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RESUMEN

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, solo superado por las
enfermedades cardiovasculares. Esta enfermedad se produce por una alteracion
de las células corporales e inicia cuando dichas células empiezan a comportarse
de una manera anormal, se multiplican excesivamente y se forma el tumor o
neoplasma. La medicina alternativa es un grupo de diversos sistemas de
cuidados médicos y de salud, de practicas y productos que no se consideran, por
ahora, que forman parte de la medicina convencional y la mayoria de los
tratamientos alternativos tienen como proposito fortalecer el organismo vy
controlar los efectos secundarios de los tratamientos convencionales. El
esparrago es una planta herbacea perenne de la familia de las Liliaceas, que
soporta factores climaticos extremos. Es un producto perecedero cuyo brote
tierno denominado turién es considerado un alimento gourmet por su exclusivo
consumo y sus altos precios. Entre los principales atributos de esta hortaliza se
cuentan el ser un producto bajo en calorias, en grasa y colesterol, con alto
contenido de vitaminas A, C, tiamina (B Yy riboflavina (Bz2), asi como rico en
potasio y en fosfato de calcio. El objetivo principal de este estudio fue evaluar la
actividad antiproliferativa del extracto metandlico del esparrago (Asparagus spp.)
sobre las lineas celulares cancerigenas: HelLa (carcinoma de cérvix humano) y
A-549 (carcinoma de pulmén humano). Para evaluar el efecto antiproliferativo de
los extractos metandlicos del esparrago se utilizé el método estandar de las sales

de tetrazolio (MTT). El extracto metandlico de la parte comestible del esparrago
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(EPC) mostré mayor actividad antiproliferativa que el extracto metandlico de la
parte no comestible (EPNC) sobre las lineas cancerigenas utilizadas (HeLa y A-
549), con un valor de ICso de 2563.4 + 45 y 2853.6 = 22.8 nug/mL,
respectivamente. Estos resultados indican que los esparragos de la region de

Caborca, Sonora poseen baja actividad antiproliferativa.



1. INTRODUCCION

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises
en vias de desarrollo. Aunque no existen datos precisos para evaluar la extension
del uso global, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que el 80
% de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades de atencion primaria de salud y que gran parte de estos tratamientos
implica el uso de extractos o sus principios activos. La OMS define a las plantas
medicinales como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden
ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios activos pueden
servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos. México es un pais rico
en biodiversidad vegetal por lo que ofrece una fuente inagotable de plantas con
propiedades medicinales que aun no se han estudiado. La medicina herbolaria
es todavia de las mas importantes en regiones rurales de nuestro pais, debido a
que presentan menores efectos secundarios que los medicamentos sintéticos
(Domingo et al., 2003). En la actualidad, las plantas representan el recurso
natural mas utilizado para la busqueda de compuestos bioactivos y se encuentran
en estudio una gran diversidad de familias de ellas, entre las que se encuentran
Umbelliferae, Euphorbaceae, Papaveraceae y Liliaceae (Pérez et al., 2005; Bagiu
et al., 2012).

Asparagus officinalis L. (esparrago horticola) es una planta herbacea que
pertenece a la familia de las Liliaceas, la cual soporta factores climéaticos

extremos. El esparrago es una planta dioica y perenne comprendida dentro del



género Asparagus. Este género incluye mas 100 especies originarias del sur de
Europa, Asia y Africa, algunas de ellas con valor ornamental y solo una con valor
horticola (Asparagus Officinalis L.) (Gatti et al., 2001). Esta planta es usada
tradicionalmente en la farmacopea espafiola como tonico estomacal, diurético,
laxante y antihemorragico; también para prevenir la formacion de calculos renales
y biliares, e incluso como anticancerigeno (Fuentes-Alventosa, 2009). Existen en
la actualidad reportes en la literatura acerca de la amplia gama de actividades
bioldgicas que posee el esparrago, entre las que se pueden mencionar: actividad
antifangica (Wang et al., 2001; Sautour et al., 2007), antiparasitaria (Debebe et
al., 2012), hepatoprotectora (Rupesh et al., 2011), hipoglucemiante (Somani et
al., 2012), antioxidante (Kongkaneramit et al., 2011), anticancerigena (Almehdar
et al., 2012; Mitra et al., 2012), entre otras. Entre los principales componentes
bioactivos presentes en el esparrago destacan los flavonoides, las saponinas, los
esteroles, los fructanos, asparagina, arginina, tirosina y polisacaridos de la pared
celular, asi como el esparrago cuenta con minerales como potasio, fosforo, calcio
y magnesio, asi como &cido fdlico, vitaminas B1, B2, B3, C, E. (Amaro et al., 1999).
En México, las investigaciones sobre esta hortaliza estdn enfocadas al
mejoramiento en la calidad y productividad del cultivo, pero el estudio acerca de
sus propiedades bioldgicas es limitado; por lo cual es necesario profundizar en el
conocimiento de los compuestos bioactivos presentes en el esparrago y su
funcién en la prevencion de diversas enfermedades. Con base a las propiedades
bioldgicas reportadas en esparrago cultivado en otras regiones del mundo es de

gran relevancia encontrar un valor agregado a un producto horticola de gran
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importancia econdmica en la region de Caborca, Sonora mediante el estudio de

la actividad anticancerigena del esparrago.



