion de 345 nm. Para la
determinacién de la concentracion de las poliaminas, se utilizé el programa
Galaxie 1.5 (Varian), previamente se realiz6 una curva de calibracion (0.0125
- 1mM) con estdndares comerciales para cada una de las poliaminas

(Sigma).

Sistema de Elucion

La separacion de las poliaminas, se realiz6 con base al reporte de Farkas y
Hajos (1998) con algunas modificaciones en particular en la estandarizacion
de los tiempos de elucion de los amortiguadores (Cuadro 2). Se utilizé6 una
bomba (Waters) a un flujo de 0.5 mL/min. El amortiguador A se prepar6 con
acetato de sodio 0.1 M (J.T Baker), octano sulfonato 10 mM (Caledon) vy
agua Mili-Q, se homogenizé y se ajustd a pH 4.5 con acido acético y por
ultimo se filtr6 con membrana de 0.45 um (Millipore). EI amortiguador B se
preparé con acetato de sodio 0.2 M, octano sulfonato 10 mM y acetonitrilo
(380mL/1000mL), se homogenizé y se ajustd a pH 4.5 con acido acético, por
ultimo se filtré con membrana de 0.45 pum (Millipore). Con los amortiguadores
A y B se preparan los amortiguadores AB, que contiene 60% del
amortiguador A 'y 40% del B, y el BA que contiene 40% del Ay 60% del B.
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Cuadro 2. Programa de elucién de las poliaminas por HPLC con el gradiente de los
amortiguadores A y B.

Operacion | Elucion | Amortiguador | Amortiguador

i (tiempo ! A § B%
N - | :
: minutos) :
Equilibrio 0 100 0
12.5 100 0
Periodo 1.6 0 100
de elucion 9 60 40
(] 40 60
K h | 0 100
Regreso
al 15 100 0
equilibrio

Preparacion de O-ftalaldehido (OPA)

La preparacion del OPA se realizé con acido bérico 0.4 M (Fermont), se
ajusto el pH a 10.4 con KOH. Por otro lado se disolvié 800 mg de OPA en 10
mL de etanol y se agrego a la solucion antes preparada, posteriormente en
campana de extraccion, se colocO 3 mL de brij-35 (Sigma) al 30%
(previamente en bafio maria) y 2 mL de 2-mercaptoetanol (Sigma) y por

ultimo se agité lentamente. Todo lo anterior se aforé a 1L.

Analisis Estadistico

El analisis se realizé con el paquete estadistico SPSS (version 17.0), los
resultados se expresaron en medias + desviacion estandar y se llevo a cabo
un andlisis de ANOVA de una via y post-hoc de DUNCAN con un nivel de

significancia p<0.05.
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VIl. RESULTADOS

Cultivo de camote (Ipomoea batatas)

La planta fue clasificada taxonémicamente por el M. en C. Gregorio Nieves
Hernandez del Laboratorio de Etnobotanica, Departamento de Botanica y

Zoologia de la Universidad de Guadalajara (Figura 11).

Figura 11. Cultivo de camote dulce (Jpomoea batatas) en las instalaciones del
CUCBA.
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Determinacion de fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron mediante la técnica de Folin-Ciocalteu
(Pochapski et al., 2011). La curva de calibracion con el &cido galico mostro
una r=0.95 (Figura 12). Con base en la curva estandar y las diluciones
seriadas del extracto de las hojas de camote, el contenido de los fenoles

totales en el extracto etandlico fue de 2,720 mg/100 g.

1.4
1.2

0.3-
0.6- )
0.4-
0.2-

0.0 T 1 L] I
0 50 100 150 200

ppm de acido galico

Abs 765 nm

Figura 12. Curva estandar de acido galico para la cuantificacion de fenoles totales.

Determinacion de las poliaminas por HPLC

Para la cuantificacién de las poliaminas, fue necesario establecer los tiempos
de retencién de los estandares comerciales de putrescina, espermidina y
espermina, asi como de 1,7-diaminoheptano (DAH) utilizado como control
interno. El tiempo de retencion de la putrescina fue de 32 min, del DAH a los
35 min, la espermidina a 37 min, y por ultimo la espermina a 41 min como se

observa en la figura 13.
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Figura 13. Cromatograma representativo de la separacion de los estandares de

putrescina, DAH, espermidina y espermina.

