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RESUMEN

Objetivo: Determinar efecto inmunomodulador del extracto de Brassica oleracea L.
var. Botrytis “coliflor” sobre células inmunes en Mus musculus var. Swiss
Isogénicos con céncer experimental. Material biolégico: Coliflor recolectada en
Simbal-Trujillo y ratones 35-45 g. Método: Se indujo cancer con Benzopireno: Grupo
control (GC sin tratamiento), tratados GPa (Quercitina: D= 7.14 mg/Kg/pc), GP1
(ESPC: D=10mg/Kg/pc); GP2 (ESPC: D=20mg/Kg/pc). Se determind: titulo de
anticuerpos, conteo total (CTL) y diferencial (CDL) de leucocitos x10%1 células, durante
0, 30, 60 y 90 dias. Resultados: Se demostr6 efecto inmunomodulador cuando GPa,
GP1 y GP2, elevaron titulo de anticuerpos comparados con GC (P<0.05). Presenta
diferencia CTL, porcentaje de neutrdfilos, linfocitos y monocitos, comparados con GC
(P<0.05). A los 30 dias, se observd leucocitosis con mayor porcentaje en neutrdfilos y
monocitos pero menor en linfocitos. A los 90 dias, GC present6 leucopenia siendo las
células linfocitos, los mas afectados (P<0.05). Entre GPa, GP1 y GP2 no present6
diferencia significativa (P>0.05), demostrando que el ESPC tiene el mismo efecto que el
patrén quercitina con propiedades antiinflamatoria y antioxidante, como respuesta
inmune y defensa favorable contra el cancer. Por lo tanto, se concluye que el ESP de la
coliflor presenta efecto inmunomodulador porque incrementé el titulo de anticuerpos y
linfocitos, v se le atribuye a la quercitina cuyo efecto dual es potenciado por la presencia
del flavonoide Kaempherol en el ESPC.

Palabras clave: Brassica oleracea L.var. Botrytis, Mus musculus var. Swiss
[sogénicos, inmunomodulador, antitumoral, cancer experimental.

ABSTRACT

Objective: To determine immunomodulatory effect of the extract of Brassica
oleracea L. var. Boftrytis "Cauliflower" on immune cells in Mus musculus var.
Swiss [sogenic with experimental cancer. Biological material: Cauliflower collected in
Simbal-Tryjillo and 35-45 g mice. Method: cancer was induced with Benzopyrene:
Control Group (GC without treatment), and treated GPa (Quercitina: D= 7.14
mg/Kg/bw), GP1 (ESPC: D=10mg/Kg/bw); GP2 (ESPC: D=20mg/Kg/bw). It was
determined: antibody titer, total count (CTL) and differential (CDL) leukocyte x10%/1 cells
during 0, 30, 60 and 90 days. Results: immunomodulatory effect was demonstrated
when GPa, GP1 and GP2 raised antibody titer compared to GC between groups
(P<0.05). At 30 days, we observed leukocytosis with the highest percentage in
neutrophils and monocytes but lower lymphocytes. At 90 days, GC presented leukopenia
being the most affected lymphocyte cells (P <0.05). Among GPa, GP1 and GP2 were
not significance (P> 0.05), demonstrating that the ESPC has the same effect as quercetin
pattern with anti-inflammatory and antioxidant properties, such as immune response and
pro- defense against cancer. Therefore, it is concluded that the ESP cauliflower had
immunomodulatory effect because of increased antibody titer and lymphocytes and is
attributed to quercetin, whose dual effect is enhanced by the presence of flavonoid
kaempherol in ESPC.

Key words: Brassica oleracea L. var. Botrytis, Mus musculus var. Swiss
Isogénicos, immunomodulatory, antitumor, experimental cancer.
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[. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad multifactorial, de etiologia variada donde la edad, el sexo, la raza,
los factores genéticos, la dieta, el estilo de vida y el medio ambiente en general, actiian sobre el
genoma de las células como iniciadores o promotores en la transformacién celular; produciendo
proliferacién descontrolada de células anormales con capacidad de invasién y destruccién de
otros tejidos. (Murray R. et al, 2013:715).

El cancer aparece como consecuencia de una serie de alteraciones en el ADN que culminan en
una proliferacién celular sin control (Abbas et al, 2011:397), implica mecanismos relacionados
con la activacién de receptores de superficie celular, activacién o inhibicién de enzimas, factores
transcripcionales, apoptosis, citotoxicidad celular, mutaciones en genes y expresiéon de oncogenes
(Murray et al, 2013:708-10). La mutacién de genes, da lugar a proteinas no funcionales,
favoreciendo la proliferacién celular sin control (Baker y Diaz, 2013: 5).

Se considera carcinégenos a aquellos agentes fisicos, quimicos o biolégicos capaces de aumentar
la frecuencia de aparicion de neoplasias malignas, va sea directamente o a través de un
metabolito electrofilico (De la Pefia et al, 2012:14), algunos requieren una activacién metabdlica
para expresar su potencial carcinogénico, que influyen en el crecimiento y en la muerte celular,
mediante la modificacién de la fisiologia normal de érganos y sistemas especificos, alterando el
ciclo celular. (Murray R. et al, 2013:698). Entre los carcinégenos quimicos, tenemos al 3,4-
Benzo(a)pireno (Bp), que se encuentra en el humo del tabaco, en solventes usados en la
industria, como contaminantes de alimentos que generan compuestos capaces de desarrollar
cancer principalmente del tracto gastrointestinal (Franco-Tobén et al, 2013:101).