2. ANTECEDENTES

2.1. Cancer

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, superado solo por las
enfermedades cardiovasculares y se caracteriza por una alteracion del equilibrio
entre la proliferacion y mecanismos normales de muerte celular (Herrera y
Garcia, 2003). Este padecimiento es el resultado de dos procesos sucesivos: el
aumento descontrolado de la proliferacion de un grupo de células que da lugar a
un tumor o neoplasia, y la posterior adquisicion por estas células de capacidad
invasiva, que les permite diseminarse desde su sitio natural en el organismo,
colonizar y proliferar en otros tejidos u o6rganos (proceso conocido como
metastasis) (Cavenee y White, 1995). El céancer se origina cuando ciertos
factores ambientales o exdgenos (agentes quimicos, fisicos y biologicos,
incluyendo ciertas infecciones virales y parasitarias), actian conjuntamente con
factores enddgenos (constitucion genética) y endocrinos provocando
modificaciones en el genoma. Los agentes etioldgicos son los que ocasionan de
modo directo la transformaciéon maligna y desencadenan una variedad de
mecanismos genéticos y bioquimicos que conducen a la aparicibn de una
tumoracion, llamandose a este proceso carcinogénesis (Herrera y Garcia, 2003).
El cancer implica cambios en el metabolismo celular que influyen en la funcion
mitocondrial, y la supresion de la apoptosis esta relacionada con una inhibicion
de la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (Galluzzi et al.,

2006). Una de las caracteristicas distintivas de las células cancerosas es su



incrementada resistencia a la induccion de apoptosis, mecanismo clave en el

control del crecimiento y regulacion de la homeostasis de los tejidos.

El proceso de carcinogénesis comprende cuatro fases principales. La primera
fase del modelo de carcinogénesis se llama iniciacion. En esta etapa interviene
un agente iniciador, el cual tiene la capacidad de inducir cambios fisicos o
estructurales en los genes. Esto ocurre en el lapso en que las células se dividen,
de tal manera que las células hijas fijan el dafio y quedan iniciadas. Estas células
iniciadas crecen con una velocidad ligeramente superior a las normales, y pueden
pasar inadvertidas durante un periodo muy largo. En la segunda fase,
denominada promocion, un agente promotor interviene sobre estas células e
induce la proliferacion celular. Por lo regular se requieren meses o0 afios. La
tercera etapa es llamada transformacién, ya que una célula preneoplasica se
convierte en una que expresa el fenotipo maligno. La Ultima etapa es la
progresion, o adquisicion de nuevas alteraciones geneéticas que provocan un
aumento de la malignidad, con capacidad invasiva y metastasica (Figura 1)

(Herrera y Garcia, 2003; Anand et al., 2008).

2.1.1. Epidemiologia del cancer

La importancia del problema del cancer se define con dos parametros: 1) las
cifras de incidencia del cancer o nuevos casos que aparecen cada afio y 2) las

cifras de mortalidad anual por cancer (Senra, 2002). Factores genéticos y
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Figural. Modelo esquematico de carcinogénesis (Herrera y Garcia, 2003).



medioambientales contribuyen al incremento en la morbilidad y mortalidad de

distintos tipos de cancer (Cavia et al., 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que una de las principales
causas de muerte en las mujeres es el cancer, principalmente de tipo
ginecoldgico. Sin embargo, los hombres no se encuentran exentos de esta
enfermedad, de tal manera que dentro del grupo de tumores malignos que se ha
encontrado que afectan a ambos sexos, el cancer de pulmén, traquea y bronquios
tiene mayor incidencia en los varones (WHO, 2013). Asimismo, la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) sefala al cancer cérvico-uterino como un
importante problema de salud publica entre las mujeres del mundo en desarrollo,
especialmente en América Latina y el Caribe. Igualmente reporta que, aun
cuando esta enfermedad puede evitarse en gran medida, los esfuerzos colectivos
para prevenirla no han logrado disminuir su efecto en la region de las Américas

(PAHO, 2012).

En México, al igual que en el plano internacional, existe un incremento en los
casos de céancer (INEGI, 2010). Durante 2009 las principales causas de
morbilidad hospitalaria en la poblacibn mexicana fueron por tumores malignos
en los 6rganos hematopoyéticos (leucemias en su mayoria) con 17.9%; 6rganos
digestivos con 14.8%; y mama con 12.5% de los casos; en contraste, los tumores
del labio, de la cavidad bucal y de la faringe (1.6%); ojo y sus anexos (0.5%) y
los tumores malignos (primarios) de sitios multiples independientes (0.1%),

presentan los porcentajes mas bajos (INEGI, 2012).



