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RESUMEN

El cdncer de mama es el cdncer mas frecuentemente diagnosticado en mujeres alrededor del mundo
con mas de 2 millones de nuevos casos en 2020. México ocupa el primer lugar en incidencia. Dentro
de los factores de riesgo tenemos a los ambientales, especialmente de las sustancias quimicas que
han mostrado tener la capacidad de estimular el tejido glandular de la mama. Los hidrocarburos
aromaticos policiclicos han sido de mucho interés debido a su amplia distribucidn, persistencia en
el ambiente por largos periodos y por su capacidad de bioacumularse en los alimentos y en el tejido
adiposo de humanos y animales. El Benzo[a]Pireno (B[a]P) es un hidrocarburo aromatico policiclico
(HAP), se produce principalmente mediante la quema de combustibles fésiles, madera y otros
materiales organicos. La exposicidon a corto plazo de las células a B(a)P da como resultado una
elevacién transitoria de las Especies Reactivas de Oxigeno, lo que conduce a la induccidn de la
proliferacién celular y el dafio al ADN. Numerosos estudios nos indican que un alto consumo de
frutas y vegetales esta asociado con un decremento en el riesgo de cancer de mama. Las verduras
cruciferas pertenecen a la familia Brassicaceae también conocida como Cruciferae dentro del orden
de las Brassicales. Casi todas las cruciferas contienen metabolitos secundarios conocidos como
glucosinolatos, sus derivados son los isotiocianatos, y en particular sulforafano, inducen la expresion
de enzimas antioxidantes. Otro mecanismo por el cual los isotiocianatos pueden actuar es por medio
de los isotiocianatos que se unen al receptor de hidrocarburos de arilo (AhR) translocando al nucleo
al complejo con AhR para interactuar con el elemento responsable xenobidticos (XRE) localizados
en las regiones promotores de algunos genes. Paso siguiente recluta coactivadores y factores de
transcripcién resultando en una transactivacién, mientras que los ITC activan genes de la via de los
antioxidantes por medio de la via elemento respuesta antioxidante (ARE). Por tal motivo es
necesaria la busqueda de moléculas que nos ayuden a disminuir el proceso tumorigénico en células

de mama que son expuestas ante cancerigenos quimicos y al mismo tiempo aclarar las rutas por la



cuales se lleva a cabo ese efecto bioldgico proporcionando informacidn sobre la identificacion
temprana de biomarcadores que nos puedan ayudar a descubrir una importante intervencion para
la prevencién del cancer de mama. En este trabajo se evalud el efecto de dos liofilizados uno de
brotes de brdcoli y otro de la hoja de la col lombarda sobre un modelo de transformacién celular
mediado por un cancerigeno B[a]P, encontrando que el B[a]P puede incrementar la proliferacidon y
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), un dato importante ante la alta incidencia y
mortalidad de esta enfermedad, asi como en otros tipos de cdncer desde los procesos donde se

involucra el metabolismo y la oxidacién.

1. INTRODUCCION

El cancer es la enfermedad de las alteraciones fisiopatoldgicas en el proceso inherente de
divisién celular, se ha perfilado como un importante trastorno responsable de un gran nimero de
muertes al afio en todo el mundo (Matthews et al., 2021). El cambio en el medio ambiente debido
a la industrializacién, junto con el estilo de vida y la alimentacién se consideran importantes ya que
influyen considerablemente en la incidencia del cancer (Eala et al., 2022). El cdncer de mama es el
cancer mas frecuentemente diagnosticado en mujeres alrededor del mundo con mas de 2 millones
de nuevos casos en 2020 (Sung et al., 2021). México no es la excepcién y en 2020, de acuerdo con
lo reportado por Globocan, el cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia(Cancer, 2020).
Estos grados de incidencia se han ido incrementado en las ultimas tres décadas, debido al aumento
en los factores de riesgo. Estos factores de riesgo no han podido explicar el incremento del cancer
de mama en mas del 50 por ciento de los casos. Debido a estas circunstancias, en los ultimos 20
afios se han iniciado estudios dirigidos a los factores ambientales, especialmente de las sustancias

guimicas que han mostrado tener la capacidad de estimular el tejido glandular de la mama. El



desarrollo del cancer es multifactorial desde la influencia ambiental, estrés o tipo hereditario, sin
embargo, los factores varian de paciente a paciente (Cheung & Vousden, 2022). Uno de los sellos
distintivos del cancer es el que sostiene la sefializacién de la proliferacion. Podria decirse que el
rasgo mas fundamental de las células cancerosas implica su capacidad para mantener una
proliferacién crdnica. Los tejidos normales controlan cuidadosamente la produccién y liberacion de
sefales promotoras del crecimiento que instruyen la entrada y la progresidn a través del ciclo de
crecimiento y divisidn celular, asegurando asi una homeostasis en la célula (Hanahan & Weinberg,

2011)

A diferencia de los tejidos normales, en las células cancerosas se pierde la homeostasis que
regula cuidadosamente la entrada al ciclo de division celular y, por ende, el nUmero de célulasy la
arquitectura y funcion del tejido. Las células son estimuladas por sefales externas de proliferacion
(principalmente factores de crecimiento) que activan receptores presentes en la superficie celular,
permitiendo la activacidn consecutiva de vias de sefializacion intracelular y la proliferacion de la
célula favoreciendo su supervivencia (Hanahan & Weinberg, 2011). En las células tumorales se
observan mutaciones en los genes involucrados en estas vias de sefializacion, generalmente son
oncogenes que mantienen activa la proliferaciéon de manera anormal, esto lo pueden hacer
estimulando a las células vecinas para la sintesis de ligandos similares a los factores de crecimiento
qgue estimulan a la célula tumoral; pueden aumentar la expresion de receptores de tirosina cinasa
en la superficie, haciéndose hipersensibles; presentando mutaciones en los receptores de superficie
o en las proteinas de la via de sefalizacion rio abajo del receptor lo que las mantendria
constitutivamente activas. Las mutaciones en la via de sefalizacidn proteina cinasas activadas por
mitégenos (MAPK) que se encuentran rio debajo de los receptores de tirosinas cinasa, explican el
desarrollo de una serie de tumores (Belden & Flaherty, 2012). Otra via de sefializacion comunmente

alterada en los tumores es la via PI3K-Akt-mTOR, relacionada con la proliferacién y sobrevida, en la
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que se pierde la funcién de la proteina supresora de tumores (PTEN) (Baines et al., 2011). Cuando
se produce un desbalance entre la produccién de oxidantes y antioxidantes, ocurre un estado
conocido como estrés oxidativo donde se puede llegar a producir un dafio celular, esto se puede dar
por medio de un aumento en la produccién de precursores de radicales libres, de un aumento de
las especies reactivas de oxigeno (ERO), de un incremento de las catdlisis prooxidantes, de una
reduccion de los sistemas antioxidantes o por una combinacién de todos ellos juntos, teniendo
como blancos fundamentales a los acidos grasos insaturados de membranas fosfolipidicas, las
proteinasy el ADN. Existen diferentes tipos de dafio oxidativo al ADN entre las que se han reportado:
ruptura del esqueleto azlcar-fosfato de una o de las dos hebras, modificacion de las bases
nitrogenadas y la formacién de uniones cruzadas ADN-ADN o ADN- proteina a través de diferentes
mecanismos (Garcia et al., 2004). Se ha comprobado que las ERO puede estimular el desarrollo
tumoral en sus tres etapas; induccién de mutacidon en el ADN (iniciacidn), estimulacion de la
expansién tumoral del clon mutado (promocién) y promocidon de malignidad en el tumor
(progresién). En la iniciacidn requiere de una modificacion permanente del material genético que
puede ser por la formacidn del OH' generado por la interaccién del H,0; con el hierro (Fe?*) o (Cu®)
constitutivos unidos o cercanos al ADN (Garcia et al., 2004). Incremento del calcio (Ca?*) libre
intracelular, ya sea producto de la movilizacion a partir de sus depdsitos intracelulares (el reticulo
endoplasmatico y la mitocondria) o a través del influjo extracelular. Esta respuesta es provocada
por una sobrecarga de estrés oxidativo que agota las reservas de antioxidantes endégenos, lo que
constituye una seiial para la liberacidn de este elemento; que una vez liberado, ademas de provocar
otras respuestas, conduce a la activacién de endonucleasas que fragmentan al ADN (proceso que
normalmente tiene lugar durante la apoptosis). Estos mecanismos no son excluyentes, por lo que
pueden tener lugar simultdneamente (Garcia et al., 2004). Existe una lista creciente de compuestos

téxicos que, se ha demostrado, estan integrados al ambiente entre ellos los hidrocarburos
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aromaticos policiclicos (HAP), actualmente se ha estimado que el tabaquismo y la dieta son las
principales vias de exposicidn incluso mas significativas que la exposicién a un ambiente laboral.
Actualmente se, se acepta que un gran nimero de casos de cancer de mama se originan por la
exposicién a sustancias toxicas entre ellas los (HAP) que tienen la capacidad de provocar mutaciones
en el ADN (De Célis etal., 2006). Los isotiocianatos (ITC) juegan un papel importante como
anticancerigeno asociado con el consumo de verduras cruciferas, los glucosinolatos (GST) de los
cuales derivan los ITC estan involucrados en la detoxificacion de sustancias tales como los
carcinégenos, sugiriendo que personas que tienen reducida actividad de GST podrian ser susceptible
a contraer cancer. También se ha demostrado que pueden actuar como antioxidantes induciendo
la produccidon de enzimas de fase Il importantes defensas contra el estrés oxidativo y el dafio

asociado con el desarrollo de enfermedades como el cancer (Higdon et al., 2007).