Una vez establecidos los tiempos de retencion para cada poliamina se

realizo la curva estandar para la determinacion de la concentracion de cada

una. Se realizé una curva para putrescina (Figura 14), espermidina (Figura

15) y espermina (Figura 16) obteniendo una r=0.99 de cada poliamina.
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Figura 14. Curva estandar de la putrescina.
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Figura 15. Curva estandar de la espermidina.
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Figura 16. Curva estandar de la espermina.

Una vez establecidas las condiciones experimentales, se determinaron las
concentraciones de cada una de las poliaminas en orina de los ratones.
Cabe mencionar que no se logré la deteccion de espermidina en las

muestras bioldgicas.
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Cuantificacion de los Niveles de Putrescina

Semana 6:

El grupo 1 presentd niveles de putrescina de 0.146 nm/uL, el grupo 4 de
0.169 nm/pL y el grupo 5 de 0.138 nm/uL, no se encontraron diferencias
significativas entre estos grupos. En los grupos 2, 3 y 6 los niveles de
putrescina fueron de 0.292 nm/uL, 0.260 nm/pL y 0.283 nm/uL
respectivamente, no se encontraron diferencias significativas entre estos
grupos. Sin embargo si hubo diferencias significativas entre los primeros
grupos mencionados y los anteriores (Figura 17).

0.40000 *

0.30000

0.20000

Putrescina nmol/uL

0.10000

Grupos experimentales

Figura 17. Niveles de Putrescina en orina de los ratones Balb/c de los diferentes
grupos experimentales a la semana 6 de experimentacién (* p<0.05).
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Semana 12:

En el grupo 1 los niveles de putrescina fueron de 0.173 nm/uL y en grupo 2
de 0.245 nm/uL con diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos. Entre los grupos 3 (0.166 nm/uL) y 6 (0.137 nm/puL) no se
encontraron diferencias estadisticas significativas comparados con el grupo
1. El grupo 5 (0.203 nm/pL) no presento diferencias significativas con ningun

otro grupo (Figura 18).

0.30000

0.20000

Putrescina nmol/pL

0.10000-]

1 2 3 5 6

Grupos experimentales

Figura 18. Niveles de Putrescina en orina de los ratones Balb/c de los diferentes
grupos experimentales a la semana 12 de experimentacién (* p<0.05).
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Semana 18:

El grupo 1 presentd niveles de putrescina de 0.085 nm/uL se encontraron
diferencias significativas al compararlo con los grupos 2, 3 y 4 con niveles de
0.176 nm/pL, 0.158 nm/uL y 0.226 nm/uL respectivamente; a su vez el grupo
4 presentd diferencias significativas con los grupos 5 y 6 con niveles de
0.116 nm/uL en ambos grupos (Figura 19).

0.30000

0.20000-

0.10000

Putrescina nmol/pL

0.00000- 1 T
1 2 3 4 5 6

Grupos experimentales

Figura 19. Niveles de Putrescina en orina de los ratones Balb/c de los diferentes
grupos experimentales a la semana 18 de experimentacién (* p<0.05).
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Semana 24:

Los niveles de putrescina en el grupo 2 fueron de 0.227 nm/uL, con
diferencias significativas comparado con los grupos 1 (0.133 nm/uL), 3 (0.099
nm/pL) y 6 (0.111 nm/pL). En el grupo 4 los niveles de putrescina fueron de
0.205 nm/pL presentando diferencias significativas con los grupos 1, 3y 6
(Figura 20).