Entre los hombres, las principales causas de morbilidad hospitalaria se
presentaron en érganos hematopoyéticos (22.8%); 6érganos digestivos (17.5%);
y del tejido linfatico y afines que incluye sarcoma de Kaposi y linfoma de células
T, periférico y cutaneo (9.8%). Mientras los que reportaron menos casos fueron
en tumores de 0jo y sus anexos (0.6%); mama (0.4%); y los tumores malignos

(primarios) de sitios multiples independientes (0.1%) (INEGI, 2012).

En las mujeres, el cancer de mama constituye la principal causa de morbilidad
hospitalaria (22.0%); seguida de los tumores de los 6rganos hematopoyéticos
(14.1%) y de los organos genitales femeninos (13.5%). En contraste, las tasas
mas baja se observan para el cancer de labio, de la cavidad bucal y de la faringe
(1.2%), ojo y sus anexos (0.5%) y los tumores malignos (primarios) de sitios

multiples independientes (0.1%) (INEGI, 2012).

2.2. Productos naturales

El término productos naturales es frecuentemente utilizado de manera indistinta
al concepto de metabolitos secundarios, los cuales resultan de gran interés
debido a sus efectos bioldgicos en otros organismos (Hanson, 2003). Existen
varios programas para la deteccion de compuestos bioactivos en multiples
especies, los cuales han permitido el desarrollo de nuevos farmacos, como el
taxol, compuesto ampliamente utilizado para el tratamiento de varios tipos de

cancer (Boik, 2001). Los productos naturales muy frecuentemente juegan un



papel en la regulacién de las interacciones entre plantas, microorganismos,
insectos y animales. Estos pueden ser sustancias empleadas para defensa, con
la finalidad de repeler a los organismos predadores, o para favorecer la
reproduccion y distribucion de la especie por medio de la atraccién de insectos
polinizadores, también estas moléculas biolégicas desempefian un papel en la
comunicaciéon quimica actuando como hormonas (Morrissey, 2009). Los
metabolitos secundarios, parecen no participar directamente en el crecimiento y
desarrollo, asociandose mas con funciones especiales, como lo puede ser de
defensa, y su biosintesis se halla restringida a fases especificas del desarrollo,
tanto del organismo como de las células especializadas, y a periodos de estrés
causados por la deficiencia de nutrientes, factores ambientales, o el ataque de
microorganismos. El metabolismo secundario se puede definir como la
biosintesis, transformacion y degradacion de compuestos endégenos mediante

proteinas de especializacion (Azcén y Talén, 2000).

La utilizacion de productos naturales con finalidad terapéutica remota a épocas
sumamente antiguas y aun en nuestros dias contindan siendo importantes, pues
el desarrollo de la medicina moderna conllevé al perfeccionamiento de farmacos
efectivos sintetizados a partir de precursores obtenidos de plantas medicinales
(Lee, 1999). La gran mayoria de los agentes farmacéuticos utilizados en
padecimientos tales como el cancer tienen su origen, de una u otra manera, a
partir de fuentes naturales. Actualmente, el interés por los productos naturales en

la sintesis de farmacos se ha incrementado. En el afio de 1961, nueve



compuestos derivados de plantas fueron aprobados para su utilizacion como
agentes anticancerigenos, siendo vinblastina, vincristina, vinorelbina, etopdésido,
teniposido, paclitaxel, docetaxel, topotecan e irinotecan (Lee, 1999). Se estima
gue mas del 40% de los medicamentos actuales tiene su origen en los productos

naturales (Hanson, 2003).

2.3. Generalidades de Asparagus spp.

El esparrago (Asparagus officinalis L.) es una especie herbacea perenne,
monocotiledonea, nativa de Europa y Asia. Pertenece a la familia de las Liliaceae
junto con otras 150 especies. Dentro el género Asparagus existen otras que no
son comestibles, pero que son usadas como plantas ornamentales (A. sprengeri,
A. plumosus, A. laricinus y A. recemosus) (Fuentes Alventosa, 2009). Como
cultivo el espéarrago se desarroll6 en la zona del Mediterraneo y se expandi6 hacia
el noroeste de Europa en la época de los romanos. Se adapta a una gran
variedad de ambientes, tales como climas desérticos (norte de México, Peru),
mediterraneos (Chile central y California), marinos (sur de Chile, Nueva Zelanda,
Inglaterra) y templados frios (Polonia) por lo cual hoy en dia es un cultivo de
amplia distribucién mundial (Del Pozo 1999). La planta del esparrago posee una
parte subterranea, la cual esta constituida por un rizomay el sistema radical, que
en conjunto forman lo que se denomina “corona” (Figura 2) y una parte aérea

compuesta por tallos erectos, ramos y hojas, los cuales constituyen el helecho;
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sobre el cual se desarrollan las flores y frutos (Figura 3) (Del Pozo 1999; Fuentes

Alventosa, 2009).