1.1. CANCER

La division celular es controlada por una serie de sistemas que tienen efectos estimulantes
o inhibitorios. El cancer es de origen monoclonal, y para que una célula normal cambie su fenotipo
y se convierta en célula neoplasica deben ocurrir mutaciones genéticas en la misma. Dichas
mutaciones genéticas ocasionan la modificacidon de los productos que en condiciones normales
codificaria el gen vy, finalmente llevaria a un cambio en la funcién proteica y posiblemente al
desarrollo de un cancer (De Civetta & Civetta, 2011). Los principales mecanismos que permiten su
progresion incluyen la evasidon de la apoptosis, la capacidad ilimitada de dividirse, la angiogénesis
mejorada, la resistencia a las sefiales anti-crecimiento y la induccién de sefiales de crecimiento

propias, asi como la capacidad de metastasis (Hanahan & Weinberg, 2000).

La carcinogénesis es un proceso multifactorial que es estimulado principalmente por

predisposiciones genéticas y causas ambientales (De Civetta & Civetta, 2011).
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1.2. CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad donde las células del tejido mamario cambian y se dividen
sin control, dando lugar a un tumor. El cincer de mama es el cancer mas frecuentemente
diagnosticado en mujeres alrededor del mundo con mds de 2 millones de nuevos casos en 2020
(Sung et al., 2021). México no es la excepcidn y en 2020, de acuerdo con lo reportado por Globocan,
el cdncer de mama ocupa el primer lugar en incidencia (Cancer, 2020). Estos grados de incidencia se
han ido incrementado en las Ultimas tres décadas, debido al aumento en los factores de riesgo. El
numero de factores de riesgo de cancer de mama es significativo e incluye tanto factores
modificables como los no modificables. Existen tipos de cdncer de mama in situ, como el carcinoma
ductal in situ (DCIS) y el carcinoma lobular in situ (LCIS). Ademas, estos pueden ser invasivos, siendo

mas del 81 % de los canceres de mama invasivos o infiltrantes. (Society, 2019)

1.2.1. CLASIFICACION DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea cuya valoracién prondstica clasica se

ha basado en parametros clinicos e histopatolégicos en tamafio tumoral y afectacion ganglionar.

La aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas permite estudiar otras variables que nos
pueden ayudar a ser mas especificos en esta indicacién. El indice de proliferacién tumoral,
determinado por la expresiéon de moléculas como Ki67, o la expresidn de receptores hormonales
(RH) o del receptor Her2/neu por las células tumorales son otros factores con valor prondstico y

predictivo de la respuesta a una determinada terapia (Pifiero-Madrona et al., 2008).

1. Luminal A (HR+/HER2-).
2. Luminal B (HR+/HER2+)
3. Enriquecido con HER2 (HR-/HER2+).

4. Triple Negativo (HR-/HER2-).
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1.2.1.1. CANCER DE MAMA LUMINAL.

Los canceres de mama luminales son tumores que presentan receptores a estrégenos (ER)

y comprenden casi el 70 % de todos los casos de cdncer de mama en las poblaciones occidentales.

LUMINAL A:

Constituye el 50-60% de los luminales. Es el subtipo de mejor prondstico, con menos
incidencia de recaidas y mayor indice de supervivencia. Son tumores que expresan (RE+). Presenta

una alta tasa de respuesta a la hormonoterapia.

LUMINAL B:

Constituye el 10-20% de los tumores luminares, presenta una baja expresion de receptores
estrogénicos y mayor expresién de genes de proliferacidn y ciclo celular. A diferencia del subtipo A,
los tumores luminal B son de mayor grado y peor prondstico, son RE+ y pueden ser negativos a
receptores de progesterona (RP-) y/o HER2 positivos, tienen una alta expresion de genes
relacionados con la proliferaciéon (Ki67) (Ades et al., 2014).

1.2.1.2. HER2 POSITIVO:

El grupo enriquecido con Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2)
constituye 10-15% de los canceres de mama, se caracteriza por la alta expresion de HER2 con
ausencia de RE- y RP-, este subtipo expresa genes y proteinas relacionados con la proliferacién
(ERBB2 y GRB7) (Roberts et al., 2013). Los canceres con HER2+ crecen mas rapido que los canceres
luminales. Tienen peor prondstico si se comparan con los luminares y sus tratamientos son dirigidos

al antiHER2.
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1.2.1.3. TRIPLE NEGATIVO:

El cancer de mama triple negativo (TN) estd caracterizado por ser RE-, RP- y HER2-,
constituye cerca del 20 % de todos los canceres de mama, es mds comun entre mujeres menores de
40 afios y mujeres afroamericanas (Plasilova et al., 2016). Son tumores que expresan <1% de RE y
RP por inmunohistoquimica (IHQ) y el HER2 no amplificado, por lo que su comportamiento es
agresivo con alta tasa de recurrencia, la quimioterapia es el Unico tratamiento disponible.(Alcaide
Lucena, Mayo 2021; Eroles, Bosch, Pérez-Fidalgo, & Lluch, 2012; Prat, 2013).

1.3. FACTORES DE RIESGO MODIFICABLES Y NO MODIFICABLES ASOCIADOS AL

CANCER DE MAMA

Como se ha mencionado lineas arriba, el cAncer de mama es una enfermedad multifactorial.
Existen factores de riesgo genéticos, hormonales y ambientales que se vinculan al desarrollo de esta
neoplasia (Carmona, 2019). La mayoria de los tumores de mama estan vinculados con la exposicion
a estrégenos, asi han sido identificadas situaciones en los que los niveles de estrogenos son

relevantes como la menarca temprana.

Los factores de riesgo asociados al cancer de mama incluyen factores que no pueden ser
modificados (no modificables) y factores asociados al estilo de vida, la concientizacidon de habitos
saludables y el enfoque preventivo (modificables). A continuacidn, se desglosa una tabla con los

principales factores asociados al cancer de mama. Tabla 1.
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FACTORES NO MODIFICABLES FACTORES MODIFICABLES
Sexo femenino Terapia de reemplazo hormonal
Edad avanzada Dietilestilbestrol
Historia familiar Actividad fisica
Mutaciones genéticas Sobrepeso/obesidad
Raza/Etnia Consumo de alcohol
Embarazo tardio/ lactancia nula Consumo de tabaco
Periodo menstrual prematuro/ menopausia Vitaminas insuficientes
Densidad del tejido mamario Suplementacion
Antecedentes de cancer de mama Exposicidn excesiva a luz artificial
Enfermedades mamarias no cancerosas Ingesta de alimentos procesados
Radioterapia previa Exposicidon a productos quimicos

Tabla 1.- Lista de factores modificables y no modificables asociados al cdncer de mama

Estos factores de riesgo no han podido explicar el incremento del cdncer de mama en mas
del 50 por ciento de los casos. Debido a estas circunstancias, en los uUltimos 20 afios se han iniciado
estudios dirigidos a los factores ambientales, especialmente de las sustancias quimicas que han

mostrado tener la capacidad de estimular el tejido glandular de la mama.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos han sido de mucho interés debido a su amplia
distribucidn, persistencia en el ambiente por largos periodos y por su capacidad de bioacumularse

en los alimentos y en el tejido adiposo de humanos y animales (De Célis et al., 2006).
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1.4. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS: UN FACTOR DE RIESGO

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son contaminantes ambientales que se
producen a partir de la combustion incompleta de la materia orgdnica, los podemos encontrar en
los escapes de los automdviles (especialmente en los motores a diésel), el humo del tabaco, las
chimeneas de las fabricas, los alimentos asados a la parrilla con carbdn o lefa y el humo de la lefia

(Wogan et al., 2004).

La agencia internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha identificado mas de 476
agentes ambientales ((IARC), 2006) de los cuales 216 han sido identificados como carcinégenos
(agente quimico o fisico especifico que tiene la capacidad de causar cancer en individuos expuestos
a él) los cuales pueden dafiar la glandula mamaria y que han sido probados en animales (Rudel et al.,
2007), estos agentes son detectables en la contaminacion del aire, comida, productos industriales,
farmacéuticos y productos para la agricultura. Entre estos agentes los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, han sido identificados como inductores de estrés oxidativo en estudios in vitro e in vivo

(Burdick et al., 2003) (Guo et al., 2015).

De acuerdo con la Norma oficial NOM-010-STPS-2014, (Agentes quimicos contaminantes del
ambiente laboral-Reconocimiento, evaluacién y control) la clasificacion del riesgo de exposicion a
sustancias quimicas contaminantes del ambiente laboral se debera determinar con base en el Grado
de Riesgo a la Salud o la Categoria de Peligro para la Salud de la sustancia quimica segun lo indicado
en la tabla 2(NOM-010-STPS-2014, 2014). Donde grado 0 es minimamente peligroso, la clasificacion
de riesgo es de 0 y van incrementando a grado 4, severamente peligroso, no obstante, en la
categoria de peligro va de categoria 5 minimamente peligroso hasta categoria 1 severamente

peligroso.
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Grado de Riesgo a la Salud Categoria de Peligro
NOM-018-STPS-2000, para la Salud
Modelo rectéangulo NMX-R-019-SCFI-2011

Grado 0, q
AA . 0 Categoria 5
Minimamente peligroso
) Grado 1, . 1 Categoria 4
Ligeramente peligroso
Grado 2 7
kb . 2 Categoria 3
Moderadamente peligroso
) Grado 3’_ 3 Categoria 2
Seriamente peligroso

Grado 4,
Severamente peligroso

Clasificacién de Riesgo

4 Categoria 1

Tabla 2.- Clasificacion de riesgo y categoria de peligro para la salud Las sustancias quimicas contaminantes
del ambiente laboral segun la norma oficial , se han clasificado en Grado 0 es la minimamente peligrosa, su
clasificacion de riesgo es 0 y en la categoria de peligro para la salud es de categoria 5, hasta llegar a un Grado
4 que es severamente peligroso, su clasificacién de riesgo es 4 y su categoria de peligro para la salud se
encuentra en la categoria 1.