Los tumores malignos son clonas de células que tienen tasas de mutacién muy altas. Esto significa
que muchas de ellas expresaran proteinas mutantes que dan lugar a péptidos que no estan
presentes en células normales, con potencia antigénica (por ejemplo, pueden perder un antigeno
tumoral, disminuir la expresion de MHC, secretar citosinas inflamatorias o inducir células T
reguladoras en lugar de efectoras que suprimen la respuesta inmunitaria); dichos péptidos inducen
una respuesta adaptativa al tumor, que seran capaces de evadir la respuesta inmunitaria y
aparece cancer. (MacPherson y Austin, 2013:46).

Al formarse los tumores, estos expresan antigenos que pueden inducir respuestas inmunes como
humoral y celular en el huésped (Abbas et al, 2011:416). En un comienzo, cuestionaron la
importancia de la vigilancia inmune, que es la capacidad del de reconocer y eliminar células
tumorales; sin embargo hoy en dia, es vista como un arma terapéutica en el tratamiento del
cancer, (Rivas et al, 2011: 90)

El sistema de defensa puede tener lugar con la participacién de células (inmunidad celular) y/o de
anticuerpos (inmunidad humoral). Algunos, moléculas en la defensa son innatos, estan presentes
desde el nacimiento y no dependen de la presencia de antigenos. Otros son adquiridos y se
encuentran en pequenas cantidades antes de un estimulo antigénico (Boticario y Cascales,

2013:9-10).

La inmunidad humoral depende de los linfocitos B y de sus productos de secrecion, los
anticuerpos (Inmunoglobulinas) que actGan en la defensa contra microorganismos extracelulares.
(Abbas et al, 2011:16).Tras su activacién, los linfocitos B proliferan y se diferencian en células
plasmaticas que segregan diversas clases de anticuerpos con funciones diferentes, pero dotados de
la misma especificidad frente a un antigeno. El lugar de unién antigénica de los anticuerpos
coincide con los de la superficie celular (receptores de linfocitos B) que reconocen al antigeno; los
polisacéridos y los lipidos sobre todo estimulan la secrecién de anticuerpos de la clase Ig M; los
antigenos proteinicos, en virtud de la accién de los linfocitos T cooperadores suscitan la
produccién de diversas clases de anticuerpos (IgG, IgA, IgE). La inmunidad adaptativa esta
representada por los anticuerpos y por los linfocitos T. (Abbas et al, 2011:13,16).

La inmunidad celular es tarea de los linfocitos T y de sus productos, como las citosinas que
intervienen en la destruccién de los microorganismos intracelulares y células tumorales. (Abbas et
al, 2011:15). Los linfocitos T pueden dividirse en citotéxicos CD8+ vy linfocitos T cooperadores
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CD4+, productores de citocinas que a su vez influyen en la citotoxicidad vy en la respuesta
humoral. (Arango et al, 2008:195).

Investigaciones desarrolladas por Castellanos-Puerto et al (2006:4), observaron que se modifican
los niveles leucocitarios en ratones cuando estos son sometidos al estrés porque el estrés provoca
cambios sustanciales en el sistema neuroinmunoendocrino metabdlico; de forma que se pueda
influenciar el desarrollo enfermedades.

La evaluacién del leucograma, es parte integral del diagnéstico, porque da informacién muy
valiosa sobre el estado del sistema inmune; demasiados o muy pocos leucocitos de una clase
puede contribuir a encontrar la causa de una infeccién, definir la presencia de una reaccién
alérgica y evaluar la presencia de enfermedades tales como leucemias (Bernard et al, 2005:586).

Los leucocitos se diferencian en células como: los neutréfilos o PMN, son los més abundantes en la
sangre, intervienen en la inflamacién aguda, son cruciales en la defensa contra bacterias y hongos,
tienen un periodo de vida corta. (MacPherson y Austin, 2013:18). Los linfocitos son los leucocitos
de menor tamario, son las Unicas células capaces de reconocer diversos antigenos y distinguirlos
especificamente e intervienen en la inmunidad adaptativa, especifica y de memoria. (Abbas et al,
2011:49) Los monocitos son mayor tamano; experimentan una atraccién activa hacia los focos
inflamatorios, donde se diferencian a macréfagos. (Abbas et al, 2011:507) Anexo 2.

En el leucograma, los leucocitos destacan por ser los efectores celulares de la respuesta
inmunitaria; es decir, intervienen y participan de forma muy activa en la defensa del organismo
contra agentes infecciosos o sustancias extranas; organismo bien como productoras de
anticuerpos (linfocitos) o participando en la fagocitosis de microorganismos intracelulares o
encapsulados (neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos y monocitos) (Abbas et al, 2011:49) (MacPherson
v Austin, 2013:14).

Los mecanismos del sistema inmune en la proteccién contra tumores son diversos, donde estan
involucrados los mecanismos efectores celulares, humorales, y de la inmunidad innata, aunque los
celulares parecen ser los més efectivos en la eliminacién de células transformadas. (Arango et al,
2008:196). La inmunoterapia, son procedimientos que proporcionan al organismo elementos
derivados del sistema inmunolégico para atacar a las células tumorales o que estimulan al propio
sistema inmune del paciente a que reaccione y destruya las células cancerosas. (Gavilondo,
2014:220).

Investigaciones manifiestas una relacién entre la ingesta de verduras cruciferas y el riesgo de
cancer, y se tiene a la familia Cruciferas, género Brassica, como coliflor, repollo y brécoli, que son
ricas en nutrientes, entre ellos, varios carotenoides (betacaroteno, luteina, zeaxantina); vitaminas
C, E v K; folato; y minerales; también son una buena fuente de fibra, contienen vitamina B6,
acido félico en combinacién con otras vitaminas del complejo B, indol-3-carbinol y flavonoides, y
se le atribuyen propiedades anticancerigenas. (Hayes et al, 2008:73-74). (Eid et al, 2013:48).