Los primeros vestigios de esparragos aparecieron en forma de pinturas en los
monumentos egipcios hace mas de 5,000 afios. Eran dibujados atados en
manojos con dos o tres ligaduras, los cuales eran utilizados como ofrenda a los
dioses. Actualmente, el esparrago es cultivado aproximadamente en 40 paises,
ocupando México el cuarto lugar en produccion. A nivel nacional la produccién
se concentra en los estados de Baja California Norte, Baja California Sur,
Guanajuato y Sonora, destacando este Ultimo por su volumen de produccién
(OEIDRUS, 2009). ElI municipio de Caborca, es el principal productor de
esparrago en Sonora, aportando alrededor del 60% de la produccién, y esto
debido a que las caracteristicas edafolégicas y el clima desértico de la zona le

aportan una calidad especial al producto (Valencia, 2007).

La hortaliza del esparrago se clasifica en dos grupos principales: el esparrago
verde y el esparrago blanco. Desde el punto de vista botanico, el esparrago
blanco y verde constituye la misma planta. La diferencia entre uno y otro surge
de la forma en que ha crecido el brote. Mientras los brotes jévenes de los
esparragos estan creciendo dentro de la tierra, son de color blanquecino, pero
cuando emergen del suelo y se exponen a la luz, adquieren una coloracién verde

debido a que la misma activa la funcién clorofilica.
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Figura 2. Rizoma y raices de una planta de esparrago (Del pozo 1999).
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Helecho

Rizoma

Semilla——— £

Figura 3. Tallo y helecho de una planta de esparrago, con flores, frutos y semillas (Del

Pozo 1999).
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El esparrago blanco, por lo tanto, se recolecta tan pronto como emerge de la
tierra, mientras que los verdes se espera a cortarlos cuando alcanzan una altura
sobre el suelo de unos 20 cm (Perfetti, 1999). Desde el punto de vista agricola,
el esparrago verde tiene una mejor adaptacion a diferentes tipos de suelos y
condiciones geograficas. Es mas facil su mecanizacion por lo que se requieren
menores labores de cultivo y costos de produccion, existiendo una menor
exigencia de mano de obra y una mayor flexibilidad en las fechas de la
recoleccion (Fuentes-Alventosa, 2009). Las caracteristicas organolépticas y los
usos culinarios de cada tipo de esparrago son diferentes. El verde se caracteriza
por tener mayor valor nutritivo, textura carnosa y firme, aroma mas intenso y
sabor ligeramente mas dulce, mientras el blanco tiene un mayor contenido en
azucares y mas fibra. Ambos tipos de esparragos son cultivados a nivel mundial,
aungue tradicionalmente el tipo blanco se ha cultivado en China y Europa,
mientras que el tipo verde en México, en el sur de la Peninsula Ibérica, Estados

Unidos y Europa.

2.4. Actividades bioldgicas del espéarrago

El esparrago, ademas de ser una hortaliza muy apreciada por sus caracteristicas
organolépticas y nutricionales, se puede considerar un alimento de gran calidad
funcional ya que contiene diversos fitoquimicos que le confieren una actividad

biolégica importante (Bast, 2005). Entre estos compuestos destacan los
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compuestos de tipo fendlicos (como acidos hidroxicinamicos y flavonoides),
saponinas, esteroles, fructanos y polisacaridos de la pared celular. Estudios
farmacoldgicos (Yu et al., 1996; Kamat et al., 2000; Wiboonpun et al., 2004) han
demostrado que extractos de esparrago poseen diversas actividades biologicas,
siendo de especial interés la capacidad antioxidante y la actividad antitumoral
(Kongkaneramit et al., 2011; Almehdar et al., 2012). Otra actividad biolégica de
gran importancia reportada en el esparrago es su capacidad de influir sobre el
metabolismo de lipidos y ayudar a disminuir los niveles de colesterol en el
organismo, esta propiedad ha sido atribuida a la presencia de algunos esteroles
y saponinas (Garcia et al., 2011), sin embargo, este tipo de compuestos también
han sido reportados con actividad anticancerigena (Shao et al., 1996). En las
Gltimas décadas se han realizado investigaciones que han revelado que las
saponinas procedentes de diferentes vegetales disminuyen los niveles de
colesterol en plasma, tanto en animales de experimentacion como en humanos.
Grandes micelas formadas por la interaccién de saponinas con los acidos biliares
conllevan al aumento de su excrecion, cuando se consumen alimentos ricos en
saponinas (Oakenfull, 1986; Oakenfull et al., 1990). Por lo tanto, el metabolismo
acelerado del colesterol en el higado causa una disminucion del colesterol en

plasma.
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2.4.1. Actividad antiproliferativa de Asparagus spp. sobre lineas celulares

cancerigenas

Yang Shen y colaboradores (Yang Shen et al., 2011) reportaron la presencia de
una saponina, aspacochioside, aislada por primera vez de Asparagus
cochinchinensis la cual mostré importante actividad antiproliferativa en la linea
celular carcinégena, A-549 (carcinoma de pulmén humano). Se ha reportado que
esparrago (Asparagus officinalis L.) cultivado en la regién de Arabia Saudita
posee actividad antiproliferativa sobre distintas lineas celulares carcinégenas,
con valores de ICso (concentracion inhibitoria a la cual se reduce al 50 % la
proliferacion celular) bajos (MCF7, HelLa, HepG2: 19.9, 33.0 y 23.0 ug/mL
respectivamente) (Almehdar et al., 2012). Asimismo Park y colaboradores en el
2011 reportaron actividad antiproliferativa importante del extracto hidro alcohdlico
de Asparagus cochinchinensis sobre la linea celular HepG2, con un valor de I1Cso

de 72.33+0.34 pg/mL (Park et al., 2011).