1.4.1. BENZO[A]PIRENO

El Benzo[a]Pireno (B[a]P) es el hidrocarburo aromatico policiclico (HAP) mejor estudiado, se
produce principalmente mediante la quema de combustibles fdsiles, madera y otros materiales
organicos. Tiene la capacidad de permanecer en el medio ambiente; por lo tanto, se ha encontrado
en la atmoésfera (Dutta et al., 2010). Se puede absorber facilmente por tres vias: mediante su
inhalacion, administracién oral y a través de la piel. En el caso de los humanos las principales vias de

exposicién al B[a]P son los alimentos y el aire contaminado (Mo et al., 2021).

Entre los procesos sufridos por los alimentos en los que se ha evidenciado su formacién, se
encuentran: el ahumado, el secado, el tostado, el horneado, la fritura, la extraccion de aceites y la
termo degradacion de lipidos, como es el caso de los aceites comestibles que se someten a

temperaturas elevadas (Castafieda-Ortega et al., 2023).
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El B[a]P tiene la capacidad de elevar las especies reactivas de oxigeno (ERO), por medio de
las reacciones de oxido reduccién generadas por quinonas, derivadas de su metabolismo por
enzimas de fase 1 especialmente las de la familia de los citocromos, las que pueden contribuir a
transformaciones oncogénicas, estas ERO pueden inducir la peroxidacion lipidica que cataliza la
oxidacion de dioles a diol-epdxidos y estos a su vez tienen la posibilidad de unirse al ADN formando

aductos y a las proteinas (Castafieda-Ortega et al., 2023).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha determinado que el B[a]P
es un compuesto carcinogénico para los seres humanos categorizandolo en el grupo 1 de acuerdo

con la tabla 3 es severamente peligroso (Ba et al., 2015).

N° CAS: 50-32-8.

Carcindogeno
Benzo(a) CAS: "CHEMICAL de lalARC
pireno ABSTACTS SERVICE"
division de la sociedad Grupo 1%

Americana de Quimica

Tabla 3.- La agencia internacional para la investigacion del cancer clasifica al B[a]P dentro del grupo 1=
cancerigeno. La evidencia ha probado que es un agente que se asocia con el cancer en seres humanos.

Por otro lado, la Norma oficial NOM-010-STPS-2014 también nos menciona los limites permitidos
de exposicidn a sustancias quimicas contaminantes del ambiente en una jornada de 8 horas de
trabajo donde la connotacion se maneja en 5 etapas Al= carcinégeno confirmado en humanos, A2=
Carcindgeno sospechoso en humanos, A3 = Carcindgeno confirmado en animales con
desconocimiento relevante para humanos, A4 = No clasificado como carcinégeno en humano, y A5=

no sospechoso como carcindgeno en humano y donde la exposicidon promedio ponderado en tiempo
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es (L) indicando que la exposicidn por todas las vias (respiratoria, cutanea e ingestién) debe ser

controlada a un nivel tan bajo como sea posible (NOM-010-STPS-2014, 2014) Tabla 4.

Alteracién/Efect
Connotacion
PPT CToP

Sustancia Quimica

oa la salud

96 Benzo(a)antraceno Cancer de piel 228.30 56-55-3 A2, IBEP (]
97 Benzo(a)Pireno Céncer 252.30 50-32-8 A2, IBEP (8]
98 Benzo(a)fluoranteno Céncer 252.30 205-99-2 A2, IBEP (]

Tabla 4.- Valores limites de exposicion a sustancias quimicas contaminantes del ambiente laboral para una
jornada de 8 horas. En trabajos donde se expone a los carcindgenos los valores permitidos enlistados donde
PM= peso molecular, No. Cas= nimero asignado por el US Chemical Abstracts Service (CAS), Connotacién A2=
Carcinégeno sospechoso en humanos, IBEp = Indice biolégico de exposicién por Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos, VLE= valor limite de exposicién, PPT= Exposicion promedio ponderado en tiempo, (L) Exposicidn
por todas las rutas debe ser controlado a nivel tan bajo como sea posible.

1.4.1.1. METABOLISMO DEL BENZO[A]PIRENO

El B[a]P tiene especial importancia ya que, aunque no es toxico per se, es considerado como
carcindgeno debido a que los metabolitos derivados de su biotransformacion como el B[a]P diol
epoxido (B[a]PDE) tiene propiedades mutagénicas y carcinogénicas (Vazquez-Gomez et al., 2016).
Los efectos carcinogénicos del B[a]P pueden ser explicados, en términos generales, por dos
mecanismos, la via gendmica y la via no gendmica. La primera consiste en la inducciéon de genes
(CYP1, CYP2) que codifican enzimas que participan en la bioactivacion del B[a]P. En la primera fase,
el B[a]P es oxidado por CYP1A1 produciendo (+) y (-) B[a]P -7,8-6xidos. Posteriormente por accidn
del epoxido hidrolasa (EH) hidroliza estos éxidos y se forman (-) y (+) B[a]P-7,8-dioles que son
oxidados una vez mas por CYP1A1 para formar (-) B[a]P-7,8 diol- 9,10 epdxido-1, (+) B[a]P-7,8 diol-
9,10 epoxido 2 (B[a]PDE) que son las formas toxicas. La fase 2 consiste en la conjugacion de B[a]PDE
generados en la fase 1 con moléculas polares principalmente por la glutation-S-tranferasa (GST) y

de esta manera evitar su interaccion y un posible dafio a constituyentes celulares como él ADN
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(Burdick et al., 2003) (Sigounas et al., 2010) Figura 1. Por otro lado, los metabolitos intermedios de
diol se oxidan por efecto de la aldo-ceto reductasa 1 A 1 (AKR1A1) que forman quinonas reactivas
(BPQ), estos metabolitos forman aductos en el DNA y entran en un ciclo redox para producir ERO,
aniones superoxido, perdéxido de hidrogeno y radicales hidroxilos (Burdick et al., 2003). La elevacién
de las ERO inducida por BPQ conducen a la activacién de la via de AKT y ERK para aumentar la
proliferacién celular, al activarse la via de ERK nos lleva a la induccién de metaloproteinasa de matriz
9 (MMP-9) que mejora la migracion de células de cdncer de mama in vitro y la metastasis de tumores
mamarios in vivo, sugiriendo que la acumulacién de B(a)P por exposicion contribuye a la metastasis

del cancer de mama (Burdick et al., 2003).

El segundo mecanismo tiene que ver con la participacion del receptor de hidrocarburos de
arilo (AhR) en la estimulacidn, promocién y progresion de tumores, mediante la alteracion de las
vias de sefializacion relacionadas con la proliferacion celular y del sistema inmune, por lo que debe
ser regulada. La activacion de AhR conlleva a una sobreexpresién de enzimas de fase 1y 2 del
metabolismo de xenobidticos y forma derivados de los ligandos, facilitando su remocién por medio
de transportadores de membrana dependientes de ATP. Otro mecanismo de remocion por el cual
la célula es capaz de disminuir la sefializacidon es por medio de la degradacién via proteasoma 26S

(Vazquez-Gémez et al., 2016) Fig 2.

e 0
- o -

0
e CYP450 (+)B(a)P-7,8-diol-9-

(+)B(a)P-7,8-epdxido )B(a)P-7,8-diol 10-epéxido-2

1 orsso
Regién bahia CYP450 'b “
4= OH
OH

P
(-)B(a)P-7,8-diol-9-

10-epodxido-1

P
-
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Figura 1 Metabolismo del B[a]P por medio del CYP450. Esta reaccién forma como primer metabolito un
epdxido (+) B(a)P-7,8-epoxido, que al entrar en contacto con una epdxido hidrolasa nos va a dar un diol
llamado (-) B(a)P-7,8-diol, nuevamente al interaccionar con CYP450 formara otros epoxidos hasta concluir en
(-)B(a)P-7,8-diol-9-10-epoxido-1 que se translocara al DNA para formar los aductos.

Medio extracelular

- T
AHR!a!um \ g ' .\

Figura 2 Activacion de AhR. El receptor en su forma inactiva (sin ligando unido, para este caso B[a]P)
forma un complejo con un dinero de la proteina de choque térmico (Hsp90) otra proteina de choque térmico
llamada P23 y una proteina de interaccion con el AhR parecida a la inmunofilina (AIP), tambien conocida con
XAP2, y una cinasa de tirosina (c-SRC). Una vez unida a su ligando se activa y se trasloca al ntcleo y forma un
heterodimero con la proteina traslocadora nuclear del receptor de hidrocarburos de arilo (ARNT), liberando
el complejo de las proteinas de choque térmico, traslocando solamente al AhR y su ligando al ADN uniéndose
a la region XRE (GCGTGA) reclutando coactivadores y favorecer la trascripcién de genes blanco como el
CYP1A1.

1.5. PROCESO DE LA CARCINOGENESIS

El proceso de carcinogénesis puede dividirse en al menos tres etapas: iniciacion, promocion
y progresién. La primera etapa de carcinogénesis, iniciacion, resulta de una alteracion genética
irreversible, muy probablemente una o mas mutaciones simples, transversiones, transiciones y/o
pequefias deleciones en el ADN. La etapa reversible de la promocién no implica cambios en la

estructura del ADN, sino mas bien en la expresion del genoma mediada a través de interacciones
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promotoras-receptoras. La etapa irreversible, final de progresidn se caracteriza por el crecimiento

descontrolado de las células y su malignidad (Pitot, 1993).

El inicio de la carcinogénesis se puede medir mediante puntos finales y transitorios incluidos
la elevacion de las ERO, el dafio al ADN, la activacién de la via Ras-ERK-NOX y el aumento de la
proliferacién celular inducidos por la exposicion al B(a)P (Pluchino & Wang, 2014). La exposicién a
corto plazo de las células a B(a)P da como resultado una elevacién transitoria de las ERO, lo que
conduce a la activacién de la via ERK independiente de Ras/Raf y la posterior induccién de la

proliferacién celular y el dafio al ADN (Rathore et al., 2011).

