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Resumen

Introduccion: el cancer representa una de las principales causas de muerte en
nivel mundial. Es una enfermedad que por su naturaleza compleja porque tiene
un origen multifactorial (alimentacién, el estilo de vida y factores hereditarios).
El cancer colorectal es una enfermedad que se ha relacionado en gran medida
con los habitos alimenticios, por lo tanto es un padecimiento facilmente
prevenible, pero a pesar de ello, sigue siendo causa de una gran cantidad de
muertes a escala global. Se ha observado una alta incidencia de esta
enfermedad en los paises con alto grado de industrializacién. Desde que se
descubri6 la relacion de los habitos alimenticios con este padecimiento, se ha
documentado una gran cantidad de informacion respecto al efecto preventivo
que algunos componentes de la dieta ejercen sobre éste. Entre los
componentes evaluados se encuentran los polisacaridos de reserva tipo
inulina, provenientes de diversos materiales vegetales como la raiz de achicoria
(Chicorium intybus). En nuestro caso, utilizamos los fructanos de maguey
(Agave salmiana), recurso natural renovable de amplia distribucion en la region
arida y semiarida de México. Los fructanos de maguey se relacionan
simbi6ticamente con las bacterias intestinales, funcionando como sustrato de
su actividad fermentativa. Los productos de la fermentacién de estos
carbohidratos producen importantes efectos positivos sobre la salud, como la
reduccion del riesgo de padecer algunas enfermedades como la obesidad,
diabetes y por supuesto el cancer de colon. Objetivo: Evaluar el efecto
quimiopreventivo de los fructanos de maguey (Agave salmiana Otto ex Salm-
Dick) sobre el desarrollo del cancer de colon en un modelo animal y comparar
este efecto con el de los fructanos provenientes de la raiz de achicoria
(Chicorium intybus). Metodologia: se indujo la etapa temprana del cancer de
colon en ratas utilizando azoximetano y se evalu6é el efecto preventivo
comparando la cantidad de focos de criptas aberrantes (FCA) en el colon de
ratas que no consumieron fructanos con respecto de las que si lo hicieron. Se
comparé este efecto entre los fructanos de maguey y los de achicoria.
Resultados: el consumo de fructanos de maguey y achicoria redujo
significativamente la cantidad de FCA en las ratas. Las ratas que consumieron

fructanos de achicoria mostraron menor cantidad de FCA que las que
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consumieron fructanos de maguey. Conclusiones: los fructanos de A.
salmiana actuan como prebidticos al estimular el desarrollo de bacterias
fermentadoras y disminuir el pH en el ambiente col6nico, ademas poseen
efecto quimiopreventivo sobre el cancer de colon al reducir la cantidad de
biomarcadores tempranos de la enfermedad (Focos de Criptas Aberrantes).
Los fructanos de C. intybus son mas eficientes en términos de efecto prebiotico
y reduccion de riesgo de desarrollar cancer de colon que los fructanos de A.

salmiana.
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1 Introduccién

Con los cambios en los habitos alimenticos, inducidos en gran medida por el
ritmo de vida actual, se ha incrementado el consumo de grasas saturadas,
grasas trans y sodio, asi como también se ha favorecido en muchos casos, el
uso y abuso de tabaco y alcohol, en modo paralelo al sedentarismo. Estudios
llevados a cabo por el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) en 2006,
indican que el 70% de adultos mexicanos sufre obesidad aguda y para ese
mismo afio, se estimo que el 26.2% de la poblacién infantil padecia esta
enfermedad. El sobrepeso y la obesidad incrementan el riesgo de sufrir
enfermedades cerebrovasculares, cardiovasculares, diabetes y algunos tipos
de cancer segun el Instituto Nacional de Salud Publica (2010).

El cancer o enfermedad neoplasica (neoplasia = nuevo crecimiento) es un
proceso patolégico que se puede considerar de etiologia compleja, puesto que
intervienen diversos factores para su desarrollo, entre los que se encuentran,
los relacionados con los habitos alimenticios, factores ambientales, estrés, y
un importante componente genético. Las caracteristicas principales de las
células cancerosas son: sefializacion sostenida del proceso de replicacion,
evasion de supresores de crecimiento, resistencia a apoptosis, resistencia a la
senescencia replicativa, induccion de angiogénesis, capacidad de invasion y
metastasis (Hanahan y Weinberg, 2011). Una sola célula transformada que no
sea detectada por el sistema inmunologico o que escape a los mecanismos de
control del sistema de proliferacion celular puede desarrollarse y multiplicarse
hasta iniciar el proceso de carcinogénesis. Una vez establecida la enfermedad
(fase conocida como cancer primario), las células involucradas, como parte de
su proceso de transformacién, pierden la capacidad de adhesividad que las
mantiene localizadas en su sitio anatémico original, manifestdndose el proceso
de metastasis (Vasse et al., 2000), éste consiste en la migracién de las células
transformadas a diferentes regiones del organismo a través del sistema
circulatorio y linfatico. La fase metastasica del cancer en muchas ocasiones
conduce a la muerte de los pacientes que lo padecen ya que es una etapa de
dificil tratamiento.
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En el Cuadro 2.1 se presentan algunos de los tipos mas comunes de cancer
primario y los sitios hacia los cuales regularmente se dispersa mediante el
proceso de metéstasis.

Cuadro 1.1 Destinos anatémicos de células metastasicas provenientes de cancer primario
(NCI, an6nimo, 2011).

Cancer primario Sitios principales de metastasis
Mamario Pulmones, higado, huesos
Coldnico Higado, peritoneo, pulmones

Renal Pulmones, higado
Pulmonar Higado, huesos
Epidérmico Pulmones, musculo, higado
Ovdérico Peritoneo, higado, pulmones
Pancreéatico Higado, pulmones peritoneo
Prostatico Huesos, pulmones, higado
Rectal Higado, pulmones, glandulas suprarrenales
Estomacal Higado, peritoneo, pulmones
Tiroideo Pulmones, higado, huesos
Uterino Higado, pulmones, peritoneo

El cancer es una enfermedad que se puede desarrollar en cualquier sitio
anatomico (Dugdale, 2010).

Es innegable que el incremento en la incidencia del cancer esta relacionado de
manera directa con el progreso humano, puesto que en muchas ocasiones el
cancer se genera por exposicidon a contaminantes ambientales que provienen
de diversos procesos industriales, sin los cuales, la humanidad no habria
alcanzado el grado de desarrollo tecnoldgico del que goza en la actualidad, y a
pesar de las innovaciones en las ciencias farmacéuticas y las inversiones
destinadas a la investigacion para la prevencién y cura de esta enfermedad
sigue cobrando una gran cantidad de vidas en cada pais. De acuerdo a
informacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el céancer
representa la primera causa de muerte en nivel mundial con 7,6 millones de

defunciones en 2008, lo que representd para ese afio, el 13% de las
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defunciones totales en el mundo. Dos datos son de llamar la atencion: se
estima que el 30% de las defunciones provocadas por cancer son prevenibles,
y segun las estadisticas analizadas, es posible extrapolar la informacion y
predecir que en el afio 2030, la cifra de defunciones provocadas por cancer

sera de 11 millones en todo el mundo segun la OMS ( anénimo, 2008).

1.1 Sistemadigestivo y cancer de colon
1.2 Generalidades

Para una mejor comprension del tema bajo estudio, es indispensable conocer
tanto las funciones como el disefio macroscopico y microscopico del sitio
anatomico bajo estudio, el colon. El tubo digestivo comienza desde la boca y
termina en el esfinter anal externo. El dltimo segmento del sistema es el
intestino grueso, que esta dividido en 3 zonas anatémicas principales: colon

ascendente, colon transverso, colon descendente, recto y ano (Fig. 1-1).