2.5. Métodos para evaluar viabilidad celular

La viabilidad celular se define como la identificacion de células vivas o muertas
en una muestra total. La viabilidad celular se puede identificar cualitativa o
cuantitativamente por: 1) cambios morfoldgicos, 2) cambios en la permeabilidad
de la membrana, 3) cambios en la actividad enzimética y/o 4) métodos

colorimétricos e inmunoensayos.
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Una de las técnicas mas utilizadas para evaluar la viabilidad celular son aquellas
en las que se utilizan colorantes con propiedades de fluorescentes, los cuales se
dividen en ensayos de exclusion y de inclusion. Entre los primeros encontramos
los colorantes organicos, como el azul tripano, eosina, rojo Congo y eritrosina B,
asi como el loduro de propidio o el bromuro de etidio. Los ensayos de inclusion
evallan la integridad de la membrana celular, siendo los mas utilizados el
Dicetato de Fluoresceina (FDA) o la calceina. Estos se caracterizan por atravesar
la membrana plasmatica, se hidrolizan por las esterasas y dan lugar a una
fluorescencia dentro de la célula, siempre que ésta se encuentre en estado
funcional (Widholm, 1972).

Otra técnica para determinar la viabilidad en suspensiones celulares, es el
método conocido como MTT, este es un ensayo colorimétrico cuantitativo que
mide la actividad metabdlica de las células en fase de proliferacion activa. Este
método se basa en la capacidad que presenta la succinato deshidrogenasa
mitocondrial de las células eucariotas vivas para convertir el bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) que es de color amarillo y actia de
sustrato, en un producto azul oscuro (formazan), lo cual se traduce en un
incremento en los valores de absorbancia de la muestra, cuya cantidad es

directamente proporcional al nimero de células vivas (Mosmann, 1983).
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3. JUSTIFICACION

El esparrago representa uno de los principales cultivos de la region de Caborca, Sonora,
México; el cultivo de esta hortaliza posee alta rentabilidad debido a que posee alta
demanda en el mercado internacional. Adicionalmente, ocasiona gran derrama
econdmica y generacion de empleos para la zona durante todo el afio, pero
principalmente durante la cosecha. Actualmente existen reportes en la literatura acerca
de una amplia gama de actividades biolégicas que esta hortaliza posee, sin embrago, no
hay estudios sistematicos sobre las actividades biol6gicas del esparrago que se cultiva
en la region de H. Caborca, Sonora. Motivo por el cual es necesario incrementar el
conocimiento acerca del esparrago lo cual daria un valor agregado a este producto de
tanta importancia econémica para la region; ya que este vegetal podria ser fuente
potencial para la busqueda de compuestos quimicos bioactivos con posibilidad de
aplicaciones como nuevos tratamientos contra el cancer, los cuales se busca que sean
mas efectivos y con menos efectos secundarios que los que existen actualmente,
impactando de manera positiva en el bienestar de los pacientes asi como en la

continuidad del tratamiento.
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4. OBJETIVOS

4.1. General
Evaluar la actividad antiproliferativa del extracto metandlico de esparrago

(Asparagus spp.) frente a las lineas celulares HelLa, A-549 y L-929.

4.2. Especificos
1) Generar el extracto metanolico de esparrago (Asparagus spp).

2) Determinar la actividad antiproliferativa del extracto metandlico de
Asparagus spp. en lineas celulares cancerigenas de humano HelLa
(carcinoma de cérvix) y A-549 (carcinoma de pulmén), asi como en la

linea celular normal L-929 (tejido conectivo subcutaneo murino).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materia prima

El esparrago utilizado como materia prima en este trabajo fue recolectado por
Caballero (Caballero, 2013) en el campo San José (longitud norte 30°40°02”,
longitud oeste 112°11'52”), el cual esta ubicado en la Costa del Estado de Sonora
en el tramo carretero Caborca — Desemboque. Dicha recoleccion se realizd
durante la cosecha de febrero de 2013. El vegetal cortado se transporté a
temperatura ambiente en bolsas plasticas y congelado en el laboratorio a -20 °C

hasta su procesamiento.