Dado que siempre se estd expuesto a elementos ambientales que pueden generar ERO esto
aunado al multifacético rol de estos en la promocién y desarrollo del cdncer de mama es necesario
identificar sustancias no citotdxicas que posean propiedades anticancerigenas, antioxidantes para
poder controlar el cdncer de mama esporadico. Numerosos estudios nos indican que un alto
consumo de frutas y vegetales esta asociado con un decremento en el riesgo de cancer de mama

(Block et al., 1992) (Vadodkar et al., 2012).

1.6. ALIMENTOS EN LA PREVENCION DEL CANCER

Una dieta con poca cantidad de frutas, verduras, cereales integrales, semillas y frutos secos,
y un consumo excesivo de alimentos como cereales ultraprocesados y bebidas azucaradas es el
factor que mas contribuye al riesgo de enfermedades crdnicas (Afshin et al., 2019) (Kris-Etherton

et al., 2002).

Las frutas y los vegetales contienen varios tipos de compuestos bioactivos entre los que tenemos
metabolitos primarios (vitaminas, minerales etc.) asi como metabolitos secundarios (carotenoides,

flavonoides, polifenoles, glucosinolatos etc) que tienen efectos antioxidantes para suprimir el estrés
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oxidativo e inhibir la carcinogénesis, asi como varios estados del desarrollo del cdncer de mama

(Rathore et al., 2011).

El consumo regular de vegetales cruciferas como son el brécoli, coles de Bruselas, repollo,
coliflor, col rizada, colinabo y nabo se asocia con una reduccién de la incidencia de cancer. Las
verduras cruciferas contienen exclusivamente glucosinolatos en aproximadamente 20 umol/g de
masa seca de verdura y se cree que estos fitoquimicos son los principales responsables de la
supuesta quimioprevencion del cancer conferida por el consumo de dietas ricas de estas verduras
(Hayes et al., 2008). Los compuestos organosulfurados como el indol-3carbinol, el sulforafano y la
iberina encontrados en los vegetales cruciferos pueden ayudar a disminuir las ERO al aumentar la
actividad de las enzimas antioxidantes como GST involucradas en la detoxificacion de ERO

producidas por carcinégenos (Liu, 2013).

1.7. VERDURAS CRUCIFERAS Y LOS GLUCOSINOLATOS

Las verduras cruciferas pertenecen a la familia Brassicaceae también conocida como
Cruciferae dentro del orden de las Brassicales. Dentro de este orden, casi todas las cruciferas

contienen metabolitos secundarios conocidos como glucosinolatos (Shakour et al., 2022) Figura 2.
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Figura 3.- Glucosinolatos. Estructura general de los glucosinolatos también llamado tioglicésido formado de
una glicona (b-D-tioglucosa) y una aglicona (oxima sulfatada) ademas de un grupo R que determinara el
producto final al ser sustituido por diferentes aminoacidos.
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Los glucosinolatos son responsables del sabor amargo y el olor acre que se encuentra en estos
vegetales (Barba etal., 2016). El tipo de glucosinolatos determina los compuestos formados;
diferentes cadenas laterales dan como resultado la produccién de diferentes productos finales
(Barba et al., 2016). Los glucosinolatos se clasifican cominmente en tres categorias: (Blazevic et al.,

2020) Figura 4.

1. Glucosinolatos Alifaticos, nombrados asi porque en su cadena R es sustituida por una valina,
leucina, alanina o metionina.

2. Glucosinolatos Aromaticos, nombrados asi porque en su cadena R es sustituida por una
tirosina o fenilalanina.

3. Glucosinolatos Inddlicos, nombrados asi porque en su cadena R es sustituida por un

triptéfano.

Glucosinolato
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Figura 4.- Clasificacion de los glucosinolatos segtin el aminoacido en el grupo R. La clasificacion propuesta
por Blazevic determina que los glucosinolatos se van a clasificar por el aminoacido que se encuentre en su
grupo R asi tenemos alifaticos (Valina, Alanina, Metionina, Leucina), aromaticos (Fenilalanina, Tirosina) e
Indélicos (Triptéfano)
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1.7.1. METABOLISMO DE LOS GLUCOSINOLATOS

Estos glucosinolatos por si mismos son inocuos, pero tras el dafio que sufre el tejido de la
planta ya sea por masticar, cortar o mezclar se produce la hidrolisis de los glucosinolatos por medio
de una enzima que esta contenida en las verduras cruciferas llamada mirosinasa debido a la
descomposicidn celular. Esto sirve como mecanismo de defensa de la planta ante los depredadores
y esta accidn da como resultado la formacién de productos incluidos los isotiocianatos, nitrilos y

tiocianatos (Kissen et al., 2008) Figura 5.

H2%o A SYK }‘fo

Glicona
R

‘ ‘ Mirosinasa ‘

WENLON o
Aglicona
[ \(\;D

H%&é/ - pﬂ'
Glicona H 52/ I

SULFORAFANO

IBERINA

Figura 5 Sintesis enzimatica de los glucosinolatos. Por medio de la accidn de la enzima mirosinasa sobre los
glucosinolatos cortando el enlace entre la Glicona y la Aglicona, esta ultima al ser muy inestable tiene
rearreglos quimicos que dan como resultado la formacién de productos incluyendo los isotiocianatos.

El metabolismo de los glucosinolatos también puede estar dado por la microbiota intestinal
(Luang-In et al., 2013). Si la mirosinasa se desnaturaliza cuando es ingerida, los glucosinolatos
podrian absorberse parcialmente en el estdmago y los glucosinolatos intactos restantes transitarian

hacia el intestino delgado y el colon, donde la microbiota intestinal se encarga de hidrolizarlos y
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absorberlos como isotiocianatos (Barba et al., 2016), las propiedades beneficiosas para la salud de
estos compuestos se relaciona en gran medida con las acciones de los isotiocianatos (Maina et al.,

2020) (Shakour et al., 2022).

Diversos factores influyen en el tipo y la concentracién de glucosinolatos que se encuentran
en estos vegetales, como el genotipo, el cultivo, el sitio donde se cultiva, las condiciones de
crecimiento (temperatura, disponibilidad de nutrientes, contenido de agua), etapa de la planta,
tejido analizado, condiciones de almacenamiento y métodos de preparacidn y coccién (Maina et al.,
2020). El genotipo de la planta determina los glucosinolatos especificos que estan presentes en cada
uno de los vegetales cruciferos, pero la interaccién de este genotipo con el medio ambiente puede
afectar la concentracién de glucosinolatos que se encuentra en una muestra especifica (Bjorkman
et al., 2011). Por otro lado, la etapa de desarrollo y el tejido vegetal especifico también influyen en
la concentracion de glucosinolatos, por ejemplo, en los brotes de brécoli y coliflor de 3 dias
contienen niveles de glucorafanina por gramo de 10 a 100 veces mas altos en comparacion con sus

formas de plantas maduras (Fahey et al., 1997).

Por lo general, las verduras cruciferas no se consumen de inmediato, por tal motivo el
almacenamiento y procesamiento de dichas verduras tienen un impacto en el contenido de

glucosinolatos y el beneficio para la salud y el consumo (Bjoérkman et al., 2011).

Cuando los alimentos se cocinan o se preparan utilizando métodos comprobados
cientificamente, con o sin conocimiento de cdmo o por que se utilizan los alimentos son llamados
“alimentos funcionales”, estos aportan al organismo la cantidad necesaria de vitaminas, grasas,

proteinas, hidratos de carbono, etc, necesarias para su sana supervivencia.

Un nutracéutico de acuerdo con la definicién de DeFelice en 2011 “Es un alimento o parte

de un alimento” que tienen un beneficio médico o de salud, incluida la prevencion y el tratamiento
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de enfermedades (News-Medical, 2022) y que ademads es seguro para el consumo humano en la

cantidad y con la frecuencia requerida para realizar tales propiedades.

1.8. BIOTRANSFORMACION DE XENOBIOICOS.

Las enzimas de biotransformacién, también denominadas enzimas metabolizadoras de
farmacos o xenobidticos desempenan un papel importante en la regulacién de los efectos toxicos,
mutagénicos y neoplasicos de los carcindgenos quimicos. Los fitoquimicos de los alimentos
vegetales modulan la actividad de las enzimas de biotransformacidn, un mecanismo por medio del
cual las frutas los vegetales y las verduras cruciferas en particular pueden contribuir a la reduccion

del riesgo de cancer (Langouét et al., 2000).

Existen dos grupos importantes de enzimas de biotransformacion. Las enzimas de Fase |
(citocromos P-450y las monooxigenasas dependientes de flavinas) que convierten a los compuestos
hidrofébicos a electréfilos reactivos por medio de la oxidacidn, hidroxilacién y reduccion,
preparandolos para reaccionar con fracciones solubles en agua. Las consecuencias de la

biotransformacion por medio de las enzimas de Fase | son:

1. [Inactivacién.
2. Activacion (profarmaco/bioactivacion)
3. Activo en activo.

4. Activo en toxico.

Las enzimas de Fase Il como (glutatidon-S-transferasa, glucoronosiltransferasa, sulfotransferasa,
N-acetil transferasa) catalizan reacciones de conjugacion. Al metabolito procedente de la Fase |, se
le acoplan compuestos enddgenos voluminosos como acido glucurdnico, acido acético o acido
sulfurico que aumentan el tamafio de la molécula, con ello se incrementa la hidrosolubilidad y se

inactiva el farmaco. Ambos mecanismos buscan inactivar y aumentar la ionizacién y polaridad del
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xenobidtico haciéndolo mas soluble y mas facilmente eliminable. Los polimorfismos genéticos en
estos sistemas enzimaticos pueden influir en la susceptibilidad al cancer cuando se combinan a las

exposiciones a carcindgenos (Hecht, 2000).