COLON TRANSYERSO _

COLON
ASCENDENTE

COLON
DESCENDENTE

Figura 1-1 Colon humano o intestino grueso. Es la Ultima estructura en procesar alimentos
como material no digerido en el intestino delgado, absorber el agua de este y generar producto
de desecho (Anonimo, 2012).

Una de sus funciones principales es la absorcidbn de agua, sales y otros
nutrientes que provienen del intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon). En el
colon es posible encontrar una gran diversidad de bacterias anaerobias que
desempeiian actividades muy importantes como procesos fermentativos,
biotransformaciéon de diversas moléculas con multiples actividades bioldgicas,
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como la sintesis de antioxidantes, sintesis de complejos vitaminicos y
aminoacidos esenciales, entre los cuales se encuentran algunos hormonas que
fungen como factores de crecimiento (Nason, 1999). Las bacterias presentes
en el intestino también juegan un papel importante en la biotransformacion de
xenobidticos y los productos de esta transformacion tienen efectos muy

importantes a nivel organico (Nason, 1999).

1.2.1 Microscopia del colon

El colonocito es la unidad funcional del intestino. Estas células comprenden
hasta un 90% de la superficie del lumen intestinal. Su funcién es conformar
miles de invaginaciones llamadas criptas de Lieberkihn en la mucosa intestinal
(Fig. 1-2). La funcion de las criptas es la de absorber nutrientes, asi como
también secretar algunas hormonas intestinales mediante células
enteroendodcrinas. Los tipos celulares restantes que integran las criptas
intestinales son las células de Paneth, que producen algunas sustancias
antimicrobianas como lisozima, las células caliciformes o células de Goblet,
responsables de la produccion de moco en gran cantidad que tiene como
finalidad, evitar la absorcidon de moléculas de gran tamafio, permitiendo la
absorcion solamente de minerales y agua (Navarro et al., 2009). En esta region
se encuentran también células madre y células del sistema inmunolégico
(Habermann, 2010).
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Figura 1-2 Cripta de Lieberkin en orientacion longitudinal. Se muestran todos los tipos
celulares que la integran (Habermann, 2010).

1.3 Mecanismo de carcinogénesis

Esencialmente el cancer es un proceso de mdltiples etapas que involucran
acumulacion de alteraciones en dos tipos de genes principalmente.
Oncogenes: participan en el crecimiento de las células normales pero su forma
ha tenido una mutacion (cambio). Los oncogenes pueden hacer crecer las
células cancerosas. Las mutaciones de los genes que se convierten en
oncogenes pueden ser heredadas o pueden resultar de la exposicion a
sustancias del ambiente que causan cancer (NCI, an6nimo, 2012).

Genes supresores de tumores: son pares de genes que hacen que la célula
elabore una proteina que controla el crecimiento de las células. Se puede
contraer cancer cuando la proteina de los antioncdgenos no funciona debido a
mutaciones (cambios en el ADN) en los genes. Las mutaciones en los
antioncogenos pueden heredarse o contraerse. También se llama antioncogén
(NCI, anénimo, 2012).

La expresion génica es un proceso fundamental para el desarrollo de todos los

organismos vivos en todos sus niveles de organizacion: tejidos, érganos y
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sistemas. Y representa ademas un proceso cuya comprension es indispensable
para entender el origen y desarrollo del cancer en todos los sitios anatomicos
en donde se manifiesta. Las caracteristicas que determinan estructura y
funcién de cada sistema biolégico ocurren en funcion de modificaciones a la
estructura del acido nucleico que lo conforme con las consecuencias
correspondientes a estos fendmenos, principalmente en regiones promotoras
de la replicacion del material genético. Estas son llamadas modificaciones
genéticas y epigenéticas. Existen dos tipos de modificaciones epigenéticas, en
el ADN y las que ocurren en las histonas (Park et al., 2012). EI ADN sufre
metilaciones que se manifiestan regularmente en los residuos de citosina,
actividad mediada por enzimas conocidas como metiltransferasas, y existen
evidencias suficientes para sugerir que la finalidad de este proceso es la
regulacion del proceso de transcripcion (Park et al., 2012). Las histonas,
moléculas de naturaleza proteica, poseen grupos amino N terminales en donde
pueden sufrir diversas reacciones como metilacion, acetilacion, fosforilacion,
ribosilacién y ubiquitinaciéon (Park et al.,, 2012). Se ha observado que la
acetilacién de las histonas en regiones cercanas a los sitios promotores de
transcripcion en ADN, modifica el grado de condensacién de la cromatina
facilitando la replicacion del material genético durante el proceso de division
celular (Park et al., 2012). De acuerdo a las regiones en donde ocurran las
modificaciones epigenéticas en las histonas y a la subunidad en que se lleven a
cabo, se manifestard activacibon o silenciamiento de grupos genéticos
particulares. Estos mecanismos surgen en respuesta a factores hormonales e
interacciones ambientales principalmente, y tienen otras funciones importantes
como la de conferir estabilidad o integridad al material genético (Park et al.,
2012). Las fallas en los mecanismos epigenéticos originan enfermedades tales
como el cancer y en muchas ocasiones, algunos compuestos téxicos, inducen
alteraciones en dichos mecanismos con las mismas consecuencias (Sharma et
al. 2010).

En el contexto del genoma humano, existen genes cuya funcién esta
relacionada con los procesos de regulacion de proliferacion y control de los
mecanismos de reparacion de células dafiadas, por lo cual fungen como genes
supresores de tumores y en muchos tipos de cancer se ha encontrado que

estas secuencias presentan un patron de metilacion alterado, fenémeno
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conocido como hipermetilacion y presentan actividad disminuida o nula; de
manera concomitante se manifiesta el fenobmeno a nivel de histonas de
hipometilacion o hipoacetilacion, alterando el patron de empaquetamiento del
nucleosoma y dificultando la actividad de los factores de transcripcion,
contribuyendo de esta manera a la regulacion negativa de diversos grupos
genéticos entre los cuales se encuentran por supuesto los genes supresores de
tumores (Clayton et al., 2006).

Ademas de los fendmenos epigenéticos que originan cancer, se encuentran
alteraciones genéticas, denominadas mutaciones, es decir, cambios en la
secuencia de los nucleétidos, cuyos productos seran defectuosos (RNA y
proteinas aberrantes), originando células aberrantes. En ambos tipos de
alteraciones se encuentran involucradas complejas vias de sefalizacion
intracelular (Sharma et al., 2010).

El gen APC (Adenomatous poliposis coli por sus siglas en inglés) regula a
través de la interaccion de su producto proteico con la B-catenina la via de
sefalizacion Wnt, responsable por el control de los procesos de apoptosis y
control del ciclo celular. Este gen es susceptible de sufrir ambos tipos de
transformaciones ya mencionadas, mutacibn o metilacibn en su regién
promotora (Guoren et al., 2004). Estas alteraciones también interfieren en los
procesos de adhesion celular, regulacion de la actividad transcripcional,
estabilidad cromosomica, migracion, diferenciacion y proliferacion celular
(Suehiro et al., 2008).

Nos enfocaremos en las alteraciones producidas por hipermetilacion del gen
supresor de tumores APC. Estas estan asociadas a neoplasia intraepitelial en
focos de criptas aberrantes y adenomas tempranos. Las modificaciones
somaticas del gen APC estan presentes en el 80 % de los adenomas o
carcinomas colorectales y favorecen las mutaciones de G a A (Suehiro et al.,
2008). Son silenciados también otros genes relacionados con la regulacién de
la proliferacion celular tales como K-ras, BRAF, pl6 y p21, cabe sefiafiar que
también son proclives a sufrir mutaciones (Suehiro et al., 2008). También se
pierde la capacidad de producir O°-metilguanina-ADN-metiltransferasa,
igualmente por silenciamiento del gen MGMT (metilguanina-ADN-
metiltransferasa), ésta es una enzima destinada a la reparacion de aductos

inducidos por alteraciones genéticas y por metilaciones aberrantes de guanina
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en el ADN (Suehiro et al., 2008). La induccion de la etapa temprana de cancer
colorectal en este proyecto se basa en la metilacion aleatoria de nucledtidos
que compromete las regiones del ADN mencionadas, utilizando un farmaco
nitrogenado citotéxico y organoespecifico de alta potencia denominado
azoximetano (AOM). En la Figura 1-3 se muestra el proceso de carcinogénesis

desde la transformacion del epitelio normal hasta la etapa de metastasis

Epitelio Criptas Adenoma Adenoma Adenoma

: . - Carcinoma | Metastasis
normal aberrantes temprano intermedio tardio

e

K-ras Smad4, Smad2 p53 ¢ Otras alteraciones?