Se ha observado que el consumo de la col de Bruselas incrementa la enzima glutatién S-
transferasa (GST) en plasma. La (GST) desintoxica carcinégenos y suprime la carcinogénesis. (Eid
et al, 2013:57), porque presentan compuestos antioxidantes hidrosolubles: vitamina C y fenoles,
como liposolubles (carotenoides), que contribuyen a la defensa del envejecimiento celular.
(Quinones et al 2012: 82). Como resultado de ello, protegen las células contra el dano oxidativo,
y por tanto, pueden prevenir enfermedades cronicas como el cancer, enfermedades
cardiovasculares y la diabetes. (Fernandez-Leén et al, 2011:191-2). La actividad antioxidante de
los compuestos fendlicos se relaciona con su estructura quimica que les confiere propiedades
redox. (Quifiones et al, 2012:77).

La coliflor es una variedad de la especie Brassica oleracea L. en el grupo Botrytis de la familia
Brassicaceae,  contiene glucosinolatos, indol-3-carbinol, isotiocianato y sulforranos  con
propiedades antioxidantes, importantes para la prevencién de muchas enfermedades ya sea
cardiovasculares, oncolégicas etc (Hayes et al, 2008:76). Quinones et al (2012:81), han
demostrado que los polifenoles, y especialmente la quercetina, inhiben la COX y la LPO, enzimas
implicadas en la liberacién de interleuquinas y quimosinas producidas por el estrés oxidativo. Sin
embargo, los mecanismos de accién sobre el efecto inmunomodulador aiin no estan adn bien
comprendidos por los investigadores.
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La alta tasa de mortalidad vy la falta de una cultura de prevencién en cancer, y ante la carencia de
estudios realizados sobre el efecto de Brassica oleraceae L. var boytritis “coliflor” sobre el
sistema inmunolégico, fue motivo de esta investigacién para que con los resultados obtenidos se
proporcione un sustento cientifico que beneficie a la comunidad, ya que este vegetal esta al
alcance de la poblacién en general.

Por lo expuesto, nos planteamos: ¢Tiene el extracto obtenido de la inflorescencia de Brassica
oleracea L. var. Botrytis efecto inmunomodulador sobre células inmunes de Mus musculus
var. Swiss isogénicos con cancer experimental?

Suponemos que el extracto obtenido de la inflorescencia de Brassica oleracea L. var Botrytis
presenta efecto inmumodulador sobre las células inmunes, incrementando el titulo de anticuerpos
vy modifica el conteo total y diferencial de leucocitos en Mus musculus var. swiss Isogénicos
inducidos con cancer experimental.

Objetivos

1. Obtener el extracto seco purificado de Brassica oleracea L. var. Botrytis “coliflor” y
administrar en Mus musculus var. Swiss Isogénicos.

Inducir el cancer experimental con Benzo(a)pireno en Mus musculus var. Swiss Isogénicos
Determinar, analizar y comparar el titulo de anticuerpos en los grupos experimentales.

4. Determinar y comparar el leucograma: conteo total y diferencial de leucocitos en los grupos
experimentales.

ll. MATERIAL Y METODO

2.1 OBJETO DE ESTUDIO:

2.1.1 M. Vegetal: Brassica oleracea L.var. Boftrytis “coliflor” procedentes del CP
Pedregal-Simbal, e identificadas segun la taxonomia reportado por Mostacero-Leén et
al (2002:266).

2.1.2 M. Animal: Mus musculus var. Swiss, linea genética Balb/C, adquirida del
Instituto de Alturas del Hospital Cayetano Heredia-Lima, machos adultos de 8 a 12
semanas de edad con un peso promedio de 35-45 g.
2.2 MEDIOS
2.2.1 De vidrio y aparataje: Uso comun Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular.
2.2.2 Reactivos: fueron del grado analitico obtenidos del Laboratorio Sigma-Aldrich.
2.2.3 Otros: material hospitalario etc

2.3 METODO Y TECNICAS

Se realiz6 un disefio experimental de grupos de trabajo, a los cuales se les administré el ESPC
y se evalud el titulo de anticuerpos, el conteo total vy diferencial de leucocitos.

2.3.1 Obtencién del Extracto Seco Purificado de la Brassica oleracea L. var.
Botrytis (ESPC), se realizé con el protocolo reportado por Ruiz-Reyes, (2002:13-
14).

2.3.2 Induccion del Cancer Experimental con Benzo(a)pireno

Se utilizaron 24 ratones isogénicos estandarizados y aclimatados, luego divididos al
azar en cuatro grupos de seis animales cada uno. La induccién del céncer
experimental fue realizado con a-Benzopireno (Bp), dosis 0,1 ml al 0,5 % P/V, via
subcutanea en la zona lumbar. (Aguilar y Huiméan, 2003:13). El benzo(a)pireno es un
hidrocarburo aromaético policiclico procarcinégeno (Murray R. et al, 2013:698), que
al metabolizarse se convierte en carcinégeno y ataca grupos nucleofilicos en el ADN y
el ARN produciendo mutacién que induce a la neoplasia y tumorogénesis (De la Pefia
et al, 2012:14).
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Grupo Control (GC): se les indujo el tumor y al azar, se utiliza un espécimen cada

30 dias para observar la evolucién del efecto cancerigeno durante 90 dias.

Grupo Patrén (GPa): se les indujo el tumor y después de 07 dias, fueron tratados
con quercitina, dosis 7.14 mg/Kg/24h/90 dias/via oral. (Pérez- Viscaino et al, 2009:69)

Grupo Problemal (GP1): ratones que se les indujo el tumor y después de 07 dias
fueron tratados con el ESP de la coliflor a la dosis de 10 mg/ka/24h/90 dias/via oral.