Como se menciond anteriormente los glucosinolatos se hidrolizan a isotiocianatos por
efecto de la enzima mirosinasa. Esto provoca un aumento en la actividad metabdlica de la fraccion
microsomal y esta induccién enzimatica puede reducir, pero al mismo tiempo potenciar los efectos
de los xenobidticos. De esto dependera si el proceso de transformaciéon da lugar a metabolitos
inactivos, activos o tdxicos. La accién carcinogénica de algunos HAP esta relacionada con el
incremento de la sintesis de compuestos oxidantes muy reactivos en el higado (epdxidos) que

producen dafio al ADN (Verhoeven et al., 1997).

1.9. MECANISMO DE ACCION DE LOS ISOTIOCIANATOS.

Los compuestos en las verduras cruciferas afectan Ila actividad enzimatica de
biotransformacion por diversos mecanismos. Pueden inducir la expresién de enzimas de Fase |,

enzimas de Fase Il y, también pueden inhibir directamente a P-450 (Conaway et al., 1999).

Se ha demostrado que muchos ITC en particular sulforafano, inducen la expresion de
enzimas antioxidantes (sustancias que previenen o reducen el dafio causado por las ERO), mediante
la accidon de la via dependiente del factor nuclear E2 relacionada con el factor 2 (Nfr2). Nrf2 es un
factor de transcripcidn (proteina que inicia, mejora o inhibe la transcripcion de un gen) que se une
a la proteina kelch la proteina similar a la ECH 1 (Keapl), que son proteinas reclutadoras
principalmente a través de la ligasa E3 que es dirigida selectivamente a proteinas para
ubiquitinizarlas y llevar a degradacion por medio del proteasoma 26S. Keap 1 responde a las sefales
de estrés oxidativo o inductores quimicos liberando Nrf2. Los isotiocianatos pueden reaccionar con

residuos sulfhidilo de Keap 1 liberando Nrf2, esto provocaria que Nrf2 se transloque al nucleo y se
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una al elemento de respuesta antioxidante (ARE) ubicado en el ADN en los promotores de genes
que codifican para enzimas antioxidantes como GST, Tioredoxina, NAD(P)H, quinona

oxidorreductasa 1 (NQO-1) y hemo oxigenasa 1 (HO-1) Figura 6.

ENZIMAS
FASE Il

Figura 6. Mecanismo de Accion de los isotiocianatos en la activacion de Nrf2. Figura A Cuando la
célula no requiere de Nrf2 este es reclutado por la proteina Keap 1 ubiquitinizado y degradado por el
proteasoma 26S. Figura B la actividad de los isotiocianatos para inducir enzimas de detoxificacion de fase 2 lo
hace uniéndose a proteina Keap-1 evitando la degradacién de Nrf2 y promoviendo la traslocacién a nucleo
para la unién de una pequefia proteina MAF y el elemento de respuesta antioxidante para la codificacion de
enzimas de fase 2.

Otro mecanismo por el cual los isotiocianatos pueden actuar es por medio de los
isotiocianatos que se unen al receptor de hidrocarburos de arilo (AhR) traslocando al nucleo al
complejo con AhR para interactuar con el elemento responsable xenobidticos (XRE) en el gen
promotor. Paso siguiente recluta coactivadores y factores de transcripcién resultando en una

transactivacién (Safe, 2001) mientras que los ITC activan genes de la via de los antioxidantes por

medio de la via elemento respuesta antioxidante (ARE).

Algunos ITC pueden inducir enzimas de Fase |, otros pueden inducir solo enzimas de Fase I

y otros mas pueden inducir ambas (Talalay & Fahey, 2001).
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2. JUSTIFICACION

El cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en el mundo. A partir del 2006, esta
enfermedad se ha convertido en la primera causa de muerte por cancer en las mujeres en México y
en todo el mundo. En parte debido al retraso en el diagnéstico temprano y el tratamiento oportuno.
Por lo tanto, ademas, de explorar la busqueda de nuevos tratamientos siempre sera fundamental
implementar medidas e intervenciones que ayuden a la prevencién de esta enfermedad, evitando

llegar a los procesos inflamatorios y oxidantes del cancer.

Es necesaria la busqueda de moléculas que nos ayuden a disminuir el proceso tumorigénico en
células de mama que son expuestas ante cancerigenos quimicos y al mismo tiempo aclarar las rutas
por la cuales se lleva a cabo ese efecto bioldgico proporcionando informacién sobre la identificacion
temprana de biomarcadores que nos puedan ayudar a descubrir una importante intervencion para
la prevencion del cdncer de mama, un dato importante ante la alta incidencia y mortalidad de esta
enfermedad asi como en otros tipos de cdncer desde los procesos donde se involucra el

metabolismo y la oxidacion.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cémo se modifica el proceso de carcinogénesis de células no tumorigénicas MCF-10 A expuestas a
Benzo (a) Pireno por el tratamiento con extractos de Brassica oleracea var.ltalica y de la hoja de

Brassica oleracea var. Capitata f. rubra?
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4. HIPOTESIS

Por su alto contenido en glucosinolatos los extractos de brotes de Brassica oleracea var. Italica, hoja
de Brassica oleracea Var. Capitata f. rubra retrasan el proceso de carcinogénesis en un modelo de

transformacion de células de cancer de mama MCF-10 A expuestas al Benzo (a) Pireno.

5. OBIJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los extractos liofilizados de dos especies de Brassicas en un modelo de

transformacion in vitro de células de cdncer de mama MCF-10 A mediado por Benzo (a) pireno.

6. OBIJETIVOS PARTICULARES

1.- Estandarizar un modelo in vitro de transformacién del cancer de mama mediado por

Benzo(a)Pireno.

2.- Evaluar los cambios en la proliferacién celular, cambios en la actividad metabdlica y Especies
Reactivas de Oxigeno inducidos por los liofilizados de dos especies de Brassicas en el modelo in vitro

de transformacion y progresién del cancer de mama.

7. METODOLOGIA

MATERIAL Y METODOS

7.1. TRANSFORMACION Y CULTIVO CELULAR

Se utilizaran células no tumorigénicas MCF-10A cultivadas en medio Dubelcco DMEM/F12 marca
Caisson DFP 18X1LT suplementado con toxina colérica (100 ng/ml), factor de crecimiento epidermal
(20 ng/ml), suero de caballo (5%), insulina humana (10 pg/ml), hidrocortisona (0.5 pg/ml), y
penicilina estreptomicina al 1 %, mantenidas en un incubador Heracell 150i a 37°C, 5% CO,. Las

células MCF10-A seran tratadas con un cancerigeno Benzo(a)Pireno estandar analitico (48564) de la
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marca supelco Sigma Aldrich 100 mg que es resuspendido en 396 ul de Dimethyl sulfoxide (DMSO)
marca Sigma (D8418-100 ml) para tener una concentracién [1ImM)] solucidn stock. De la solucién
stock se tomara 2 ul y lo disolveremos en 999 ul de medio para tener una concentracién final de [2

KUM] con la que seran tratadas las células MCF10-A durante 24 h.

Se sembraran 100,000 células en cajas de 6 pozos, después de 24 h se pondra el tratamiento
tomando 2 pl de la solucién de trabajo [ImM] y se pondra en 1 ml de medio y se incubaran a 37°C
CO; al 5%, pasadas las 24 h con el tratamiento se hardn ensayos de proliferacion para medir la

transformacidn de no-tumorigénica a tumorigénica.

Las células transformadas se congelan a -80°C en una soluciéon de DMSO mas medio en relacién 1/10

hasta su nuevo uso.

7.2. OBTENCION DE LOS LIOFILIZADOS.

Las semillas de brotes de brdcoliy la col roja se realizaron en cdmaras de cultivo controladas
del Laboratorio de Fitoquimica y Alimentos Saludables. Departamento de Ciencia y tecnologia de
Alimentos CEBAS-CSIC, en condiciones de ciclos de luz/oscuridad 16/8 horas, temperatura de 25y
20 °C y humedad relativa del 60 y 80 % respectivamente, radiacién PAR (region del espectro solar)

400 umol/m*s mediante tubos fluorescentes y ldmparas de haluro metadlico (Baenas et al., 2012).

La germinacion de los brote se realizd6 mediante hidratacion y aireacién de las semillas
durante 24 h en agua con 5g/L de hipoclorito sédico para su activacién y desinfeccién. Se
extendieron sobre celulosa 10 g de semillas hidratadas por bandeja de 12 x 7 cm y se trasladaron a
la cdmara de cultivo controlada, se mantuvieron en oscuridad durante los primeros 3 dias y a partir
del cuarto dia de germinacidn se expusieron al ciclo de luz/oscuridad hasta el octavo dia cuando se
recogieron, pesaron, congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a 80°C. Por ultimo, los

brotes se liofilizaron y molieron para realizar su extraccion (Baenas et al., 2012).
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7.2.1. EXTRACCION Y DETERMINACION DE GLUCOSINOLATOS

Cada muestra liofilizada contiene (50 mg) se extrajo con una solucidon metanol: agua (70:30).
Las muestras se incubaron a 70°C durante 30 min, para desactivar la enzima mirosinasa. Se
centrifugan las muestras, se evapora la solucién en un evaporador rotatorio y el residuo se disolvid
en agua para el analisis cromatografico, las muestras se filtraron con una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) de 0.45 um vy se analizaron por cromatografia liquida de alto rendimiento junto
con deteccion de matriz de diodos y espectrometria de masas en tandem de ionizacién por
electropulverizacion (HPLC-DAD-MS/MS) mediante el método descrito por Baenas et al. Para la

efectiva identificacién y cuantificaciéon de los glucosinolatos (Baenas et al., 2012).