0.30000+ ' '

0.20000

il
_{

Putrescina nmol/pL

0.100007] J_

0.00000 T T T T T

Grupos experimentales

Figura 20. Niveles de Putrescina en orina de los ratones Balb/c de los diferentes
grupos experimentales a la semana 24 de experimentacién (* p<0.05).
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Determinacion de los Niveles de la Espermina

Semana 6:

Al comparar los niveles de espermina en los grupos 1 (0.141 nm/uL),
grupo 2 (0.171 nm/pL), grupo 4 (0.121 nm/pL) y el grupo 5 (0.129 nm/uL), no
se encontraron diferencias significativas. Sin embargo, entre los grupos 3
(0.246 nm/pL) y grupo 6 (0.234 nm/uL) si hubo diferencias significativas
(Figura 21).

0.400004

0.300007

0.200007]

Espermina nmol/pL

0.100007]

0.00000-

Grupos experimentales

Figura 21. Niveles de Espermina en orina de los ratones Balb/c de los diferentes
grupos experimentales a la semana 6 de experimentaciéon (* p<0.05).
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Semana 12:

En esta semana en el grupo 1 los niveles de espermina fueron de 0.153
nm/pL, y en los grupos 2, 3, 5y 6 fueron de 0.213 nm/pL, 0.199 nm/uL, 0.209
nm/uL y 0.191 nm/pL respectivamente. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 22).

0.40000+

0.30000+

0.20000]

Espermina nmol/yL

0.100007]

n nnnnn=
1 2 3 5 6

Grupos experimentales

Figura 22. Niveles de Espermina en orina de los ratones Balb/c de los diferentes
grupos experimentales a la semana 12 de experimentacién (* p<0.05).
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Semana 18:

Los niveles de la espermina fueron los siguientes: grupo 1 (0.174 nm/uL),
grupo 2 (0.152 nm/pL), grupo 3 (0.211 nm/uL), 4 (0.217 nm/uL), grupo 5
(0.220 nm/pL) y en el grupo 6 (0.224 nm/uL). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 23).
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Figura 23. Niveles de Espermina en orina de los ratones Balb/c de los diferentes
grupos experimentales a la semana 18 de experimentacién (* p<0.05).
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Semana 24:

Los niveles de la espermina en el grupo 1 fueron de 0.189 nm/pL, en el grupo
3 de 0.155 nm/uL y en el grupo 5 de 0.180 nm/uL, estos grupos no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos, mientras
gue los niveles en el grupo 2 fueron de 0.370 nm/uL y presentaron diferencia
estadisticamente significativas cuando se compararon con los grupos antes

mencionados (Figura 24).
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Figura 24. Niveles de Espermina en orina de los ratones Balb/c de los diferentes
grupos experimentales a la semana 24 de experimentacién (* p<0.05).
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VIII. DISCUSION

El CCR es un problema de salud publica, sin embargo, los tratamientos
actuales no son 100% efectivos, ademas presentan una alta toxicidad para el
organismo y afectan la calidad de vida del paciente, por lo que la
investigacion actualmente se enfoca en la busqueda de nuevos tratamientos
de origen natural con moléculas activas provenientes de extractos vegetales.
Entre los compuestos activos con mayor énfasis se encuentran los
polifenoles, los cuales tienen diversos mecanismos de accién para la
prevencion o tratamiento del CCR (Quideau et al., 2011). En el presente
trabajo se evaluo el efecto antitumoral del extracto etandlico de hojas de
camote (Ipomoea batatas), a través de la determinacion de los niveles de las

poliaminas como moléculas biomarcadoras del CCR.

Para esto se obtuvo un extracto etandlico de las hojas de camote y se evalud
su contenido de fenoles totales. El extracto presentd una concentracion de
2,702 mg/100 g. Este valor es superior a los reportados por Troung et al. en
2007 (1,249 mg/100 g) y por Pochapski et al. en 2011 (662.02 mg/100 g) en
hojas de camote. Sin embargo, estos autores utilizaron protocolos de
extraccion diferentes al propuesto en el presente trabajo como el uso de
metanol y el tiempo de reposo con las hojas, por lo que es posible que la
diferencia en el contenido de fenoles en el extracto vegetal dependa del
protocolo de extraccion. Se conoce que los fenoles se encuentran en
cualquier parte de la planta; Rumbaoa et al. (2009) reportaron que el
contenido de fenoles en el tubérculo de camote es de 193 a 1,159 mg/100g,
mientras que Troung et al. (2007) reportan concentraciones de 57 a 80
mg/100 g, en tubérculo fresco y de 50 a 90 mg/100g en tubérculo cocido. En
la cascara del tubérculo, estos autores reportan valores bajos de 145 a 182
mg/100g, asi la mayor concentracién de estos compuestos se presenta en