5.2. Liofilizacién del espéarrago

La muestra del vegetal fue descongelada a temperatura ambiente. Una vez
descongelado el espéarrago (2 Kg) fue lavado con abundante agua corriente y
posteriormente con agua destilada. El esparrago se dividié en dos partes, parte
comestible, EPC (parte verde del vegetal, 1600 g) y parte no comestible, EPNC
(parte blanca del vegetal, 400 g). Ambas partes fueron cortadas en pequefos
trozos uniformes de aproximadamente 1 cm. Las muestras fueron congeladas a
-20 °C en bolsas plasticas de cierre hermético y posteriormente fueron liofilizadas
con la finalidad de deshidratarlas. El proceso de liofilizacion se llevé a cabo
durante 10 dias continuos a una temperatura de -48 °C y una presion de 0.120

mBar (Caballero, 2013) en un liofilizador LABCONCO freezone 2.5.
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5.3. Obtencién de los extractos metanodlicos

Las muestras liofilizadas (EPC y EPNC) fueron trituradas hasta obtener un polvo,
el cual se colocé en un matraz y se le adicion6 metanol absoluto en una
proporcion 1:10 (p:v). La mezcla se mantuvo en agitacion constante por un
periodo de 10 dias a temperatura ambiente y protegida de la luz. Una vez
trascurrido el tiempo se filtré con papel Whatman No.4. El filtrado recuperado se
concentrd en un rotavapor (Buchi switzerland, modelo R-215) a presion reducida,
130 rpm y a temperatura constante la cual fue aproximadamente de 40 °C. Los
extractos metandlicos fueron almacenados en oscuridad a -20 °C hasta su

utilizacion (Hernandez et al. 2007).

5.4. Lineas celulares

Para la evaluacion de la inhibicion de la proliferacién celular se utilizaron las
lineas celulares cancerigenas, HelLa (carcinoma de cérvix humano), A-549
(carcinoma de pulmon humano), asi como en la linea celular normal L-929 (tejido
conectivo subcutdneo murino) las cuales fueron adquiridas de ATCC (American
Type Collection, Rockville, MD, USA). Los cultivos se mantuvieron en el medio
Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado al 5% con suero fetal
bovino (SFB) a una temperatura de 37°C, en una atmaésfera de 5% de CO2 y una
humedad relativa de 80-90% en una incubadora Isoterm (Fisher Scientific, USA)

(Valencia et al., 2012).
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5.5. Evaluacion de la actividad antiproliferativa

Para evaluar el efecto antiproliferativo de los extractos metandlicos del esparrago
(EPC y EPCN) sobre las distintas lineas celulares, se utilizé el método estandar
de las sales de tetrazolio (MTT) (Mosmann 1983) con ligeras modificaciones
(Hernandez et al., 2007). Los ensayos se realizaron utilizando cultivos celulares
en fase de crecimiento logaritmico. Se obtuvieron suspensiones celulares de
200,000 células/mL, las cuales fueron incubadas en placas de 96 pozos de fondo
plano (Costar, Corning, N.Y. USA) (1 x 104 células por pozo, 50 uL) en presencia
de diferentes concentraciones de los extractos a evaluar. Los cultivos se
incubaron a una temperatura de 37°C, en una atmosfera de 5% de CO:z y una
humedad relativa de 80- 90% en una incubadora Isoterm (Fisher Scientific, USA)
por 48h. En experimentos preliminares, se establecié que el uso de DMSO en un
rango de 0.06 — 2.0% no causa dafio en las células. Previamente, los extractos
metandlicos de esparrago se disolvieron en DMSO y subsecuentemente se
disolvieron en medio de cultivo. En las ultimas 4 horas de incubacion con los
extractos se adicionaron 10 puL de MTT (5 mg/mL) para determinar la proliferacion
celular. El ensayo de MTT es un método colorimétrico que mide la proliferacion y
viabilidad de un cultivo celular. Se basa en la habilidad de las enzimas
mitocondriales deshidrogenasas (reductasas), presente solo en células viables,
de unirse a los anillos de la sal de tetrazolio (MTT) de coloracion amarilla
[bromuro de 3-(4,5-dimetitiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio], para reducirlo a cristales

de formazan de color azul-purpura; dichos cristales son impermeables a la
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membrana celular, dando como resultado una acumulacion de éstos dentro de
las células sanas. La reduccién de esta sal sélo se realiza en células vivas y la
cantidad de formazan es proporcional al nimero de células vivas. Los cristales
de formazan resultantes se solubilizaron con isopropanol acidico y la absorbancia
de la solucion colorida se obtuvo a 570 nm — 655 nm en un lector de ELISA

(Multiskan EX, ThermoLabSystem).

5.6. Andlisis estadistico

Para andlisis de los datos se realizdé una estadistica descriptiva y comparacion

de medias.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Rendimiento de la extraccion metanélica

Se procesaron 2 Kg de esparrago el cual fue recolectado en el mes de febrero
de 2013. El vegetal se dividio en dos partes: la parte verde del turion (espéarrago
parte comestible, EPC) y la parte blanca (esparrago parte no comestible, EPNC)
(Figura 4). Posteriormente, se cortaron en trozos pequefios uniformes (de 1 cm
aproximadamente). Se obtuvieron 1600 g de EPC y 400 g de EPNC. Ambas
partes del esparrago fueron congeladas a —20 °C y se procedio a su liofilizacion;
después de la liofilizacion se obtuvieron 124.6 g del espéarrago parte comestible
y 44.7 g de la parte no comestible; lo cual indica un alto contenido de agua en el
vegetal, 92.2 % de agua en EPC y 88.8% de agua en EPNC (Tabla 1). Estos
resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Caballero en el 2013,
quien en su trabajo también obtuvo mayor contenido de agua en la parte verde
del esparrago (EPC, 93.04%) que en la no comestible del vegetal (EPNC,

90.95%).