7.2.2 EXTRACCION Y DETERMINACION DE ISOTIOCIANATOS EN BROTES DE BROCOLI

Cada muestra liofilizada de (50 mg) se extrajo con 1.5 ml de H,0, se incubaron durante 24 h
a temperatura ambiente (25°C), en agitacion para conseguir la hidrdlisis de los glucosinolatos a
isotiocianatos. Se centrifugan las muestras y se filtran con una membrana de PVDF de 45 pumy se
analizd mediante cromatografia liquida de ultra alto rendimiento acoplado a la espectrometria de
masas de triple cuadruplo (UHPLC-QqQ-MS/MS) mediante el método descrito por Dominguez-
Perles et al. Para la identificacion y cuantificacién de los isotiocianatos (Dominguez-Perles et al.,

2014)

7.3 DETERMINACION DE LA PROLIFERACION

Para medir la proliferacion de la linea celular MCF10-A tratadas con B[a]P se sembraron placas de
96 pozos con una concentracion de 3000 células por pozo, en una solucion con B[a]P a
concentraciones de 1, 2 y 4 uM, se tomaron fotos cada 4 horas durante 24 h por medio del equipo

INCUCYTE®. La herramienta de andlisis de procesamiento del equipo permite adaptar los
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pardmetros de la segmentacién de fase a los tipos de células individuales y condiciones
experimentales. El analizador basico calcula y proporciona medidas de la confluencia celular en
tiempo real permitiendo un analisis y caracterizaciéon optima. El equipo requiere de un software en
donde se crea una coleccién de imdagenes, una definicion de procesamiento y se especifica el tipo
de analisis de trabajo. También se realizaron pruebas con Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) a una concentracion stock de 5 mg/ml. El ensayo con MTT es una reduccidn
enzimatica donde el color amarillo caracteristico de Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol que es soluble en agua es reducido a formazan un colorante purpura insoluble en
agua. Esta reaccién es catalizada por las deshidrogenasas celulares y ocurre en células vivas. El
ensayo se realizd para medir la proliferacién cuando las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de los extractos de brotes de brdcoli a concentraciones de 150 pg/mly de 1 mg/ml

y de concentraciones de hoja de col roja a concentraciones de 10 pg/mly 25 pg/ml.

7.4. DETERMINACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

La citometria de flujo es una tecnologia de analisis rapido de células Unicas suspendidas en
una solucién buffer, cada célula es analizada por dispersion de luz visible y uno o multiples
pardmetros de fluorescencia de las células a analizar. La dispersion de la luz visible se mide en dos
direcciones diferentes, la direccidon hacia adelante (FSC: foward scatter) que indica el tamafio
relativo de la célula; y a 90° la dispersion lateral (SSC: side scatter) que indica la complejidad interna
o granularidad de la célula. La dispersiéon de la luz es independiente de la fluorescencia, para poder
ser evaluada la célula se tiene que preparar con una tincién fluorescente. Para realizar esta prueba
se sembraron 100,000 células MCF10-A en placas de 6 pozos se utilizé tincién de Dihidroetidio
Invitrogen (D11347, DHE) a una concentracion de 10 uM, en presencia del anion superéxido, el DHE
se oxida a 2-dihidroxietidio el cual se mide con una longitud de onda de excitacidn y emisidn de

(480nm y 567nm) respectivamente, en medio de cultivo suplementado durante 15 mina 37°Cy 5%
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CO,. EI DHE reducido fluoresce en color azul, una vez oxidado a etidio, se intercala en el ADN celular
y fluoresce en color rojo, de esta manera es posible detectar los niveles de ERO totales en las células.
Después de la incubacion las células fueron lavadas dos veces, primero con medio suplementado y
luego con PBS 1X por 30 segundos, las células fueron sometidas a tratamiento con tripsina 150 plL
para digerir las enzimas de adhesién de las células al plato y centrifugado a 2500 r.p.m el pellet o
botén fue resuspendido en una solucién de PBS 1X con 3 % de suero bovino fetal y se filtraron con
una malla de 100 micras (didametro del poro) para ser analizados inmediatamente en un BD FACS
Canto Il Flow Cytometer leyéndose a diferentes voltajes como se muestra en la tabla 5, el canal en
el que se leyd fue PerCP-A (excitacion 488 nm-Emisién 675 nm valores similares a la excitacion -

emision del Dihidroetidio) analizdandose mediante el software FlowJo V10.

Linea celular FSC-A PerCP-A

MCF10-A 250 250 380 380 500

Tabla 5. Voltajes utilizados para las lecturas de ERO totales en células MCF10-A
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7.5. ANALISIS DE DATOS EN EL PROGRAMA FlowJo V10.

Se analizaron los datos obtenidos en el citdmetro por medio del programa Flowlo V10,
donde se ingresan los datos que arroja el citbmetro. Como primer paso se seleccionaron los
parametros FSC-A y SSC-A indicando el tamafio y la complejidad de una célula respectivamente (A),
el siguiente paso es posicionar los parametros FSC-A y FSC-H identificando singletes (B), siguiente
paso es establecer el umbral en el cual se considera positiva la tincion de DHE (C), siguiente paso es
determinar las poblaciones ERO"&" y ERO"" colocando arbitrariamente una ventana donde se
selecciona en la imagen control cual serd la poblacién que expresa mayor cantidad de ERO
considerado como poblacion high generalmente marcado como (90%) y otra ventana donde se
encuentra la poblacién que expresa menos ERO considerado como poblaciéon low marcado como

(10%) (D) finalmente, se plasman estos datos en una grafica de frecuencia relativa (E) Fig 7.
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Figura 8. Analisis de datos obtenidos en el citdmetro del flujo. Para el analisis de datos se utilizo el programa
Flowlo V10, en A se muestra la seleccidn para el tipo de células, en (B) se eligieron los singletes, en (C) se
determind el umbral positivo a la fluorescencia del colorante, en (D) se establecieron las poblaciones de
células ERO high y ERO low y se plasmaron los datos en una gréfica de frecuencia relativa (E).
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7.6. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé en el software del programa de andlisis estadisticos GraphPad Prism
version 5.0.0.288 (GraphPad Software, Inc). Los datos son presentados como media +/- error
estdndar de la media. Las medias de todos los datos fueron comparadas por el andlisis de varianza,
ANOVA de dos via. P < 0.05 fue considerada como estadisticamente significativo. Se usé la prueba

post-hoc de Dunnet.

8. RESULTADOS

8.1. MODELO DE TRANSFORMACION CELULAR

8.2. METODO DE TRANSFORMACION CELULAR Y ENSAYO DE PROLIFERACION

Se evalud un modelo de transformacion celular donde células MCF10-A (linea no
tumorigénica) son expuestas a diferentes concentraciones de B[a]P en el orden de 1, 2 y 4 uM, para
ver los efectos de este carcindgeno en la proliferacion celular durante 24 horas, estos resultados
fueron analizados por medio del equipo INCUCYTE® que nos permite la visualizacion y cuantificacion
del comportamiento celular a lo largo del tiempo analizando imagenes. El resultado obtenido deriva
de una N=5 se hizo el analisis de imagenes por medio de un software del equipo INCUCYTE® creando

una coleccién de fotos, una definicidon y un procesamiento adecuado.

Los datos evaluados indican que el B(a)P tiene la capacidad de incrementar la proliferacién
de las células MCF-10 A en un lapso de 24 horas. En la figura 9 se compara el control con el vehiculo
dimetil sufoxido (DMSO) utilizado para disolver el B[a]P y se observd que no existe diferencia
significativa entre estos, pero cuando se comparan con los tratamientos, hay un incremento en la

proliferacién a las concentraciones de 1, 2 y 4 uM. Los resultados son obtenidos de una n=5y
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analizados con una anova de dos vias en el GraphPad Prism la barras presentadas con media +/-
error estandar con una p<0.05. La comparacidn entre los tratamientos con el control se realizé por

medio de comparaciones multiples prueba de Dunnet.

Efecto del B(a)P en la proliferacion celular

—— Control

-;**** —-= DMSO
B(@P 1 uM
—— B(a)P 2 uM
—— B(a)P 4 uM

Porcentaje de confluencia

0 10 20 30
Tiempo (H)

Fig.9 Efecto del B[a]P para inducir la proliferacion en células no tumorigénicas MCF10-A Se trataron las
células MCF10-A con tres diferentes concentraciones de B[a]P al orden de 1, 2 y 4 uM por un tiempo de 24 h,
se analizaron en INCUCYTE® y se hicieron analisis de imagenes para poder graficar % de confluencia vs el
tiempo de exposiciéon de B[a]P, se normalizaron los resultados a 1, se observa un incremento en la
proliferacion de las células tratadas con las diferentes concentraciones de B[a]P con relacion al control, se
analizaron estadisticamente (n=5) por medio de una anova de 2 vias con un valor de P<0.001 en comparacion
entre los tratamientos con el control.

Se realizé un experimento para observar el comportamiento del efecto del B[a]P sobre las
células MCF10-A a sus diferentes concentraciones de la orden de 1, 2 y 4 uM a diferentes horas
intermedias dentro de 24 h analizando datos a las 3, 6, 9 y 24 h, los resultados muestran que
mientras el tiempo de exposicidn al cancerigeno es mas prolongado, la proliferacidn va en aumento
y el valor obtenido es estadisticamente significativo en comparacién con sus controles. Fig 10.

Pudiendo observar que la proliferacion a las 3 y 6 h aunque se nota una tendencia a la alta de las
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barras del tratamiento vs control no es estadisticamente significativa caso contrario a las 9y 24 h
acd se puede observar que mientras mas es el tiempo de exposicidon la proliferacion aumenta

significativamente con relaciéon a su control.