Grupo Problema2 (GP2): ratones a las cuales se les indujo el tumor y después de 07
dias fueron tratados con el ESP de coliflor a la dosis de 20 mg/kg/24h/90 dias/via oral.

Se evalué independientemente, cada uno de los grupos experimentales y se

compararon los resultados con el grupo control.

2.3.3 Determinacion del Titulo de anticuerpos:

Induccion de anticuerpos: Con el fin de inducir la produccién de anticuerpos, en
los dias 1,3 5 antes del experimento, se inoculé por via intraperitoneal una suspensién

de hematies de carnero 20% en solucién salina (0,9 %) a los cuatro grupos.

Estado Basal El dia 6, extraemos a todos los animales una muestra de sangre,
realizando la evaluacién del titulo de anticuerpos e iniciando la induccién del cancer con

Bp en los grupos GC, GPa, GP1 y GP2 (correspondiendo este dia al estado basal).

Prueba de microhemaglutinacion directa reportado por Ruiz-Alvarez et al.

(2005:4).

Se toma la sangre del ratén en capilares sin heparinizar, dejamos coagular por ~20
min, separamos el suero por centrifugacién (5 min). Calentando en bafio a 56°C por
30 min, inactivamos el complemento del suero. En una placa de microtitulacién se
realiza diferentes diluciones del suero de ratén, en la proporcién 1:1 con Buffer

Fosfato (PBS).

Agregamos 5 uL de una suspensién al 2% v/v/ de eritrocitos de carnero en PBS
(previamente lavados 4 veces) a cada hoyo, incluyendo al hoyo control negativo e
incubamos en bano marfa a 37°C. Dejamos sedimentar los glébulos rojos por 2 h y
observamos la presencia de aglutinacién microscépica, utilizando un microscopio
invertido. Un botén pequeio en el fondo del hoyo indica que las células no
aglutinaron, mientras que un tapete fino que se extiende sobre un &rea apreciable del

hoyo indica aglutinacién.

Se establece como titulo final de anticuerpos aquella dilucién en la que se presenta al

menos el 50% de aglutinacién.

Tratamiento de los grupos GPa, GP1 y GP2: a los 8 dias de induccién del cancer
con Bp, se inicia el tratamiento con quercitina (GPa) v el ESP de coliflor (GP1 y GP2)
a la dosis establecida respectivamente (Este dia corresponde al primer dia de

tratamiento).

Se analiza a los 30, 60 y 90 dias de tratamiento, en las mismas condiciones iniciales.

2.3.4 Evaluacién del Leucograma reportado por Castellanos-Puerto et al (2006:2). El
leucograma es la fraccién del hemograma que se refiere al conteo total de los

leucocitos y de las diferentes clases de leucocitos (Bernard et al, 2005:586).

Estado Basal: En GC, GPa, GP1 y GP2, tomamos una muestra de sangre del ratén,
se limpia la cola con una torunda v xilol; vy se administra calor con una lampara
durante 3 minutos. Se corta la punta de la cola 0-5-1 cm y se recoge dos gotas de
sangre para realizar el leucograma (Conteo Total y Conteo Diferencial de Leucocitos)

e iniciamos la induccién con Benzopireno.

Tratamiento de los grupos GPa, GP1 y GP2: a los 8 dias de induccién con Bp, se
inicia el tratamiento con quercitina (GPa) y el ESP de coliflor (GP1 y GP2) (1ler dia de
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tratamiento), v se analiza a los 30, 60 y 90 dias de tratamiento, en las mismas
condiciones iniciales.

2.3.4.1 Conteo Total de Leucocitos

- 10 ul de sangre se diluye en 0,19 ml de Solucién Turk (acido acético glacial 2%
V/V, con V gotas de azul de metileno 0,3% P/V) Dilucién final 1/20. La dilucién
se coloca en la cdmara Neubauer, dejando reposar 10 min, se cuenta las células
en un area de 4 mm?, utilizando los cuadros numerados 1, 3, 7 vy 9 en un
microscopio con una lente de 10 x. Después de contar los leucocitos en los
cuadrantes, sumamos el total de ellos y con dicha cantidad, realizamos el
siguiente célculo:

- N°de leucocitos x mm3 = N° de leucocitos contados x 50

2.3.4.2 Conteo Diferencial de leucocitos: neutréfilos, linfocitos v monocitos

- Se aplicé una gota de sangre a la lamina portaobjetos, realizamos el extendido,
dejando secar al aire libre y fijando con metanol por 1 min. Coloreamos por el
método de Giemsa (colorante a razén de una gota por mililitro de agua
destilada), lavamos y secamos al aire libre. Se realiz6 el conteo en el microscopio
utilizando una lente de inmersién, contando no menos de 100 leucocitos.

- Los resultados fueron expresados en 106 células/ml (109 células/l) para el conteo
total de leucocitos y en porcentaje para el conteo diferencial de leucocitos.