las hojas (Ramos et al., 2011).
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La dosis de extracto vegetal utilizada en el presente estudio fue de 200
mg/Kg de peso corporal, semanal, via oral y se determiné con base en la
literatura (Karna et al., 2011). Cabe mencionar que en un estudio preliminar
administramos dosis crecientes del extracto de 500— 2000 mg/Kg de peso
corporal (datos no mostrados) sin observar efectos adversos o mortalidad de
los ratones a las 96 horas, lo que indica que el extracto no presenté toxicidad
aparente. Karna et al. (2011) no observaron dafio histolégico a intestino,
higado, bazo, pulmén, testiculo y medula 6sea de ratones con cancer de
prostata tratados con un extracto similar por 6 semanas, sugiriendo que el

extracto de camote no afecta al tejido normal.

El CCR es curable si se detecta en etapas iniciales y es fundamental la
busqueda de moléculas biomarcadoras como las poliaminas ya que estan
implicadas en la proliferacion celular descontrolada (Ignatenko et al., 2011).
Con la finalidad de investigar el efecto antitumoral del extracto de las hojas
de camote se evaluaron los niveles de las poliaminas en orina de ratones
Balb/c tratados con el carcindbgeno DMH. Estudios previos realizados en
nuestro laboratorio mostraron que en ratones Balb/c las inyecciones
semanales subcutdaneas de DMH (20 mg/Kg de peso) por 24 semanas
provocan la formacion de lesiones pre-neoplasicas, a partir de la semana 7
del desarrollo tumoral (atipias regenerativas con inflamacién cronica) y a la
semana 24 presentan un numero elevado de lesiones y alteraciones en la
estructura histologica del colon distal como son las displasias multifocales y

la inflamacién crénica exacerbada (Cazares, 2010).

En el presente trabajo se encontraron niveles elevados de putrescina en
ratones tratados con DMH en comparacion con ratones sanos, en las
semanas 6, 12, 18 y 24. Estos datos muestran que el carcinbgeno DMH

induce el desarrollo del CCR y afecta al metabolismo de las poliaminas. Por
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lo que se propone a la putrescina como una molécula biomarcadora del
desarrollo temprano del CCR. Este resultado coincide con Reynoso et al.
(2008) quienes reportaron un incremento en los niveles de la putrescina
urinaria en un modelo murino con linfoma L5178Y. De la misma manera Liu
et al. (2011) reportaron que la poliamina mas abundante en orina de

pacientes con cancer es la putrescina.

Se observé que a la semana 6 los niveles de putrescina disminuyeron en el
grupo DMH y extracto a la par (grupo 4) y en el preventivo (grupo 3) en
comparacion con el grupo DMH (grupo 2) lo que indica que en etapa
temprana del desarrollo tumoral la administracion del extracto es eficaz para
mantener los niveles de esta poliamina. La administracion del extracto solo
(grupo 5) no afecté los niveles de putrescina durante toda la fase

experimental.

Es importante destacar que a la semana 24 de desarrollo tumoral los niveles
de putrescina en el grupo tratado preventivamente con el extracto vegetal
(grupo 3) disminuyeron en comparacion con el grupo tratado con el
carcinégeno (grupo 2) y estos niveles fueron similares a los del grupo control
sano (grupo 1). Sin embargo, cuando el extracto se administré a la par con el
carcinégeno (grupos 4) este efecto no fue tan marcado, por lo que se sugiere
gue el extracto vegetal presenta mayor efecto protector contra el CCR
cuando se administra de manera preventiva. Por lo que nuestros resultados
concuerdan con los reportados por Baffoni et al. (2011) que mencionan que

una estrategia eficaz contra el desarrollo del CCR es la prevencion.