APC
B-catenina

Figura 1-3 Desarrollo del cancer colon. Se indican los genes o proteinas involucrados en las
etapas de progresion de la enfermedad (Sancho et al. 2005).

1.4 Epidemiologia del cancer de colon

El cancer colorectal es la cuarta enfermedad con mayor incidencia en nivel
mundial dentro de las enfermedades neoplasicas. Se presentan datos de

mortalidad en el cuadro 3.1.

Cuadro 1.2 Defunciones provocadas por los tipos mas frecuentes de cancer en nivel mundial.
Cifras de la OMS (an6nimo, 2008).

Tipo de cancer Defunciones en el afio 2008
Pulmonar 1,4 millones
Géstrico 740 000
Hepéatico 700 000
Colorectal 610 000
Mamario 600 000
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En el afio 2009, el Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica
(INEGI) registrd6 que en México, de 1998 a 2008, la tasa de mortalidad por
cancer se incremento, pasando de 57.7 a 66.6 por cada 100 mil habitantes;
entre las mujeres, el crecimiento fue de 59.6 a 66.7 por cada 100 mil
habitantes, mientras que entre los hombres, de 55.6 a 66.5 cada 100 mil
habitantes, con una incidencia de 3.1 % y 3.3 % de cancer de colon para cada
género. Como ya se menciond, dicha patologia es consecuencia,
principalmente, de habitos alimenticios inadecuados asi como de factores
hereditarios, ambientales y en muchas ocasiones el conjunto de estos tres
factores. Desafortunadamente en sus primeras etapas no causa dolor, sino
hasta en etapas muy avanzadas, en las cuales es ya muy dificil conseguir éxito
en el tratamiento debido a la invasividad y a la metastasis. De acuerdo a
diversas fuentes, el cancer colorectal figura entre la segunda y la tercera causa
de muerte en paises altamente industrializados como Estados Unidos y
algunos paises europeos. Diversos estudios sefialan que se registra una mayor
incidencia de esta enfermedad en pacientes mayores de 60 afios, asi como en
poblaciones urbanas respecto a poblaciones rurales. No se han encontrado
diferencias significativas en cuanto a razas, pero si en relacion a los habitos
alimenticios de las distintas zonas geogréficas. Existen evidencias de que
ciertos elementos de la dieta en la entre las cuales se encuentran sustancias
no digeribles protegen contra el desarrollo dicha enfermedad (Pool-Zobel et al.,
2002). La relacién entre algunos habitos cotidianos y el cancer colorectal se

plantea a continuacion.

15 Relacion entre el cancer de colon y el estilo de vida

Se ha demostrado que existe una relacién entre esta enfermedad y diversos
factores relacionados con los habitos alimenticios, como el abuso de alcohol,
tabaquismo, la excesiva ingesta alimentos con alto contenido de compuestos
nitrogenados como las proteinas y acidos nucleicos, ademas de compuestos
ricos en grasas. Por otro lado, se ha observado un decremento en el riesgo de
desarrollar la enfermedad colorectal cuando se incluyen en el régimen
alimenticio altas concentraciones de antioxidantes, acido folico, vitaminas y

fibra; también mediante tratamientos preventivos como la remocién quirdrgica
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de pdlipos intestinales cuando se detectan a tiempo y tratamiento de sustitucion

hormonal en la etapa postmenopausica (Migliore et al., 2011).

1.5.1 Abuso de bebidas alcohdlicas

Pdschl et al. (2004), indican que el alcohol etilico en primera instancia actia
como disolvente de algunos compuestos carcindgenos, facilitando el ingreso de
éstos a nuestro organismo por la via oral, principalmente compuestos
derivados de procesos de combustion, como los que se encuentran en el humo
del tabaco. En segundo lugar, una vez absorbido y distribuido en el torrente
sanguineo, el alcohol etilico induce la actividad del citocromo P-4502E1 en el
higado, asi el etanol es activado y oxidado hasta transformarse en
acetaldehido, proceso en el cual, participa la enzima alcohol deshidrogenasa.
El acetaldehido es un compuesto considerado procarcindgeno, posteriormente
es degradado a otros compuestos que tienen la capacidad de formar aductos
de ADN alterando genes como el metil guanina metil transferasa (MGMT)
responsable de la expresion de la enzima O-metil-guaniltransferasa que
desempeiia la funcion de corregir metilaciones aberrantes de ADN. La
alquilacion del ADN en las células no es una actividad inusual, y en ocasiones,
ocurren fendmenos aberrantes durante este proceso, por lo que en nuestro
organismo existen este y otros tipos de mecanismos de reparacion celular. La
enzima alcohol deshidrogenasa, responsable de metabolizar el alcohol y que
se expresa de manera importante en el epitelio colénico, también tiene la
capacidad de transformar algunos otros procarcinégenos hasta carcin6genos
activos, en los cuales estdn comprendidas especies reactivas de oxigeno con
la capacidad de dafar el material genético por estrés oxidativo.

Estos son los mecanismos mediante los cuales el abuso y la cronicidad en
cuanto a la ingesta de alcohol incrementan la probabilidad de sufrir dafios a
nivel de la mucosa intestinal. También se ha encontrado una correlacion
significativa entre la alta ingesta de alcohol y el decremento de las
concentraciones séricas de acido fdlico, compuesto cuya ingesta se ha
relacionado con la disminucién de riesgo de padecer enfermedad colorectal al

estimular diversos mecanismos de reparacion del ADN (Migliore et al., 2011).
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1.5.2 Altaingesta de grasa

Singh et al. (1997), indican que el consumo inmoderado de grasa provoca
alteraciones en nivel de la microflora intestinal al reducir las poblaciones de
bacterias fermentadoras, ademas de que para ser digeridas, se requiere la
secrecion de 4cidos biliares. Los &cidos biliares son conjugados con
aminoécidos como glicina y taurina por los hepatocitos para incrementar su
solubilidad en la bilis y disminuir su toxicidad. Una vez que han cumplido su
funciébn como emulsificantes de grasas, son reabsorbidos hasta en un 95% en
la circulacion entero-hepatica y se estima que un 5% logra depositarse en el
colon, donde son transformados por actividad enzimética de bacterias que
habitan en este d&rgano. Los productos finales son acidos biliares
potencialmente tumorgénicos como el acido litiocélico y el acido desoxicoélico
(Degirolamo et al., 2011). Se ha demostrado también que el consumo excesivo
de grasas esta relacionado con una elevada produccion de prostaglandinas
(acido araquiddénico 20:4 precursor de prostaglandinas) y por lo tanto,
promocién de la respuesta inflamatoria del colon, elemento que favorece el
dafio tisular. También se ha encontrado que las grasas estimulan la produccién
de algunas enzimas como las proteincinasas, importantes promotoras
tumorales en este O6rgano. La inclusién en el régimen alimenticio de &cidos
grasos omega 6 mono o poliinsaturados de manera inmoderada, se relaciona
con la enfermedad colorectal debido a que este tipo de moléculas son
susceptibles a ser oxidadas por especies reactivas de oxigeno, produciendo
por este mecanismo compuestos como el 4-hidroxinonenal, molécula que

posee alta capacidad para formar aductos de ADN (Owen et al., 2000).