2.3.5 Analisis Estadistico

Los datos fueron procesados con el programa Statistical Package for the Social
Sciences SPSS® para Windows® version 22 y Microsoft Office Excel® 2010. Se
realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacién del titulo de
anticuerpos, leucocitos totales y células diferencias de leucocitos. Se utilizé el test de
Tukey para la diferencia y significancia estadistica de P<0.05. (Dawson y Trapp,
2002)

. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1: Efecto inmunomodulador del ESP de Brassica oleracea L. var. Botrytis sobre
el titulo de anticuerpos en Mus musculus var. Swiss Isogénicos comparados en los
diferentes grupos experimentales a los 0, 30, 60 y 90 dias

Titulo de Anticuerpos

Grupos n

0 dias 30 dias 60 dias 90 dias
GC* 6 92200 soooo 92200 oo oo, | 82000 = 279.34°| 71800 = 279.34°
GPa® 6  922.00 ;28.08 1024.00 + 0.00° | 102400 =+ 0.00° | 122880 =+ 457.95°
GP1 6 92200 Loo.o 102400 + 000° = 122880 = 457.95° 143360 = 560.83°
GP24° 6 922.00 ;28_08 1228.80 *;;57‘95‘1 143360 * 2008 163840 1+ 56083¢

Fuente: Registros de Laboratorio. Los valores expresan el promedio + DS

Leyenda: GC: Con céncer experimental (Bp);

GPa: cancer experimental (Bp) + Quercitina D=7.14 mg/kg/pc;

GP1: cancer experimental (Bp)+ESPC D=10 mg/kg/pc;

GP2: cancer experimental (Bp)+ESPC D=20 mg/kg/pc;

P: Nivel de Significancia P< 0.05. Letras desiguales difieren significativamente a,b,c,d,e.
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Titulo Anticuerpos
1800

Efectoinmunomodulador del ESP de Brassica oleracea L. var. Botrytis sobre el
titulo de anticuerpos en Mus musculus var. swiss Isogénicos
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Figura 1. Efecto inmunomodulador del ESP de Brassica oleracea L. var. Botrytis
sobre el titulo de anticuerpos en Mus musculus var. Swiss Isogénicos con cancer

experimental.

En la tabla 1, se observa que los grupos GPa, GP1 y GP2, elevan su nivel de anticuerpos
comparados con GC, observando que a los 90 dias el titulo de anticuerpos es mayor en GP2
(1638.40+560.88) y GP1 (1433.60+560.88) que GPa (1228.80+457.95) comparado con GC
(718.0+£279.34) siendo estos valores significativos (P<0.05) Ver figura 1

Tabla 2: Andlisis de Varianza en Disefio en bloque completo al azar de los Anticuerpos

Origen Tipo 11l de suma de Cuadrético .
Gl . F Sig.
cuadrados promedio
Dia 1126810,600 3 375603,533 3,091 0,032
Grupo 1829483,800 3 609827,933 5,019 0,003
Error 8870121,400 73 121508,512
Total corregido 11826415,800 79

FUENTE: Registros de Laboratorio — SALIDA SPSS VER 22

En la tabla 2, se muestra el andlisis de varianza en disenio en bloque completo al azar de los
anticuerpos, observando diferencia significativa entre grupos (F=5.019, P<0.05) y dias de

tratamiento (F=3.091, P<0.05).

Tabla 3: Andlisis de Comparaciones Miuiltiples del nimero promedio de los Anticuerpos, entre Grupos

lrecade B sy

Grupo Patrén -306,60 110,231 0,034

Grupo Control Grupo P1 -204,80 110,231 0,048
Grupo P2 -409,00 110,231 0,002

Grupo Patrén Grupo P1 102,40 110,231 0,789
Grupo P2 -102,40 110,231 0,789

Grupo P1 Grupo P2 204,80 110,231 0,255

FUENTE: Registros de Laboratorio — SALIDA SPSS VER 22

En la tabla 3, se muestra el andlisis de comparaciones multiples del nimero promedio de los
anticuerpos entre Grupos observando que hay diferencia significativa de GPa, GP1 y GP2
comparado con GC (P<0.05). Sin embargo al comparar los grupos tratados GPa, GP1 y GP2, se
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observa que no existe diferencia entre ellos (P>0.05), suponiendo que tanto la quercitina como
los flavonoides obtenidos del extracto seco purificado presentan similares mecanismos.

El efecto inmunomodulador del extracto seco purificado de la coliflor (ESPC), se observa a los 90
dias de tratamiento, cuando GP1 y GP2 presentan mayor el titulo de anticuerpos y podria
deberse a la accién sinérgica de los flavonoides presentes en el ESPC, como son la quercitina y el
kaempferol.

El sistema inmunolégico juega un papel importante en la regulacién del crecimiento tumoral
(Sirera et al, 2006:43). La respuesta inmune tumoral es una red compleja formada por células y
mensajeros quimicos que actdan de manera colectiva para destruir o eliminar células no propias.
(Ramirez-Flores, 2004:5) si las células tumorales expresan antigenos inmunogénicos débiles, no
propios para el huésped, entonces es posible que la respuesta inmunitaria no pueda evitar el
crecimiento de tumores, por lo que es necesario que el sistema inmune se active y sea capaz de
reconocer y destruir esas células anormales y erradicar los tumores (Abbas et al.,2011:398-99,
416).

Como sistema de defensa frente al cancer, los linfocitos B se transforman en células plasméticas
que secretan inmunoglobulinas (anticuerpos) los cuales estan dirigidos contra antigenos tumorales
(Arango et al, 2008:194). El mecanismo por anticuerpos involucra: la lisis mediada por
complemento, opsonizacién y fagocitosis, y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(CCDA) (Abbas et al, 2011:16). Los linfocitos T reaccionan contra el antigeno liberando
citoquinas (MacPherson y Austin, 2013:60).