La extraccion metandlica se llevéd a cabo utilizando una proporcion 1:10 (p:v). En
la Tabla 2 se muestran los porcentajes de rendimiento para el EPC y EPNC. Se
obtuvo mayor rendimiento de extracciéon en el EPNC que para el EPC, 24.4% y
18.7%, respectivamente. Estos resultados fueron mayores que los obtenidos por

Caballero (2013), quien reporté un rendimiento del 2.1% para el extracto
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Figura 4. A) Esparrago completo. B) Esparrago parte comestible (EPC). C) Esparrago

parte no comestible (EPNC).
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Tabla 1. Rendimiento del proceso de liofilizacion del espéarrago.

Parte del Peso del Peso del Contenido de
esparrago esparrago fresco esparrago agua (%)
(@) liofilizado (g)
**EPC 1600 124.6 92.2
*EPNC 400 44.7 88.8

*EPC.- Parte comestible del esparrago. *EPNC.- Parte no comestible del esparrago

Tabla 2. Rendimiento de la extraccién metandlica.

Parte del Peso del Extracto Rendimiento (%)
esparrago esparrago (g) metandlico
recuperado (g)

*EPC 124.6 23.3 18.7

*EPNC 44.7 10.9 24.4

**EPC.- Parte comestible del esparrago. *EPNC.- Parte no comestible del esparrago.
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metandlico de la parte comestible del esparrago (EPC) y 0.85 % para el extracto

de la parte no comestible del esparrago (EPNC).

6.2. Actividad antiproliferativa de los extractos metandlicos del esparrago

Para evaluar la actividad antiproliferativa de los extractos metandlicos del
esparrago (EPC y EPNC), se realizaron ensayos in vitro utilizando las lineas
celulares cancerigenas: HeLa y A-549, asi como la linea celular normal L-929.
Las concentraciones evaluadas fueron 400, 800, 1600 y 3200 ug/mL. El extracto
metandlico de la parte comestible del esparrago (EPC) mostré mayor actividad
antiproliferativa que el extracto metandlico de la parte no comestible (EPNC)
sobre las lineas cancerigenas utilizadas (HeLa y A-549), con un valor de ICso de
2563.4 + 4.5 y 2853.6 + 22.8 ug/mL, respectivamente. Sin embargo, el EPC
también ejerci6 actividad antiproliferativa frente a la linea celular normal utilizada
como control, L-929 (ICso de 3002.7 + 4.5 ug/mL), lo cual no es un efecto
deseable, ya que se buscan bioactivos que presenten actividad diferencial
preferente hacia células cancerigenas. En el caso del extracto metandlico de la
parte no comestible del esparrago (EPNC) se observaron valores de ICso
mayores a 3200 ug/mL (corresponde la concentracion maxima evaluada) frente

atodas las lineas celulares utilizadas. En la Tabla 3 se muestran los valores
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Tabla 3. Actividad antiproliferativa (ICs0)® de los extractos metandlicos de
esparrago

Extracto metandlico Lineas celulares
L-929 HelLa A-549
Esparrago parte 3002.7 +4.5 2563.4 +27.8 2853.6 £ 22.3
comestible (EPC)
Espérrago parte no > 3200 > 3200 > 3200

comestible (EPNC)

2 |Cso. Los valores de extractos de esparrago (ug/mL) representan la media de por lo
menos tres experimentos independientes + la desviacion estandar.
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de ICso para cada uno de los extractos evaluados en las lineas celulares
mencionadas. De acuerdo a los criterios del Instituto Nacional del Cancer de los
EUA, en cual considera que un extracto tiene actividad alta si la ICso es < 30
Mg/mL, media si es de 31-60 pg/mL y baja si es de 61-99 pg/mL (Moo-Puc, 2009);
tanto el EPC como el EPNC se consideran de baja actividad antiproliferativa. En
las Figuras 5A y 5B se muestra la actividad antiproliferativa de EPC y EPNC,
respectivamente, sobre la linea celular normal L-929; asimismo en la Figura 6A
y 6B la actividad antiproliferativa de EPC y EPNC frente a la linea cancerigena
HelLa y en la Figura 7A y 7B sobre la linea celular cancerigena A-549. Park y
colaboradores en el 2011, reportaron valores menores de ICso para extracto
hidro-alcohdlico (etanol 70%) para extracto de Asparagus conchinchinesis
(127.55 * 4.50 ug/mL) sobre la linea celular cancerigena HepG2 (carcinoma de
higado humano), la cual disminuyé (fue mas efectivo) al utilizar las fracciones de
acetato de etilo y butanol del extracto hidro-alcohélico, las cuales presentaron
valores de ICsode 75.92 + 0.08 y 16.09 £ 0.24 pg/mL, respectivamente (Park et

al., 2011).
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Figura 5A. Actividad antiproliferativa del EPC sobre la linea celular normal
L-929.
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Figura 5B. Actividad antiproliferativa del EPNC sobre la linea celular normal
L-929.
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Figura 6A. Actividad antiproliferativa del EPC sobre la linea celular HelLa.
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Figura 6B. Actividad antiproliferativa del EPNC sobre la linea celular HeLa.
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Figura 7B. Actividad antiproliferativa del EPNC sobre la linea celular A-549.
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7. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:

e Los extractos metandlicos del esparrago de la regién agricola de la Costa de
Caborca, Sonora poseen baja actividad antiproliferativa frente a las lineas
celulares HelLa y A-549.