1.5.3 Consumo de alimentos con alto contenido proteico

Las proteinas de origen a animal contienen una cantidad notable de los
aminodacidos arginina, lisina y ornitina. Estas moléculas al ser degradadas por
enzimas tales como la ornitina descarboxilasa, segregada a nivel de mucosa
colonica, producen poliaminas como la putrescina. Las poliaminas tienen la
funcién en nuestro organismo de promover la proliferacion celular. Asimismo,
la degradacion de proteinas ademas de poliaminas genera otros compuestos

con propiedades toxicas para la mucosa del colon (Pierre et al.,, 2004). Se ha
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comprobado que el grupo hemo que conforma proteinas tales como la
hemoglobina y la mioglobina, al ser degradados en el intestino, producen
moléculas como compuestos fendlicos y 6xidos de nitrdgeno que producen
estrés oxidativo en este sitio anatomico (Pierre et al., 2004). Es por ello que se
enfatiza la relacion entre carne roja (por la alta cantidad de mioglobina) y
alteraciones intestinales, aunque también se han demostrado efectos nocivos
por la ingesta de carne blanca erréneamente considerada inocua segun la
creencia popular. Incluso se menciona en el mismo estudio, el efecto nocivo en
nivel de colon por la alta ingesta de proteinas de fuentes vegetales como la
soya. Asimismo, la carne representa una fuente importante de hierro, que tanto
en su forma Fe*, como Fe™ participa como catalizador en una serie de
reacciones quimicas conocidas como Quimica de Fenton, en donde se
transforman sustancias con potencial oxidativo provenientes de la matriz fecal a
especies aun mas reactivas (Owen et al., 2000). En suma, los factores
anteriormente descritos son: Dafilo a la mucosa intestinal (transformacion
celular en nivel de ADN), pérdida de control en los mecanismos de reparacion
del ADN vy finalmente, estimulacién de la proliferacion celular, dan como
resultado el comienzo del proceso neoplasico con la culminacién en cancer

colorectal.

1.5.4 Estrés

El ritmo de vida de la actualidad implica situaciones de estrés. El fenémeno de
colon irritable se produce como consecuencia a este estado psicoldgico.
Consiste en un proceso inflamatorio y doloroso mediado por proteinas
inlamatorias como las ciclooxigenasas (COX) (Migliore et al., 2011). Las
ciclooxigenasas se han relacionado con fendmenos de hipermetilacién del
ADN, por lo cual, son consideradas como un factor predisponente para
desarrollar la enfermedad colorectal (Migliore et al., 2011). Es por ello que los
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) han mostrado un efecto preventivo y

regresivo en las etapas tempranas del desarrollo de la enfermedad.
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1.6 Prebidticos, probidticos y su relacién con el cancer de colon

Los mamiferos so6lo pueden absorber carbohidratos simples como glucosa,
galactosa y ramnosa, entre otros, pero pueden hidrolizar ciertos disacaridos
(sacarosa, lactosa y maltosa) hasta transformarlos en monosacaridos. También
pueden degradar el almidén hasta glucosa, pero su capacidad para hidrolizar
otros polisacaridos esta limitada (Reddy, 1999). Por ello, una gran cantidad de
carbohidratos indigeribles (celulosa, xilanos, pectinas y fructanos con enlace
[B2—1] glucosidico) presentes en los alimentos, pasan por el tracto
gastrointestinal sin ser absorbidos por el sistema digestivo. Ademéas, provocan
un aumento del volumen intestinal (especificamente los de tipo pectina y
celulosa, considerados como fibra insoluble) diluyendo algunos compuestos
toxicos, entre los que se encuentran algunos carcindbgenos, acortan el tiempo
de transito de materia fecal en el colon y como resultado disminuyen el
crecimiento de bacterias perjudiciales y disminuyen el periodo de contacto
entre los carcindgenos mencionados y el epitelio intestinal (Verghese et al.,
2002). Algunos tipos de fibra alimentaria como los fructanos (fibra soluble),
estan presentes en algunos alimentos consumidos cotidianamente o que
pueden ser incluidos en el régimen alimenticio de manera muy sencilla como
lentejas, ajo, cebolla, esparragos, etc. La flora bacteriana del tracto
gastrointestinal contribuye al metabolismo de estos carbohidratos, ya que
tienen la capacidad de degradarlos hasta azlcares simples y otros productos
de fermentacion (Verghese et al., 2002).

La degradacion bacteriana de la fibra alimentaria en el colon, estimula el
crecimiento de bacterias benéficas para el organismo, principalmente las de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, e inhiben el crecimiento de bacterias
patdgenas del género Escherichia, Clostridium, Listeria, Shigella, Salmonella,
entre otros, ademas, generan acidos grasos de cadena corta como acido
lactico, &cido acético, acido propidnico y acido butirico (Reddy, 1999). Estos
acidos, principalmente el butirico y propionico, tienen un efecto benéfico sobre
las criptas colonicas y ejercen una actividad antiproliferativa de células
neoplasicas, con lo que contribuyen a la disminucion de riesgo de padecer
cancer de colon (Perrin et al., 2000). El mecanismo especifico mediante el cual

el &cido butirico previene la proliferacion de células cancerosas es fundamental
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en el papel de los beneficios de la incorporacién de fibra en el régimen
alimenticio y se mencionaré posteriormente. Hemos sefialado el papel de los
fendmenos epigenéticos en el desarrollo del cancer en nivel de regiones
promotoras del ADN, asi como de sus histonas. A dicha interaccion entre las
histonas y el ADN se le denomina nucleosoma. Particularmente en el caso de
las acetil desacetilasas de histonas, su actividad es determinante en el grado
de interaccion que manifiestan con el material genético. Minucci et al. (2006),
mencionan que existen sustancias de origen natural y sintético que tienen la
capacidad de actuar como inhibidores de estas enzimas y el mecanismo
propuesto consiste en que los inhibidores se unen al sitio activo de éstas
desactivandolas. Entre estas sustancias se incluye al acido butirico. Scharlau et
al. (2009), describen el papel de este acido organico proveniente de la
fermentacion bacteriana de las fibras ingeridas en el mecanismo de inhibicién
de esta especie enzimatica. Se menciona también que las células modificadas
manifiestan una tendencia hacia la acumulacion de acetil desacetilasas de
histonas, como respuesta a metilaciones aberrantes de citosina y guanina en
las islas CpG que integran junto con la region CAT del gen APC la regién
promotora de éste. Las histonas al desacetilarse adquieren caracter cationico e
interaccionan con los grupos fosfato del ADN al presentarse como aniones.
Esta interaccion es la que promueve un empaquetamiento mas estrecho del
nucleosoma y dificulta la actividad de los factores de transcripcién. Entonces, la
actividad de los inhibidores de acetil transferasas permite una relajacion en el
empaquetamiento en el nucleosoma y facilita la regulacién positiva del proceso
de transcripcién. Muchos mecanismos involucrados en la actividad de los
inhibidores de las desacetilasas se encuentran aun bajo investigacion, pero en
este articulo se menciona que los efectos principales observados son la
inhibicibn de la proliferacibn e induccion de la apoptosis, fendmeno
fundamental para el recambio celular y la eliminacion de células defectuosas
gue tiene como resultado la inhibicién del proceso de carcinogénesis (Hughes y
Rowland, 2001). Lo mas interesante es que estas sustancias muestran afinidad
0 actuan especificamente sobre células transformadas por razones aun bajo
investigacion. Las sustancias de origen natural que actian como inhibidores de
desacetilasas son productos de metabolismo bacteriano como depsispéptido,

apicidina, tricostatina A y el butirato de sodio.  Otros genes involucrados son
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los que codifican a proteinas como p53, Spl y Sp3, entre otras proteinas
estructurales como tubulina y citoqueratina (Migliore et al., 2011).