Varios estudios epidemiolégicos han demostrado que los cambios en la composiciéon de la dieta
pueden afectar a la respuesta inmunoldégica. (Ballester, 2006:3). El extracto obtenido de la coliflor
contiene alto contenido de polifenoles como el kaempferol y quercitina, ambos pueden presentar
efecto anti-inflamatorio, antialérgico, vascular y antitumoral, pero la accién mas importante de
compuestos fendlicos es su actividad antioxidante (Barrén-Yanez, 2011:151). La capacidad
antioxidante de los flavonoides y acidos fenélicos esta relacionado con el niimero y posicién de
grupos hidroxilo en la molécula; un aumento en el nimero de grupos hidroxilo conduce a una
mayor actividad antioxidante (Cartea et al, 2011:256). En el organismo, la quercetina es
metabolizada con é&cido glucurénico, sulfato y metilos; encontrando en plasma quercetina-3-
glucurénido, quercetina-3'-sulfato y 3'-metil-quercetina-3-glucurénido  (Menéndez-Soriano,
2012:27)

Segun los resultados, se observan que en los animales tratados con quercitina y el ESP de la
Coliflor, incrementan la produccién de anticuerpos, lo que podria generar una respuesta
antitumoral contra el efecto cancerigeno producido por el Bp, atribuyendo el efecto
inmunomodulador a la quercitina por sus propiedades:

1) Anti-inflamatorias porque: inhibe la enzimas Ciclooxigenasa (COX) vy la lipooxigenasa (LPO)
relacionadas con la liberacién de factores como interleuquinas y quimosinas producido por el
estrés oxidativo (Quinones et al, 2012:81), disminuye la expresién génica, inhibe de la sintesis de
mediadores proinflamatorios inducidos diversas citoquinas como el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF) o la IL-1B en macréfagos (Kim et al., 2004:229) y disminuye la produccién de interleucinas
IL-1B, IL-6 e IL-8 en células estimuladas con ésteres de Forbol y calcio ionéforos (Min et al,
2007:210)

2) Antioxidantes porque: aumenta la actividad de la glutatién peroxidasa y disminuye los
niveles de malondialdehido (Perez-Viscaino, 2009:71), interviene en reacciones redox captando el
oxigeno activo especialmente en forma de anién superéxido, radicales hidroxilo, peréxidos
lipidicos o hidroperdxidos (Ballester, 2006:24), inhibe la peroxidacién lipidica producida por
hierro (Ballester, 2006:25) e incrementa los niveles tanto de GSH, de glutatién total y el indice de
GSH / GSSG, causa elevacién rapida y simultanea en las actividades de la superéxido dismutasa,
glutatién peroxidasa y catalasa (Vasquez-Garzén et al, 2008:128).
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Tabla 4. Efecto del ESP de Brassica oleracea L. var. Botrytis sobre los niveles promedio del
conteo total y diferencial de leucocitos en Mus musculus var. Swiss Isogénicos
comparados en los diferentes grupos experimentales a los 0, 30, 60 y 90 dias.

G Pruebas Tiempo (dias)
Tupos hematolégicas 0 30 60 90
Leucocitos 10°
Lo 636 +115 1078 +093 1138 +065 494 +0.77°
Neutrfilos (%) 4740 +358 6360 =555 5380 =487 5420 * 100
GC + 4.04
Linfocitos (%) 5160 +397 3520 +466 4460 +564 4340 %
Monocitos (%) 100 =122 120 =130 160 =152 240 =19
. 9
Eéel‘/foc‘tos 10 658 +144 976 +0.92 768 =064 684 * 083
Neutréfilos (%) 4740 +532 5040 +7.09 4520 +327 4400 93
GPa 503
Linfocitos (%) 5160 +568 4880 +653 5400 +361 5560 o
. =~ 055
Monocitos (%) 100 +10 080 =045 080 =045 040 .
. 9
Eéel‘/fo‘”tos 10 684 +101 1012 +121 802 +08 676 10
Neutréfilos (%) 4320 +492 5220 +572 4720 +336 4380 * 022
GP1 =604
Linfocitos (%) 5300 +485 4720 =554 5320 +327 5600 O
Monocitos (%) 080 +045 060 +055 020 +045 020 *90%
Leucocitos 10° + +0.32
Lo 628 =108 968 +090 724 oo 640 T
Neutréfilos (%) 4620 +526 5160 +666 4540 +493 4240 530
GP2 —
Linfocitos (%) 5280 +567 4800 =624 5440 +522 5760 o
= 0.00
Monocitos (%) 000 +122 040 +055 020 +045  0.00

Fuente: Registros de Laboratorio. Los valores expresan el promedio + DS

Leyenda: GC: Con céncer experimental (Bp); GPa: cancer experimental (Bp) + Quercitina D=7.14

mg/kg/pc;
GP1: céncer experimental (Bp)+ESPC D=10 mg/kg/pc; GP2: cancer experimental (Bp)+ESPC D=20

mg/kg/pc;

P: Nivel de Significancia P< 0.05. Letras desiguales difieren significativamente a,b,c,d,e.

En la tabla 4, se muestra el efecto del ESP de la coliflor sobre el conteo total de leucocitos y
conteo diferencial de células neutréfilos, linfocitos y monocitos, observando que al inicio se
incrementaron los leucocitos en todos los grupos experimentales; debido al proceso inflamatorio
se produce leucocitosis, como mecanismo de repuesta frente al dafno tumoral (Bruzzo, 2007:470),
sin embargo a los 90 dias, los valores de leucocitos son normales en GPa, GP1 y GP2 mientras
que el GC presenta leucopenia posiblemente debido a las alteraciones neoplasicas producidas por
el Bp y sus productos de metabolismo. A pesar que todos los leucocitos actian defendiendo al
organismo, las células diferenciadas como neutrdfilos, linfocitos y monocitos difieren en sus
funciones y es mejor evaluarlos como sistemas separados (Bernard et al, 2005:587).