e El extracto metandlico de la parte comestible del esparrago (EPC) mostr6 mayor
actividad antiproliferativa que el extracto metanélico de la parte no comestible del
esparrago (EPNC) sobre las lineas celulares utilizadas.

e EI EPC mostr6 actividad antiproliferativa diferencial entre las lineas celulares

cancerigenas (HeLa y A-549) y la linea celular normal (L-929).
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8. RECOMENDACIONES

Fraccionar el extracto metandlico del esparrago (EPC) con la intencién de

mejorar la actividad antiproliferativa de este.

Realizar la caracterizacién quimica del esparrago de la regiébn de Caborca,

Sonora con el objetivo de aislar e identificar el o los compuestos responsables de

la actividad antiproliferativa encontrada.

Evaluar otras actividades biolégicas en los extractos metandlicos del espéarrago,

algunas como hipoglucemiante, antimutagénica, antibacteriana, entre otras.
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10.APENDICES

Apéndice A.

Método de reduccion de MTT

Este meétodo se fundamenta en la reduccién de 3-(4,5-dimeltiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro (MTT). Este es un colorante amarillo palido, soluble en
agua, el cual es reducido tempranamente en células viables, por componentes
de la cadena respiratoria, a formazan (cristales azul violeta, insolubles en agua),
fundamentalmente por la respiracidon (deshidrogenasas mitocondriales); la
reduccion de esta sal solo se realiza en células vivas y la cantidad de formazan

es proporcional al nimero de células vivas.

Preparacion de la solucién de MTT de 5 mg/mL

Reactivos
- MTT (Sigma — Aldrich)

- PBS 1X estéril

Equipo
- Campana de flujo laminar (purifier class Il Biosafety cabinet, LABCONCO).
- Balanza analitica.
- Jeringa (estéril).
- Filtros de 0.22um (Millipore GSWP02500).

- Vortex.
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Procedimiento:

1) Pesar 5 mg de MTT por cada mililitro de solucién que se desee preparar en
un tubo conico (Falcon).

2) Con una pipeta estéril, adicionar PBS 1X (1 mL por cada 5 mg de MTT) y agitar
vigorosamente en vortex.

3) Esterilizar la solucién por filtracion con ayuda de una jeringa estéril y un filtro
Millipore de 0.22 pum.

4) Almacenar en un tubo conico estéril, protegido de la luz a -20 °C hasta su uso.
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Apéndice B.

Preparacion del medio de cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (D-MEM)

El medio de cultivo celular constituye un elemento fundamental para el cultivo “in
vitro” de células, tejidos, desarrollo de embriones, etc. Los medios de cultivo
tienen una serie de componentes generales y especificos cuya presencia y
concentraciones estard en dependencia del objetivo que se persiga en su
utilizacion. ElI medio de cultivo D-MEM se utiliza para cultivos de todo tipo de
lineas celulares, este medio de cultivo se suplementa con suero fetal bovino al

5% o al 10% segun sea la aplicacion.

Preparacion paral L de medio de cultivo

Reactivos

D-MEM 13.37 g

- L-Arginina 0.116 g

- L-Asparagina 0.036 g

- Bicarbonato de Sodio 2 g

- HEPES2.38¢g
*Nota ajustar pH enelrangode 7.2 - 7.4

- Piruvato de sodio 10 mL
- L-Glutamina 7.5 mL
- Penicilina 10 mL

- Suero fetal bovino al 5% (50 mL)
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En 1000 mL de agua destilada adicionar todos los reactivos antes mencionados
y agitar en un vaso de precipitado hasta que se disuelvan completamente.
Posteriormente ajustar el pH en un rango de 7.2 - 7.4 (debe utilizarse NaOH 1N
o HCI 1 N).

Una vez ajustado en pH se esteriliza por filtracion dentro de una campana de flujo

laminar. Se almacena en un frasco estéril a 4 °C hasta su uso.
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Apéndice C.

Preparacién de PBS 10X

Reactivos

- NaH2POs (0.19 g)
- NazHPOa (1.2 g)

- NaCl(8.59)

Equipo

Campana de flujo laminar

Balanza analitica digital

Bomba de vacio

Sistema de filtracion (sterile aseptic system, millipore corporation)

Espatula

Para preparar 1 L de solucion pesar las cantidades de los reactivos indicadas
anteriormente y verterlos en una vaso de precipitado que contenga 800 mL de
agua destilada, agitar un poco asegurando que quede bien disuelto. Después se

aforar con agua destilada hasta 1 L.
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