De acuerdo con los aspectos descritos, podemos resumir que los probidticos
son productos alimentarios que contienen células vivas que participan en la
fermentacion de fibra alimentaria o metabolitos que ejercen acciones benéficas
para nuestro organismo, tales como la estimulacion de las células del sistema
inmunolégico presentes en la mucosa intestinal, imitando asi el desarrollo de
organismos patdgenos. Por su parte, los prebioticos son la mencionada fibra
alimentaria, es decir, alimentos no digeribles que estimulan el crecimiento o
actividad de uno o varios tipos especificos de bacterias (Bertkova et al., 2010).
Dentro de estas sustancias se encuentran los fructanos, polimeros de fructosa.
Y ya que el sistema digestivo humano no posee enzimas capaces de hidrolizar
este tipo de polisacéaridos, por lo cual son considerados prebidticos. Solo
aproximadamente el 15% de plantas superiores los almacenan como sustancia
de reserva (Hendry et al., 1993). En el cuadro 3.2 se presenta el porcentaje de
fructanos en diversas especies vegetales. Actualmente, a escala industrial se
extraen principalmente de la raiz de achicoria (C. intybus) y se utilizan
ampliamente como ingredientes de alimentos funcionales como prebiotico.
Existen evidencias que indican que el consumo de fructanos, aislados de la raiz
de achicoria, asi como la fermentacion de fibra alimentaria en el colon, pueden
contribuir prevenir el sindrome metabdlico asociado con la obesidad (Delzenne
et al., 2002; Cani et al., 2005). También, se ha demostrado que el consumo de
fructooligosacéridos contribuye a mejorar la glucemia y esteatosis en animales
obesos (Daubioul et al., 2000; Daubioul et al., 2002), ademas de provocar una
disminucién en el consumo de alimento (Cani et al., 2005).

Mancilla-Margalli y Lopez (2006), demostraron que las distintas variedades de
Agave contienen cantidades importantes de fructanos, aunque su estructura
puede variar dependiendo la especie. Sin embargo, se conoce poco acerca de

sus aplicaciones.
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Cuadro 1.3 Porcentaje de fructanos en diversas especies vegetales (Kaur et al., 2002).

Fuente Porcentaje de fructooligosacaridos
Ajo 15-20
Raiz de espéarrago 10-15
Salsifi 15-20
Alcachofa de Jerusalén 15-20
Tubérculos de dalia 15-20
Raiz de achicoria 15-20

1.7 El maguey mezcalero potosino

1.7.1 Generalidades

Las especies del género Agave contienen grandes cantidades de fructanos, por
lo que se decidio dirigir esta investigacion hacia la explotacion sustentable de
este organismo tan abundante en la region altiplano del estado de San Luis
Potosi: A. salmiana, el maguey mezcalero potosino (Fig. 1-4).

Figura 1-4 Agave salmiana Otto ex Salm-Dick en el altiplano potosino-zacatecano.

El maguey se ha utilizado como fuente de agua, carbohidratos, fibra,
materiales de construccion, forraje y principalmente como materia prima para la

elaboracién de mezcal, que es un aguardiente obtenido de la fermentacién de
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los monosacaridos simples (obtenidos previa hidrolisis de polisacaridos de
reserva) contenidos en el tallo de la planta.

El maguey fue aprovechado y muy apreciado desde que la humanidad
subsistia a partir de las actividades de caza-recoleccion y se cree que el
interés en este organismo ocurrid gracias a su morfologia tan llamativa y
peculiar, ya que poseen un tallo muy alto que los llevaba a sobresalir de la
vegetacion predominante propia del matorral desértico. Ademas se propone
que dichos pobladores observaron el aprovechamiento de estos organismos
por parte de insectos nectariferos. Posteriormente se implementarian las
diversas formas de aprovechamiento y produccion de los derivados que hasta
la actualidad se comercializan. Los antiguos pobladores del pais le llamaban
teometl 0 maguey de los dioses a las diferentes especies de agave que se
aprovechaban, entre las que se encontraba A. salmiana. Las caracteristicas
del maguey lo han llevado a ser una especie muy apreciada y por lo tanto se
ha propagado con intervencion humana a otras regiones de nuestro pais; se ha
llegado a cultivar en estados como Guerrero y Oaxaca, lugar en donde la
produccion de mezcales es una actividad muy importante. La relacion con
entidades divinas se debe a que producia sensaciones agradables el consumir
su savia fermentada. Algunos de las formas de aprovechamiento de la savia de
maguey son también el pulque (Iztac = blanco, octli =bebida fermentada);
aguamiel (menecutli = miel) que es la sabia recolectada del tallo del maguey
preparado para ello, sin fermentar; el mequiote (quiotl = tallo de planta) o tallo
se mastica y se bebe el jugo, previa coccion. Existen evidencias de que ha sido
utilizado desde hace 10 000 afios, de acuerdo a hallazgos de restos vegetales

efectuados en la localidad de Guild Naquitz en el estado mexicano de Puebla.

1.7.2 Condiciones edaficas, climaticas y topogréficas ideales
para el desarrollo A. salmiana

Crece preferentemente a un altitud de 1000 a 2250 msn; climas semi seco a
seco, con temperaturas oscilantes entre los 16 y 22°C, aungue tiene tolerancia
a temperaturas bajo cero y hasta 35°C; intervalos de precipitacion pluvial de
320 a 720 mm anuales. Aunque se ha demostrado que esta especie puede

proliferar en condiciones distintas, bajo estrés de diversos tipos y por lo tanto,
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puede prosperar en cualquier clima seco y semiseco del territorio potosino,

sobre todo en suelos igneos (Figura 1-5).

\ )

Zonas magueyeras

Figura 1-5 Distribucion de A. salmiana en el territorio potosino. Las condiciones Optimas para el
desarrollo de esta planta ocurren en la region altiplano (Cuello y Aguirre, 2008).

1.7.3 Viabilidad de la explotacion de Agave salmiana

Dentro de las distintas especies del género Agave es posible encontrar
monocarpicas y policarpicas. A. salmiana es una especie monocarpica, es
decir, cuando alcanza su estado de madurez, fenece (Fig. 1-6). La
caracteristica de ser una planta monocérpica sustenta su explotacion con la
finalidad de evitar que este valioso material vegetal, con todos los beneficios
que proporciona se desaproveche, ademas su alta capacidad reproductiva nos
lleva a deducir que no existe amenaza de extincion o agotamiento para la
especie, siempre y cuando se procure aplicar un manejo adecuado del recurso,

permitiendo su desarrollo y procurando su integridad.
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Figura 1-6 Escapo floral o quiote de A. salmiana que indica el estado final de madurez de la
planta. El tallo o quiote alcanza de los 6 a los 10 metros de longitud.

Otro factor que lleva a considerar que la explotacién del recurso es viable, es
que cada planta tiene la capacidad de proliferar de manera autébnoma por
medio de rizomas y de esta manera, se genera un gran numero de hijuelos
(Fig. 1-7), que incluso al recolectar la planta madre se liberan de competencia
por nutrientes y pueden desarrollarse de manera mas eficiente y en mayor
cantidad, alcanzando hasta 50 individuos por cada planta progenitora en

regiones que reunen las condiciones ideales de desarrollo.
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Figura 1-7 A. salmiana con propagulos o hijuelos de menor tamafio a su alrededor.

Existen investigaciones que proponen que estos organismos tienen la
posibilidad de conseguir densidades de poblacion de alrededor de 4000
plantas por hectarea (en condiciones 6ptimas de suelo y clima) de las cuales,
son aprovechables entre el 5y 15%. Aunque tales cifras pueden tardarde 5a 7
afios en presentarse, ya que ése es el periodo de tiempo en que cada individuo
emite sus hijuelos por reproduccién vegetativa.