Por otro lado se observé que a la semana 24 los tratamientos con el extracto

vegetal tanto preventivo como a la par (grupos 3 y 4) fueron capaces de
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disminuir los niveles de espermina en comparacion con el grupo DMH (grupo
2), lo que significa que el extracto probablemente es capaz de inhibir la
proliferacion celular y mantener a niveles basales la concentracion de esta
poliamina. Se sugiere a la espermina como un marcador tardio del CCR Util
para estudiar el efecto antitumoral del extracto etandlico de las hojas de

camote.
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IX. CONCLUSIONES

Los niveles de putrescina en orina de ratones Balb/c aumentan a partir de la
semana 6 de induccibn de CCR con DMH, por lo que es una molécula
biomarcadora temprana del CCR.

Los niveles de espermina aumentan a la semana 24 de induccion de CCR
con DMH, por lo que es una molécula biomarcadora del CCR en fase tardia.

Los niveles tanto de la putrescina como de la espermina sugieren que el
extracto etandlico de las hojas de camote es menos efectivo si se administra

a la par con el carcinégeno.

Los niveles de putrescina disminuyen significativamente a la semana 24 en el
grupo preventivo lo que indica, que el extracto etandlico de hojas de camote
presenta una actividad antitumoral por lo que se recomienda su utilizacion

preventivamente.
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X. GLOSARIO

Adenocarcinoma: tumor canceroso que aparece en las células glandulares

gue revisten algunos 6rganos internos.
Adenoma: Tumor de estructura semejante a la de las glandulas.

Aglicona: Es el compuesto sin azlcares que queda tras reemplazar por un

atomo de hidrégeno el grupo glicosil de un glucésido.

Aminas: Compuestos quimicos organicos que se consideran como
derivados del amoniaco y resultan de la sustitucion de los hidrogenos de la
molécula por los radicales alquilo. Segun se sustituyan uno, dos o tres
hidrébgenos, las aminas seran primarios, secundarios o0 terciarios,

respectivamente.

Biogenico: Proceso que forma parte de los organismos vivos y es necesario

e indispensable para su desarrollo.
Biomolécula: Molécula constituyente de los seres vivos; esta compuestas
mayormente de carbono, hidrégeno, oxigeno o nitrégeno.

Biosintesis: Proceso celular mediante el cual los organismos vivos elaboran
sustancias quimicas complejas a partir de otras mas sencillas, con el

consecuente gasto de energia metabdlica.

Carcinogénesis: Es el proceso por el cual una célula normal se convierte en

una célula cancerosa.

Carcinogénico: Agente quimico, fisico o biolégico capaz de transformar un

tejido normal a uno canceroso.

Célula cancerosa: Célula con cambios 0 mutacion en el DNA incapaz de

realizar sus funciones normales.
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Compuestos bioactivos: Tipo de sustancias quimicas que se encuentran en
pequefias cantidades en las plantas o ciertos alimentos (frutas, verduras,
aceites y granos), cumplen funciones en el cuerpo que pueden promover la

salud.

Esteres: Son compuestos organicos derivados de é&cidos organicos o
inorgénicos oxigenados en los cuales uno 0 mas protones son sustituidos por

grupos organicos alquilo.

Glucésido: molécula compuesta por un glucido (molécula encargada de la

energia) y un compuesto no glucidico.

Metastasis: Propagacion de un foco canceroso a un 6rgano distinto de aquel

en que se inicid; ocurre generalmente por via sanguinea o linfatica.

Monomero: Compuesto de bajo peso molecular cuyas moléculas son

capaces de reaccionar entre si 0 con otras para dar lugar a un polimero.

Neoplasia: Formacion patolégica de un tejido cuyos componentes sustituyen

a los de los tejidos normales.

Polimeros: Macromoléculas generalmente organicas formadas por

moléculas mas pequefas llamadas mondmeros.
Polipo: crecimiento que sobresale de una membrana mucosa.
Proliferar: Multiplicarse abundantemente.

Proteosoma: Complejo macromolecular cuya funcién es la degradacion de

proteinas.

Sedentario: Se dice de la persona o animal que se establece a vivir de

manera permanente en un sitio.
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