Efecto del B(a)P sobre la proliferacion a diferentes tiempos

%k
% % 3k %k >k

[ I —

t 3 %k 3k %k k
© 30
S BN CONTROL
c
o B DMSO
S 20 BaP 1 uM
o BaP 2 uM
©
o BN BaP 4 M
<  10-
c
(]
o
(@]
o 0-

3horas 6horas 9horas 24 horas
Tiempo

Fig 10. - Comportamiento del efecto del B[a]P sobre las células MCF10-A a las 3, 6, 9 y 24 h después de su
exposicidn. Se sembraron células en placas de 96 pozos para probar el comportamiento del B[a]P a diferentes
concentraciones de 1,2, 4 uM a las 3, 6, 9 y 24 h después de su exposicién observando que alas 3y 6 horas
aunque se observa una tendencia a la alta de los tratamientos vs control no es estadisticamente significativo,
por otro lado a las 9 hay una diferencia significativa con una p< 0.05 con respecto al control, mientras que a
las 24 h hay un cambio en la proliferacidn de las células MCF10-A tratadas con las diferentes concentraciones
de B[a]P lo cual es estadisticamente significativo, con una p<0.001 para la concentracion de 1 y 2 uM con
respecto al control y de una p< 0.05 para la concentracidn de 4 puM, para esta prueba se analizé una n=5y el
analisis se hizo mediante una prueba de anova de 2 vias y una comparacion multiple clon la prueba de Dunnet.
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8.3. DETERMINACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN LA

TRANSFORMACION CELULAR MEDIADA POR BENZO(A)PIRENO

Para la determinacion de las ERO, se utilizd la citometria de flujo donde las células
MCF10-A (100000) fueron tratadas con diferentes concentraciones de B[a]P en el ordende 1,2y 4
UM y se tifieron con DHE a diferentes horas 3, 6 y 9 horas, los resultados se analizaron por medio
del citdmetro de flujo BD FACS canto Il (detectando anién superdxido) comparando el tiempo contra
el porcentaje de fluorescencia Fig. 3. Para analizar los resultados se siguié protocolo de metodologia

Figura 8.

En los resultados obtenidos se observa un incremento en las ERO en las células MCF10-A
qgue fueron tratadas a diferentes concentraciones a la orden de 2 y 4 uM mientras que a 1 uM no
hubo incremento de la ERO, otro dato importante que se observé es que la elevacion de las ERO se
observa a las primeras horas de la exposicidn siendo la mas intensa a las 3 h puesto que alas 6 h de
la exposicion empiezan a disminuir la poblacién de células que expresan ERO y a las 9 horas este
incremento se ve disminuido casi en su totalidad en relacidon con su control, esto con la finalidad de
elegir la concentracidon con la que se va a trabajar aquella concentracién en la que se incremente la
proliferacién y ERO Figura 11. Se eligid trabajar con la concentracién de 2 uM que es la
concentracidn a la cual se incrementa la proliferacién y las ERO dos de las vias con las que se inicia
la carcinogénesis. Para corroborar que efectivamente el resultado se comportaba de la misma

manera se hicieron experimentos por triplicado Figura 12 y Figura 13.
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Comparacién de la produccién de ERO a diferentes concentraciones
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Fig 11.- Produccion de ERO mediadas por diferentes concentraciones de B[a]P en células MCF10-A. Se
sembraron 100,000 células en placas de 6 pozos, se trataron con diferentes concentraciones de B[a]P a la
orden de 1,2 y 4 uM durante 3, 6 y 9 h, se tifieron con DHE, se analizaron por citometria de flujo en citdmetro
de flujo BD FACS canto I, los resultados se graficaron comparando la intensidad media de fluorescencia vs
tiempo de exposicion, en los resultados podemos observar que hay un incremento en las ERO a las 3 horas,
parece mantenerse a las 6 h pero a las 9 horas empieza a disminuir, este estudio se realizé para elegir la
concentracion de B[a]P con la que se va a trabajar aquella concentracion en la que se incremente la
proliferacién y las ERO. Con estos datos determinamos trabajar con la concentracion de 2 uM (n=1).
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Fig. 12 Intensidad media de fluorescencia de B[a]P 2uM. Una vez elegida la concentracion de B[a]P con la
cual se va a trabajar se realizaron ensayos n=3 donde se observd que la produccidn de ERO es estadisticamente
significativo con una p< 0.01 en comparacién con su control especialmente a las 3 horas que es el tiempo
donde se vio anteriormente el incremento maximo de ERO figura 11.
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Fig. 13. — Comparacion de las poblaciones de células que expresan ERO*?y células que expresan EROB%? a
dos horas diferentes de las células MCF10-A tratadas con B[a]P 2 uM. Se analizaron los citogramas para
delimitar la poblacién de células que presentan ERO*"y las ERO®%? se tomé un control y tratamientos a 3y 6
donde se expusieron las células a B[a]P 2uM, observando un aumento significativo de p< 0.01 en la poblacién
que expresa ERO**y una disminucién significativa de p< 0.01 en la poblacién que expresa ERO%¥%a las 3 horas
con respecto al control, también se observé que a las 6 h no hubo incremento significativo en la ERO*" con
respecto a lo observado a las 3 h con una p< 0.01 mas sin embargo hubo un incremento en la poblacién que
expresa EROB¥? con una p< 0.001 con respecto al control se realizéd una n=3, se realizé un analisis estadistico
de anova de dos vias.
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8.4. COMPARACION MORFOLOGICA DE CELULAS MCF10-A TRATADAS CON DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE B[a]P

Se realizé un analisis de imagenes tomando imdgenes representativas de las células MCF10-

A que fueron tratadas con B[a]P 1,2 y 4uM y su control, a 24 y 48 h donde podemos observar que la

morfologia celular es alterada en la formay la estructura. Estos cambios incluyen deformacién de la

membrana y elongacidn celular. Para este estudio se sembraron 3000 células por pozo en placa de

96 pozos se trataron con concentraciones de 1,2 y 4 uM para posteriormente ser analizadas en el

equipo INCUCYTE® el equipo se programé para tomar fotos cada 4 horas durante 48 horas el ensayo

se realizd por triplicado, se tomaron las fotografias representativas de cada condicién al tiempo 0 a

las 24 y 48 h.

CONTROL DMSO 24 HORAS

24 HORAS B(a)P

CONTROL DMSO 48 HORAS

48 HORAS B(a)P

Fig. 14.- Analisis morfoldgico de las células MCF10-A tratadas con concentraciones de B(a)P 1, 2, 4
UM. Estudio realizado en células MCF10-A tratadas con concentraciones de 1, 2 y 4 uM y analizadas con
INCUCYTE® programando equipo para tomar fotografias durante 48 h en intervalos de 4 h se toman las fotos
representativas de cada tratamiento mas el control y se compara su morfologia.
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8.5. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS CON BRASSICAS SOBRE LA TRANSFORMACION

MEDIADA POR B(a)P

Se utilizaron células MCF10-A las cuales fueron tratadas con dos concentraciones de brotes
de brécoli 150 pg/mly 1 mg/mly dos concentraciones de la hoja de la col roja 10 pug/mly 25 pg/mi,
fueron analizadas con el equipo INCUCYTE® Fig. 15 A para medir proliferacién se eligieron estas
concentraciones porque en estudios realizados por el grupo de trabajo se encontré que a estas
concentraciones no eran toxicas para las células y por lo tanto no influian en la proliferacion. Se
realizd una prueba de con Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) como
prueba alternativa de proliferacion, los datos arrojados no indican que no hubo cambios
significativos en la proliferacién de las células tratadas con los extractos Fig 15 B. Una vez
comprobado que los extractos no tenian efectos sobre la proliferacién se realizé otro estudio ahora
tratando las células MCF10-A con los extractos mas B[a]P 2 uM quedando la siembra de la siguiente
forma un grupo control que no fue tratado con nada, un grupo que fue tratado con B[a]P 2 uM, un
grupo que fue tratado con concentraciones de brotes de brécoli 150 pg/ml + B[a]P 2uM y 1 mg/ml
+ B[a]P 2 uM, y concentraciones de hoja de col roja 10 pg/ml + B[a]P 2uM vy 25 pg/ml + B[a]P 2uM

y se midieron por medio del equipo INCUCYTE® Fig 15 Cy por medio de ensayo MTT Fig 15 D.

Como se habia demostrado en el modelo de transformacién celular el B[a]P 2uM
incrementa la proliferacion de las células MCF10-A Fig. 11,12 y 13, también se observé que los
extractos no tenian efecto sobre la proliferacion en las células Fig. 15 A, B, al ser expuestos los
extractos con el B[a]P los extractos tuvieron la capacidad de inhibir el efecto sobre a proliferacién

del B[a]P Fig. 15 C, D.
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Fig 15.- Efecto de las Brassicas sobre la proliferacion celular mediada por B(a)P. Se sembraron células MCF10-
A en placa de 96 pozos y fueron tratadas con diferentes concentraciones de extracos de brotes de brdcoli y
col lombarda para probar el efecto de los extractos sobre la proliferacion de las células MCF10-A, en la grafica
A podemos observar que las diferentes concentraciones de las Brassicas no interfieren en la proliferacion de
las células MCF10-A, en la grafica B ademads de los tratamientos con las Brassicas se agregd el tratamiento con
B[a]P 2 uM y se observé que mientras el B[a]P 2 uM incrementa la proliferacién los extractos de las Brassicas
parecen inhibir el efecto sobre la proliferacion del B[a]P n=1 medido mediante el equipo INCUCYTE, en las
graficas C y D es la comprobacion de A y B mediante el método de MTT donde se observa el mismo
comportamiento que los resultados obtenidos mediante INCUCYTE n=3 grafica D hay una diferencia
significativa con p< 0.0001 obtenido mediante una anova de dos vias con una comparaciéon multiple de
Dunnet.
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8.6 EFECTO DE LOS EXTRACTOS BROCOLI SOBRE LA PRODUCCION DE ESPECIES

REACTIVAS DE OXIGENO

Para medir el efecto de los extractos de brdcoli y col roja sobre la produccién de especies
reactivas de oxigeno se sembraron en placas de 6 pozos 100,000 células un pozo sirvié como control
de autofluorescencia, otro pozo sirvio como control de tincidon de DHE, y en los pozos restantes se
pusieron los tratamientos con B[a]P 2uM y con tratamientos de extracto de brécoli 150 pug/ml +
B[a]P 2uM y de 1 mg/ml + B[a]P 2uM, y se midié la produccion de ERO mediante la citometria de
flujo, los resultados muestran que las células control a tincién de DHE hay una poblacién de células
que expresan ERO"e" representada por el 90 % de la frecuencia relativa y una poblacién que expresa
ERO"™" representada por el 10 % de la frecuencia relativa, en la barra de tratamiento de B[a]P 2uM
hay un desplazamiento hacia la poblacién de células que generan ERO"&"y disminucién en las ERO“"
esto nos indica que el B[a]P induce la produccién de ERO, al ser tratadas con las diferentes
concentraciones de extracto de brdcoli hubo una disminucién del efecto que produce la interaccién

del B[a]P con las células Fig 16.