De este modo podemos afirmar que existe un gran potencial de explotacién en
esta planta, ya que la sintesis de fructanos puede superar de forma importante

a la de otras especies en términos de rendimiento en peso seco.

Referencia seccion 1.7:
Aguirre R., J. R.; Charcas, H; Flores, J. L. El Maguey Mezcalero Potosino; Universidad
Auténoma de San Luis Potosi y Consejo Potosino de Ciencia y Tecnologia: San Luis Potosi S.
L. P., México. 2001. 87 P.
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2 Justificacion

Este proyecto de tesis ha sido generado en el marco de un proyecto con
enfoque multidisciplinario que busca aprovechar las propiedades de un material
vegetal muy abundante en nuestro pais y de esta manera contribuir al
fortalecimiento del eje socio-economico de la sustentabilidad a escala local o
regional en el altiplano potosino-zacatecano. Mediante este trabajo se busca
contribuir a este objetivo y ademas realizar un aporte a la investigacion sobre la
prevencion del cancer colorectal, que representa una de las principales causas
de muerte en el mundo y manifiesta una incidencia creciente tanto en paises
industrializados como en paises que se encuentran cerca de alcanzar altos
niveles de industrializacién, como México. La prevencién de enfermedades es
un tema que cada vez toma mayor relevancia en todos los paises, puesto que
se ha observado que pese a las investigaciones encaminadas especificamente
al tratamiento de cancer, las cifras de mortalidad se mantienen constantes.
Particularmente el cancer de colon se ha considerado como una de las
enfermedades mas facilmente prevenibles, al estar relacionada directamente
con los habitos alimenticios. Debido a esto, el consumo de los alimentos
funcionales se ha incrementado desde épocas recientes, al demostrarse
mediante diversas investigaciones, los beneficios que se pueden lograr a través
de su consumo. Es por ello que este proyecto de tesis busca colocar a los
fructanos de maguey como un actor importante en las estrategias de

prevencion de esta enfermedad.
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3 Objetivo

Evaluar el efecto quimiopreventivo de los fructanos de Agave salmiana Otto ex
Salm-Dick en el desarrollo del cancer de colon inducido en un modelo animal y
comparar este efecto con el de los fructanos provenientes de la raiz de

achicoria (Chicorium intybus).
4 Hipotesis

Los fructanos tipo inulina, provenientes de la raiz de achicoria poseen efecto
quimiopreventivo sobre el desarrollo del cancer de colon en animales de
experimentacion, por lo tanto, los fructanos provenientes de A. salmiana al ser

moléculas de naturaleza quimica similar, comparten esta caracteristica.
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5 Materiales y métodos

51 Obtencion de fructanos de A. salmiana.

Los tallos de plantas quiotillas de A. salmiana, fueron recolectados en parajes
ejidales del municipio de Charcas, S. L. P., de donde se abastece la fabrica de
mezcal Laguna Seca. Los fructanos de A. salmiana se extrajeron segun Lépez
et al. (2003) en el las instalaciones del Instituto de Investigacion de Zonas
Desérticas de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi.

Se recolectaron magueyes en el estado fenolégico de méxima concentracion
de fructanos, que ocurre en la etapa previa a la emisién del escapo floral
(quiotillo) (Aguirre et al., 2003). El 6rgano de interés fue el tallo de la planta.
Una vez obtenido el tallo del maguey se corté en secciones adecuadas para la
obtencién del jugo en un extractor mecanico. Es recomendable realizar el
procedimiento de extraccion el mismo dia en que el tallo es recolectado para
evitar la disminucion de la concentracion de fructanos debida al proceso de
respiracion celular. Para esto, el tallo se separ6 del resto de la pifia, se lavo y
cortd en trozos, posteriormente se pasaron por un extractor industrial. A este
jugo se le adicion6 una mezcla de alcohol-agua (80-20%) y se ajusté el pH a 7
con hidroxido de sodio 1N. Esta mezcla se colocd en un bafio con agitacion
constante durante una hora a 55°C. Se realizd una extraccion organica con
cloroformo en un embudo de separacion, dejandolos en contacto por 24 h, esto
con el fin de eliminar grasas y saponinas. Pasado este periodo, se observo la
separacion de las fases. Se recolecté la fase acuosa, y con ayuda de alcohol
absoluto se precipitaron los polisacaridos. Este precipitado blanquecino, se
sec6 a 55°C en un horno de aire forzado hasta obtener un material
pulverizable. Los fructanos obtenidos fueron sometidos al analisis Fehling
modalidad volumétrica para calcular la concentracion de carbohidratos
reductores. La estructura de los fructanos de Maguey se presenta en la figura
5-1.
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Figura 5-1 Estructura de los fructanos de agave, propuesta por Lépez y Urias (2007). Una
caracteristica de estas moléculas es que son ramificadas, a diferencia de la estructura lineal de
los fructanos de achicoria.

5.2 Modelo animal y racion de alimento

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar con un peso entre 140 y 160 g,
adquiridas del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma
de San Luis Potosi. Cada animal constituyé una unidad experimental, se
mantuvieron en cajas de acrilico individuales en una habitacibn con
condiciones de temperatura y humedad controladas y con un ciclo de luz
oscuridad invertido de 12/12. Los animales se sometieron a un periodo de
adaptacion durante 5 dias antes de comenzar el experimento con una racion de
15 g de alimento estandar para roedores (Rodent Laboratory Chow 5001,
Agribands Purina, México) y agua ad libitum. Los animales se mantuvieron de
acuerdo con las recomendaciones éticas de la Norma Oficial Mexicana de
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999).
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5.2.1 Validacién del modelo animal (etapa 1)

El proyecto consté de dos etapas. La primera de ellas, sirvi6 para establecer
las condiciones Optimas para el montaje del modelo animal. Posteriormente al
periodo de adaptacion, a un grupo de 4 ratas se les administré una dosis de 15
mg/kg de peso corporal de azoximetano via intraperitoneal. Después de ochos
semanas de la administracion del farmaco, los animales se sacrificaron y se les
extrajo el intestino grueso. Cada 6rgano fue preservado en una solucion de
formaldehido al 10% de acuerdo a los procedimientos de preservacion de
tejidos y organos utilizados en patologia clinica. Con base en los resultados

obtenidos, se propuso la etapa siguiente del experimento.

5.2.2 Induccién de la fase temprana del cancer de colon (etapa 2)

En un disefio completamente al azar, 36 ratas hembra de la cepa Wistar fueron
distribuidas aleatoriamente en 6 tratamientos con arreglo factorial 2x3 (estado
de salud: ratas sanas, ratas enfermas; fuente de fructanos: sin fructanos,
fructanos de maguey, fructanos de achicoria) (Cuadro 6.1). Las ratas tratadas
con azoximetano (AOM) recibieron via intraperitoneal dos administraciones con
una semana de intervalo de 15 mg/kg de peso corporal del farmaco diluido en
solucion salina fisiolégica al 0,9% (Reddy, 1999). Se utiliz6 alimento
convencional para roedores pulverizado, en mezcla con el tipo de fructano
correspondiente a una proporcién de 10% en materia seca. Esta proporcion es
considerada O6ptima para obtener el efecto preventivo en este tipo de
experimentos (Reddy, 1999). Los animales que no recibieron fructanos,

consumieron alimento convencional.

Cuadro 5.1 Arreglo factorial en donde se muestran los niveles de los dos factores: estado de
salud: y fuente de fructanos.