Respecto a los neutrdfilos, a los 30 dias, se presenta neutrofilia en los grupos debido a que estéas
células constituyen la poblacién méas abundante de leucocitos circulantes e intervienen en las
primeras fases de las respuestas inflamatorias, caracterizada por la hiperproduccién de especies
reactivas del oxigeno y nitrégeno, agentes oxidantes que pueden desencadenar por si solos una
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respuesta inflamatoria. Los neutrdfilos regulan la respuesta inflamatoria a través de la absorcién y
liberacién de citocinas y quimiocinas (Basran, 2013:19); el factor estimulador de las colonias de
granulocitos (G-CSF) activa su produccién (Abbas et al, 2011:29). El crecimiento del tumor es
acompanado por una reaccién inflamatoria sistémica, evidenciada tanto por neutrofilia, como por
un aumento sérico de TNF-a, IL-1B, IL-6, CRP, SAA y de citoquinas. (Bruzo et al, 2007:470). Sin
embargo a los 90 dias, GPa, GP1 y GP2 presentan valores normales de neutréfilos mientras que
el GC presenta neutropenia causado por el cancer inducido experimentalmente.

Asimismo, a los 30 dias, se presenta linfopenia en los grupos experimentales, sin embargo a los 90
dias, GPa, GP1 y GP2 presenta valores mayores de linfocitos que el GC, siendo significativos
(P<0,05). Los linfocitos son las Unicas células capaces de reconocer antigenos de manera
especifica y responden mediante su proliferacién y diferenciacién en células efectoras, cuya
funcién consiste en eliminar el antigeno; y en células de memoria, con una respuesta mayor tras
su encuentro posterior con el antigeno (Abbas et al, 2011:17).

Por otro lado, se observa monocitopenia entre los grupos GPa, GP1 y GP2 en cambio el GC
presenta monocitosis hasta los 90 dias. Una variedad de factores, incluyendo infecciones
bacterianas, cancer, estrés y quimioterapia, provocan aumento o disminucién del nimero de
neutréfilos y monocitos. Los neutrdfilos y los monocitos (precursores de macréfagos tisulares)
emigran desde la sangre hacia los focos inflamatorios durante la respuesta de la inmunidad
innata, cuando estos disminuyen su actividad se incrementan las citosinas, que resultan nocivo e
incluso puede provocar la muerte del huésped. (Abbas et al, 2011:45-46).

Se observa que, a los 30 dias, todos los grupos presentaron leucocitosis por el proceso
carcinégeno, reflejando mayor % en neutréfilos y monocitos y menor % en linfocitos; sin embargo
a los 90 dias, observa que el GC presenta leucopenia; siendo los linfocitos las células mas
afectadas en GC que al compararlos con GPa, GP1 y GP2, la diferencia es significativa (P<0,05).

Tabla 5: Andlisis de Varianza en Disefio en bloque completo al azar del Conteo Total y
Diferencial de Leucocitos: Neutréfilos, Linfocitos y Monocitos en los grupos experimentales y dias
de tratamiento.

Tipo lll de Cuadrético
Prueba Origen suma de Gl . F Sig.
Hematoldgica cuadrados promedio
Dia 198,281 3 66,094 40,969 0,000
) Grupo 9,881 3 3,294 23,042 0,048
Leucocitos Error 117,768 73 1,613
Total corregido 325,929 79
Dia 886,250 3 295,417 10,985 0,000
Neutréfilos Grupo 958,450 3 319,483 11,879 0,000
Error 1963,250 73 26,894
Total corregido 3807,950 79
Dia 873,238 3 291,079 10,428 0,000
Grupo 1218,738 3 406,246 14,554 0,000
Linfocitos Error 2037,713 73 27,914
Total corregido 4129,688 79
Dia 0,738 3 0,246 0,273 0,845
. Grupo 16,938 3 5,646 6,272 0,001
Monocitos Error 65,713 73 0,900
Total corregido 83,388 79

FUENTE: Registros de Laboratorio — SALIDA SPSS VER 22

En la tabla 5, se muestra el anélisis de varianza en disefio en bloque completo al azar del Conteo
Total y Diferencial de Leucocitos: Neutrdfilos, Linfocitos y Monocitos en los grupos
experimentales y dias de tratamiento; observando que el nimero promedio de leucocitos x109
células/L, es significativo entre grupos (F=40,969, P<0,05) y dias de tratamiento (F=23,042,
P<0,05); ademas, hay diferencia significativa, en el porcentaje de neutréfilos (F=10,985 P<0,05)
(F=11,879 P<0,05); linfocitos (F=14,554, P<0.05) (F=10,428, P<0.05) entre grupos y dias de
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tratamiento; sin embargo, sélo hay diferencia del porcentaje de monocitos entre grupos
(F=5,646, P<0.05) pero no entre dias de tratamiento (F=0,273, P>0.05).

Tabla 6: Diferencia Minimas Significativas de la variacién de Leucocitos 10° células/L entre los
Grupos Experimentales

Prueba Suma de Media

Hematoldégica Grupos Experimentales cuadrados g cuadrética F Sig.
Inter-grupos 153,366 3 51,122
GC Intra-grupos 12,880 16 0,805 63,505 0,000
Total 166,246 19
Inter-grupos 36,806 3 12,269
GPa Intra-grupos 16,680 16 1,042 11,768 0,000
Leucocitos Total 53,486 19
107 célll Inter-grupos 31,185 3 10,395
GP1 Intra-grupos 16,140 16 1,009 10,305 0,001
Total 47,325 19
Inter-grupos 37,301 3 12,434
GP2 Intra-grupos 11,692 16 0,731 17,016 0,000
Total 48,992 19

En la tabla 6, se muestra la diferencia minima significativa de la variacién del conteo total de
leucocitos 109 células/L entre grupos, observando que hay diferencia entre GPa (F=11,768,
P<0,05), GP1 (F=10,305, P<0,05), v GP2 (F=17,016, P<0,05), comparados con GC
(F=63,505, P<0,05).