En el caso de la col roja también se trataron las células con concentraciones de 10 ug/ml +
B[a]P 2 uM y de 25 pg/ ml + B[a]P 2 uM vy la concentracion de 2uM de B[a]P, a comparacién del
brécoli, solo la concentracion de 10 ug/ml tuvo un efecto reductor en produccién de ERO mediada

por el B[a]P, pues la concentracidn de 25 pg/ ml parece incrementar también las ERO Fig 17.
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Fig. 16.- Efecto de los extractos de brotes de Brécoli sobre la produccién de ERO mediadas por B[a]P. La
representacion grafica es de un cultivo de células MCF10-A que fueron tratadas con B[a]P a concentracion de
2 UM y ademas fueron tratadas con extractos de brdcoli a diferentes concentraciones 150 pug/mly 1 mg/ml
se tifieron con DHE y se leyeron por medio de citometria de flujo. Se tomaron células sin tratamiento tefiidas
con DHE para medir las ERO basales, células tratadas con 2uM de B[a]P donde se observa un incremento en
la poblacién de células que expresan ERO”, el cual es significativo p<0.001. Las células tratadas con B[a]P
2uM + extracto de brotes de brdcoli a una concentracion de 150 pg/ml presentan una diferencia significativa
en la disminucién de la poblacién de células que expresan EROA™ p<0.01 con respecto a las células tratadas
con B[a]P 2 uM, pero no hay diferencia significativa con respecto al control, las células tratadas con la
concentracion de 1 mg/ml tiene un comportamiento similar al tratamiento de 150 ug/ml con una diferencia
significativa p<0.01 con respecto a las células tratadas con B[a]P 2uM y sin diferencia significativa con respecto
al control se realizé analisis estadistico de 2 vias y comparacion multiple de Dunnet.
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Fig 17 .- Efecto de los extractos de la hoja de col lombarda sobre la produccién de ERO mediadas por B[a]P.
Esta representacidn grafica es de células MCF10-A las cuales fueron tratadas con B[a]P 2 uM y con diferentes
concentraciones de extracto de hoja de col lombarda + B[a]P 2 uM que fueron teiiidas con DHE y leidas en el
citdmetro de flujo. Se utilizaron células control tefiidas con DHE para medir las ERO basales, en otro punto se
trataron las células con B[a]P 2uM observando un incremento significativo con respecto al control p<0.001 en
la poblacién de células que expresan ERO”"™ y en los siguientes puntos se trataron las células con
concentraciones de 10 y 25 pg/ml de extracto de hoja de col lombarda + B[a]P 2uM observando que a la
concentracién de 10 pug/ml no hay una diferencia significativa en la poblacién de células que expresan EROA
con respecto al control, pero si hay una diferencia significativa a la baja en la poblacién que expresa EROA®
con respecto al tratamiento con B[a]P 2uM p<0.001 mientras que a la concentracidon de 25 pg/ml el
incremento en la poblacién de células que expresan EROA no es significativo con respecto al B[a]P y tampoco
es significativo con respecto al control la n=3 se utilizd un andlisis estadistico de anova de dos vias y
comparacion multiple de Dunnet.

49




9. DISCUSION

El cancer de mama es el cancer con mayor prevalencia en el mundo (Ferlay et al., 2021). La
capacidad de un agente de producir una neoplasia se denomina carcinogénesis. En el proceso de
transformacién progresiva de las células normales en células malignas, se produce la adquisicion de
autonomia por las mismas. Este proceso puede ser resultado de eventos enddégenos como el ataque
de radicales libres generados durante el metabolismo celular o eventos exdgenos como los

carcinégenos quimicos, las fases de la carcinogénesis son tres: iniciacién, promocién y progresion.

El proceso de iniciacidn es la alteracidon de una célula a nivel del genoma de esta e implica
tres procesos fundamentales metabolismo, reparacién del ADN y proliferacién celular. La alteracién
de uno de estos tres procesos puede dar lugar a la carcinogénesis. Un modelo utilizado es Ila
transformacién celular mediada por un carcinégeno como el B[a]P, en el modelo presentado por
(Nkrumah-Elie et al., 2012) por otro lado (Siriwardhana & Wang, 2007) concluye que una simple
exposicién de las células MCF10-A ante el B[a]P resulta en la adquisicién de propiedades cancerosas
y mutaciones espontaneas. Las concentraciones de B[a]P ocupadas fueron 1,2 y 4 uM las que
incrementan la proliferacién, nuestros datos son similares pues hay un incremento en la

proliferacién dependiente de las concentraciones Fig 9y 10.

Se ha reportado que el B[a]P incrementa la proliferacidn celular y genera especies reactivas
de oxigeno (Burdick et al., 2003) de acuerdo con lo reportado en las Fig 9 y 10 para proliferacion y
las figuras 11,12 y 13 las especies reactivas de oxigeno se ven incrementadas por la exposicién al
cancerigeno. La morfologia también se ve afectada por la exposicién al B[a]P segun lo reportado por
(Caruso et al., 2001) por inhibicién de contacto, las células se superponen y se apilan y forman focos

mostrando una morfologia en forma de huso formando una orientacién entrecruzada a alta
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densidad, lo mostrado por nuestras imagenes también exponen la inhibicidn de contacto y la forma

de huso entrecruzdndose unas con otras en la Fig. 14 mientras el tiempo de exposicién avanza.

Los isotiocianatos son derivados de la hidrolisis de los glucosinolatos compuestos sulfurados
encontrados en las verduras cruciferas, no hay mucha evidencia que diga que consumir verduras

cruciferas decrezca el riesgo a contraer cancer.

Lo que si se ha encontrado es que los isotiocianatos modulan la actividad de las enzimas de
biotransformacién de Fase | especialmente el citocromo P450, por otro lado inducen la produccién
de enzimas de fase Il lo que podria explicar que al tratar las células con B[a]P y los extractos
bloqueen el efecto del metabolismo del B[a]P por enzimas de fase | e incrementen la produccion de
enzimas de fase Il para detoxificarlo Fig 15, 16 y 17. El B(a)P se ha estudiado ampliamente debido a
sus efectos carcinogénicos y su capacidad para aumentar la proliferacion celular, puede inducir la
expresion de enzimas y factores de trascripcidon que promueven la proliferacién celular, una de las
posibles explicaciones por medio de las cuales el B(a)P incrementa la proliferacion en células MCF-
10 A es por medio de la activacion del receptor de hidrocarburos de arilo (AhR) que puede
desencadenar la expresion de genes involucrados en la proliferacidn celular. Otro mecanismo por
el que puede promover la proliferacién es generando ERO y causando estrés oxidativo. El B(a)P
puede producir especies reactivas de oxigeno a través del estrés oxidativo, el B(a)P puede ser
metabolizado por enzimas de fase 1 para formar metabolitos reactivos como los epdxidos capaces
de reaccionar con biomoléculas presentes en la célula, generando ERO como el superéxido (o2-) el
peréxido de hidrogeno (H2 Oz ) y el radical hidroxilo (OH-), desencadenando asi una cascada de
eventos perjudiciales en las células MCF-10 A pudiendo dafiar al DNA directamente llevandolo a

mutaciones y alteraciones genéticas.
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10. CONCLUSIONES

1.- EI B[a]P es capaz de incrementar la proliferacién en una linea celular proveniente de una glandula

mamaria con enfermedad fibroquistica.

2.-Por otro lado, el B[a]P también es capaz de incrementar los niveles de ERO en las células MCF10-
A, mas sin embargo de acuerdo con los resultados obtenidos nos indican que la proliferacién no es
dependiente da la produccion de ERO pues a la concentracién de 1 uM incrementa la proliferacidn,

pero no las ERO.

3.- Las ERO son elevadas a las 3 h pero a las 6 h disminuyen, probablemente por el mecanismo de
detoxificacién en buen estado que la célula tiene, en futuros experimentos se demostraria si el
mecanismo de detoxificacidon es capaz de disminuir los valores a tiempos mas prolongados de

exposicidn del carcinégeno.

4.- Los extractos de los brotes de brécoli a las concentraciones utilizadas en este experimento son
capaces de inhibir el efecto del B[a]P al no incrementar la proliferacion ante la exposicién del
carcindgeno seria de suma importancia poder aislar los componentes de los extractos para ver si la

disminucién se debe a solo un metabolito o existe una sinergia entre varios componentes.

5.- Nuestros resultados demuestran que la hoja de la col roja a la concentracidn de 10 pug/ml es
capaz de inhibir los efectos que produce la exposicidn al carcindgeno tanto en proliferacién como
en produccién de ERO, sin embargo, a la concentracion de 25 pug/ml solo es capaz de revertir el
incremento de la proliferacién, pero no en las ERO significativamente, también seria necesario aislar

los componentes para ver si alguno de ellos podria incrementar las ERO en lugar de disminuirlas.
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