Fructanos de

Fructanos de

Factores Sin fructanos o
maguey achicoria
Ratas enfermas R1 R2 R3
Ratas sanas R4 R5 R6
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5.2.2.1 Mecanismo de accién del azoximetano

Los focos de criptas aberrantes (FCA) son lesiones que originan adenomas y
carcinomas de colon (Reddy, 1999). Para inducir los FCA, se utilizd el
compuesto carcinogénico azoximetano (AOM), sustancia mas usada para el
estudio de los efectos de la dieta sobre cancer de colon (Verghese et al., 2002).
El AOM sufre varias oxidaciones al ser metabolizado por los mamiferos, y su
producto final, es un inductor de metilacion aberrante de guanina que genera
aductos de ADN con la consecuente alteracion del gen APC hasta nivel de
replicacion, transcripcion y traduccion (Pifiols et al., 2011). ElI azoximetano al
ser absorbido sufre la hidroxilacién en una reaccién metabdlica de primera fase
por parte de la isoforma CYP2E1 del citocromo P450, formando el compuesto
denominado metilazoximetanol, que es depositado en el colon por via biliar y
una vez ahi sufre nuevas transformaciones, comenzando con la actividad
alcohol deshidrogenasa que lo transforma en metilazoxiformaldehido. Esta
enzima presenta alta actividad en este sitio anatdmico y le confiere al
azoximetano el caracter de ser un farmaco 6rgano especifico (Pifiols et al.,
2011). Se ha propuesto de manera alternativa que una vez transformado el
farmaco a metilazoximetanol, puede sufrir una reaccion metabolica de segunda
fase al conjugarse con &cido glucurénico, eliminandose por via biliar y
finalmente depositandose este complejo en el lumen intestinal, proceso
facilitado por la enzima bacteriana pB-glucuronidasa (Hughes y Rowland, 2001),
posteriormente se genera un compuesto con la capacidad de generar aductos
en el ADN mediante la metilacion aberrante de guanina como primer paso. En
ambas rutas, el compuesto final metilador de guanina se denomina metil
diazonio (Sohn et al., 2001). Es importante sefialar que la ruta de activacion
del azoximetano y otros carcindgenos tiene lugar en el higado y comparten
puntos en comun con el metabolismo del alcohol, ademas como se ha
mencionado anteriormente, el grupo funcional —OH (alcohol) es un inductor de
la actividad de la isoforma CYP2E1. Sohn et al. (2001), describen la reaccion y
presentan los intermediarios derivados del metabolismo del azoximetano (Fig.
5-2). La metilacion del ADN es conocido como silenciamiento por metilacion
aberrante, ocasionando como uno de los primeros resultados, alteracion en el

gen MGMT (metil-guanina-metil-transferasa). Dicha modificacion altera
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subsecuentemente a otros genes que llevan a la generaciéon de proteinas
defectuosas como pl6 y p53 que estimulan la proliferacion de células
transformadas y facilitan el escape al sistema de apoptosis o0 muerte celular
programada, generandose asi, focos de criptas colonicas aberrantes
(Montenegro et al., 2003). Se ha encontrado una correlacion entre la presencia
de los FCA y los carcinomas colorectales de 100%, esto significa que los focos
de criptas aberrantes son considerados como un biomarcador confiable de
cancer colorectal y por lo tanto, una herramienta util para la deteccion temprana

de esta enfermedad (Ledn et al., 2007).
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Figura 5-2 Metabolismo del azoximetano (Sohn et al., 2001). El nivel A) representa la molécula
de azoximetano al ser administrada. En el nivel B) se muestra la reaccion de hidroxilaciéon que
ocurre a nivel de epitelio hepético (metabolismo de primera fase), en este mismo nivel se
propone que ocurre la conjugacion con acido glucurénico (metabolismo de segunda fase). En el
nivel B’) se presenta la reaccion que ocurre tanto en epitelio hepatico como en el lumen
intestinal una vez que el farmaco ha alcanzado su destino anatdmico con la finalidad de ser
eliminado. En el nivel C) y C’) se presentan las reacciones de reduccion del metilazoximetanol
y metilazoxiformaldehido que finalmente conducen al compuesto metilador de guanina D).
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5.3 Fructanos de achicoria

Los fructanos de achicoria fueron adquiridos del proveedor Pharmeo en

Hildeburghausen, Turingen, Alemania.

54 Azoximetano

Se importaron dos viales con100 mg del farmaco cacinégeno azoximetano
(AOM) 13.4 M (Sigma Aldrich en San Louis Missouri, EUA).

55 Variables a medir

5.5.1 Unidades formadoras de colonias por gramo de peso
humedo de heces

Para la cuantificacion de las bacterias, se empled la técnica de Miles-Misra-
Irwin utilizando agar Mann Rogosa Sharpe (MRS), recomendado por el
fabricante para el aislamiento de bacterias del género Lactobacillus. Se
realizan 9 diluciones (1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1.6, 1.7, 1:8 y 1:9) de 1 g de heces
frescas de rata en solucién de caseina al 1% previamente esterilizada en
autoclave a 120°C durante 15 minutos y 15 libras por pulgada cuadrada de
presion. Se seleccionan entre las diluciones 1:3, 1:4 y 1:5 la que mejor
resolucion permitiera al momento de contar las colonias. Estas fueron
sembradas en cajas de Petri que contenian 50 mL de agar MRS previamente
ajustado a pH 5,5 a 5,7 para incrementar su selectividad. Las cajas de Petri
utilizadas estaban divididas en 3 compartimentos. En cada uno de ellos se
sembraron 20 uL de cada dilucion de trabajo por triplicado, es decir, en cada
seccion se encontraban 3 repeticiones de cada una de las diluciones para
efectos de verificar la precision de la prueba. A continuacion, las cajas se
confinaron en jarras de anaerobiosis para simular el microambiente libre de
oxigeno del colon, indispensable para el desarrollo y actividad fermentadora de
este tipo de bacterias. La prueba se realizdé en todos los ejemplares (sanos y
enfermos, n=36) en la semana numero 12 a partir de la segunda administracion
de AOM previa a la semana en que se sacrificaron las ratas. Para el analisis de
datos, se emple6 un Andlisis de Varianza con arreglo factorial 2x3 = 6

tratamientos.
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5.5.2 pHdelas heces

Se midio el valor de pH de una suspension al 10% (p/v) de las heces de cada
individuo utilizando un potenciémetro Hanna Instruments (EUA) con electrodo
de vidrio. Para el analisis de datos se emple6 un Analisis de Varianza con un

arreglo factorial 2x3 = 6 tratamientos.

5.5.3 Focos de criptas aberrantes

Tras 13 semanas a partir de la segunda administracion de azoximetano para la
induccion del proceso neoplasico, se extirpo el colon y se realizé una incision
en orientacion longitudinal en cada Organo, se fragmentd en secciones
transversales de 1 cm de longitud con geometria rectangular. Cada una de las
secciones fue sometida a procedimiento de deshidratacion durante 24 horas en
una solucién de Xileno. Al término de este procedimiento, las muestras se
incluyeron en bloques de parafina y realizaron los cortes histolégicos de 3 um
de espesor en micrétomo. El andlisis histoldgico se realizo en el Laboratorio de
Patologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. Las 18 ratas
enfermas y 3 ratas sanas (una de cada grupo) fueron analizadas por patélogos
expertos en el area de patologia gastrointestinal, sin conocimiento del tipo de
alimento que consumieron las ratas. En estos cortes se cuantificaron las
estructuras que funcionan como marcador biolégico del proceso de induccién
de cancer empleando microscopia de campo claro, siguiendo el protocolo de
tincion hematoxilina-eosina modalidad Harris. Para conferir validez estadistica
a las diferencias detectadas entre la cantidad de focos de criptas aberrantes en
las ratas de acuerdo a la fuente de fructanos se aplicé la prueba no paramétrica

de U Mann Whitney para muestras independientes, con valor de P=0.05.
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6 Resultados

Debido a que el efecto quimiopreventivo esperado se lleva a cabo directamente
por la actividad fermentativa bacteriana, se seleccionaron dos variables a medir
en las ratas vivas con la finalidad de apreciar el efecto prebiético de los
fructanos. La primera de estas variables fue la cuantificacion de UFC de
lactobacilos/ gramo de heces frescas. Se esperaba encontrar diferencias entre
los valores de esta variable en las ratas que consumieron fructanos y las que
no lo hicieron, asi como entre las sanas y las enfermas. La segunda variable se
deriva de la primera, ya que se esperaba que el valor de pH de las heces
disminuyera en las ratas que consumieron fructanos con respecto de las que
no los consumieron. Finalmente la tercera variable, que indicé la magnitud del
efecto quimiopreventivo de los fructanos de maguey, fue el recuento de focos
de criptas aberrantes en el colon de las ratas.