Los leucocitos, tienen la funcién de defensa contra virus, bacterias y agentes xenobidticos;
constituyen los neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos y baséfilos. (Abbas et al, 2011:49).
Los leucocitos, se incrementan en procesos de inflamacién celular (Abbas et al, 2011:29) y se ha
reportado que la quercetina y la isoramnetina presentan propiedades anti-inflamatorias en los
macréfagos RAW264.7; observando un aumento en los niveles de la proteina hemooxigenasa-1,
una diana del factor de transcripcion Nrf2, conocido por ser un antagonista de la inflamacién
crénica (Boesch-Saadatmandi et al., 2010:293).

Tabla 7: Andlisis de Varianza en Disefo en bloque completo al azar de las células diferenciadas
de leucocitos: Neutréfilos, Linfocitos y Monocitos en los grupos experimentales

GRUPOS Diferencia de Error Si

EXPERIMENTALES medias estandar '8
GPa 7 550% 16,399 0,000
" GC GP1 8,000% 16,399 0,000

Neutréfilos

GP2 8.350% 16,399 0,000
op GP1 0.450 16,399 0,993
a GP2 0.800 16,399 0,962
GP1 GP2 0.350 16,399 0,997
GPa -8,650* 16,707 0,000
GC GP1 -8,800% 16,707 0,000
Linfocitos GP2 -9,500% 16,707 0,000
op GP1 -0.150 16,707 1,000
a GP2 -0.850 16,707 0,957
GP1 GP2 -0.700 16,707 0,975
Monocitos GC GPa 1,100% 0,3000 0,003
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GP1 0,800%* 0,3000 0,046

GP2 1,150* 0,3000 0,001

GP GP1 -0,300 0,3000 0,750
@ GP2 0,050 0,3000 0,998
GP1 GP2 0,350 0,3000 0,650

En la tabla 7, se muestra el andlisis de varianza en disefio en bloque completo al azar de las
células diferenciadas de leucocitos: Neutréfilos, Linfocitos y Monocitos en los grupos, observando
que hay diferencia en el porcentaje de Neutréfilos, linfocitos y monocitos entre los grupos GPa,
GP1 y GP2 comparados con GC respectivamente (P<0,05); sin embargo al comparar los
porcentajes de estas células entre grupos GPa, GP1 y GP2Z se observa que no presentan
significancia estadistica (P>0,05), por lo cual se podria afirmar que el ESPC tiene el mismo efecto
que el patrén quercitina, sobre las células diferenciadas de leucocitos.

La quercitina presenta efecto antiinflamatorio porque inhibe las enzimas fosfolipasa A2, COX y
LPO que interviene con el metabolismo de acido araquidénico, lo que disminuye los niveles de
prostaglandinas, sustancias que incrementan la respuesta inflamatoria (Menéndez, 2012:72).

La quercetina presenta efecto antioxidante porque ejerce efectos duales sobre el estrés oxidativo y
el 6xido nitrico; es capaz de actuar directamente sobre el O2- anién superéxido e inhibir la
oxidacién de LDL (Lodi et al. 2008:741); es capaz de reducir el aumento inducido por el TNF-«
en las moléculas de adhesién VCAM-1, ICAM-1 y MCP-1, tanto a nivel de la proteina como del
ARNm en el endotelio humano y en las células del musculo liso vascular. (Menéndez, 2012:49), y
junto a otros flavonoides inhiben la produccién de TNF-a, asi como la expresién de la NOS
inducible (iNOS) y la produccién de NO en macréfagos activados por lipopolisacaridos, un efecto
que se ha asociado con la inhibicién de la via NF-kB, a través de la inhibicién de la fosforilacién
de IkB-a (Comalada et al, 2006).

Middleton et al. (2000:675), sefiala que los flavonoides actian modulando la respuesta de
linfocitos T, linfocitos B, macréfagos y monocitos, mastocitos, baséfilos, neutrdfilos, eosinéfilos y
plaquetas.

Aguilar et al, (2009:22) manifiesta que los flavonoles quercetina y kaempferol son potentes
inhibidores de la liberacién de histamina en los mastocitos de peritoneo de ratas.

Por lo tanto, el ESP de Brassica oleracea L. var. Boftrytis, “coliflor”, presenta efecto
inmunomodulador y se le atribuye a la quercitina por sus propiedades antinflamatorias y
antioxidantes como respuesta inmune y defensa favorable contra el cancer; cuyo efecto dual de
la quercitina es sinérgico con la presencia del flavonoide kaempherol presente el ESPC.

Asimismo, se considera necesario difundir el consumo frecuente de la coliflor en la dieta, de la
poblacién, como un medio de prevenir el cancer.

IV. CONCLUSIONES

1. El céncer experimental fue inducido con Benzo(a)pireno a la dosis 0,1 ml al 0,5% P/V, via
subcuténea en la zona lumbar de Mus musculus var. Swiss.

2. El ESPC presenta efecto inmunomodulador porque incrementa el titulo de anticuerpos vy el
porcentaje de linfocitos en Mus musculus var. Swiss Isogénicos como defensa contra el
cancer experimental siendo estos valores estadisticamente significativo comparado con el
control (P<0,05)

3. El efecto inmunomodulador del ESPC se le atribuye a la quercitina por sus propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes, cuyo efecto dual es sinérgico por la presencia del flavonoide
kaempherol en el ESPC.
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