6.1 Rendimiento de fructanos

En el Cuadro 6.1 se muestra la cantidad de material pulverizable obtenido del
jugo de maguey que contiene fructanos en mezcla con impurezas, entre las
cuales, posiblemente se encuentren minerales del suelo, fructooligosacaridos y
carbohidratos estructurales como celulosa y hemicelulosa, que suponemos
afectan negativamente el efecto prebidtico de los fructanos de maguey. Con
respecto a la prueba volumétrica de Fehling no se detectaron carbohidratos

reductores en el material obtenido.

Cuadro 6.1 Cantidad de material obtenido en los 4 tallos de maguey y valor del peso seco de
la fuente (n=4).

Tallo Peso seco del tallo (kg) Material que contiene fructanos (kg)
1 3.18 1,09
2 1.43 0,52
3 3.65 1,03
4 1.92 0,48

49




6.2 Modelo animal

6.2.1 Validacién del modelo animal

El parametro utilizado para decidir si el modelo animal muestra los signos
previos al cancer de colon fue la presencia de FCA. En el caso de las 4 ratas
utilizadas en esta etapa, no se encontraron alteraciones significativas en la
morfologia celular, simplemente despoblacion de células caliciformes en
algunos casos. Este fendmeno representa la etapa mas temprana del proceso
neoplasico precede la aparicion de los focos de criptas aberrantes (Pierre et al.,
2004).

6.2.2 Induccidén de la fase temprana del cancer de colon (fase 2)

Debido a que en la etapa anterior no se obtuvieron los resultados esperados se
procedi6 como se ha indicado en la seccion 5.2.2. Después del analisis
histolégico se observaron evidencias suficientes que indican que la induccion
de la etapa preneoplasica (FCA) en el colon de las ratas a las que se les

suministr6 AOM se logré exitosamente.

6.3 Unidades formadoras de colonias de lactobacilos por gramo

de peso humedo de heces y pH fecal
Los resultados de UFC/g de heces y pH para los seis tratamientos se
presentan en el cuadro 6.2. Los valores de UFC/ g de heces no se distribuyen
normalmente (Prueba de Shapiro-Wilk: Wt (4=0.05, n=36) = 0.93 > Wc = 0.72), por
lo que se realizé la transformaciéon de datos a Ln con la finalidad de realizar el
andlisis de varianza. Los resultados de ANADEVA se presentan en el cuadro
6.3.
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Cuadro 6.2 Logaritmo natural de UFC por gramo de peso humedo de heces y pH de las heces
después de 12 semanas de tratamiento con las distintas fuentes de fructanos. Los datos
presentados corresponden al valor medio + desviacion estandar (de) para n=6.

ES;Zﬂ?dde Fuente de fructanos Ln (UFC/g de heces) = de pH de las heces xde
Sin fructanos 13.2+114 8.27 +0.92
Enfermas Fructanos de maguey 13.6+11.2 5.95 +0.61
Fructanos de achicoria 164+ 155 5.78 +0.59
Sin fructanos 13.7+£11.3 8.10£1.01
Sanas Fructanos de maguey 140+ 11.7 6.60 £0.92
Fructanos de achicoria 16.6 £ 13.8 6.27 £0.68

Cuadro 6.3 Cuadrados medios para UFC/g de heces y pH de heces en sanas ratas y enfermas
alimentadas con fructanos de maguey, fructanos de achicoria y alimento convencional (n=36).
*Significativo en los niveles de probabilidad de 0.05. **Significativo en los niveles de
probabilidad 0.0001. G.L. = Grados de libertad. C.V. = Coeficiente de Variacion.

GL Lactok;]i(;iellc;s/g de oH
Fuente de fructanos 2 33.4** 0.0590**
Estado de salud 1 1.42* 0.00630
Fiztriiodgiriﬂrsnés 2 0.0685 0.00280
Error 30 0.30 0.0026
C.V. (%) NA 1.20 6.20

Los tratamientos aplicados influyen significativamente en el valor de UFC/g de
heces (P<0.0001). Tanto la fuente de fructanos como el estado de salud
afectan a la variable (P<0.0001 y P<0.0001). No existe interaccion entre los
factores fuente de fructanos y estado de salud (P=0.1245). Se empled la
prueba LSMEANS con la opcion PDIFF para comparar los 6 tratamientos. El
analisis permite corroborar que las ratas sanas presentan una mayor cantidad
de bacterias que las ratas enfermas; las ratas que consumieron fructanos de

maguey muestran un incremento significativo en la cantidad de bacterias con
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respecto de las que no consumieron fructanos, pero las ratas que consumieron
fructanos de achicoria presentan una mayor cantidad de bacterias que las que
consumieron fructanos de maguey asi como que las que no consumieron
fructanos. Esta informacion no es valida para los individuos enfermos que
consumieron fructanos de maguey, ya que la cantidad de bacterias
cuantificadas en las heces no es significativamente diferente a la de las ratas

sanas que no consumieron fructanos (P=0.3531).

6.4 pH de las heces

El pH de las heces se ve influenciado significativamente por los tratamientos
aplicados (P<0.0001). El valor de la variable esta4 en funcion de la fuente de
fructanos (P<0.0001) y no del estado de salud (P=0.1727). No existe
interaccion entre los factores (P=0.3752). Se empleé la prueba LSMEANS con
la opcion PDIFF para comparar los 6 tratamientos. El andlisis indica que la el
valor de pH entre las ratas que consumieron fructanos de maguey y achicoria
es estadisticamente igual (P=0.7245), y disminuye significativamente

(P<0.0001) con respecto a las ratas que no consumieron fructanos.

6.5 Focos de criptas aberrantes

En la figura 6-1 se muestran las caracteristicas microscépicas de las criptas de
ratas sanas y enfermas que no consumieron fructanos. Se indican las

estructuras a comparar mediante las literales any b,
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Figura 6-1 Comparacion entre criptas coldnicas de individuos tratados con AOM e individuos
que no recibieron AOM. La imagen A) corresponde a un conjunto de criptas de una rata sana;
la imagen B) corresponde a un foco de 5 criptas aberrantes de una rata enferma. La
observacién se realiza en microscopia de campo claro con tincién de hematoxilina eosina
modalidad Harris a 40x.

6.5.1 Comparacion estructural

Las criptas sanas presentan contorno regular y tamafio semejante (al, a2) a
diferencia de las criptas aberrantes (b1, b2); los nucleos de las criptas sanas
son organizados y apenas perceptibles como regiones mas obscuras (a3), en
las criptas aberrantes se aprecia nucleomegalia en los colonocitos ubicados en
el contorno de la cripta con desorganizacion nuclear (b3); en las criptas sanas
se aprecian estructuras vacuolares abundantes correspondientes a células
caliciformes (a4) a diferencia de las criptas aberrantes, que muestran
despoblacion de células caliciformes (b4); el espacio peri criptico en las ratas
sanas se encuentra bien definido (a5) y en las ratas enfermas comienza a

desaparecer al fusionarse las criptas (b5).

En la figura 6-2 se presentan las criptas de ratas sanas y enfermas que
consumieron fructanos de maguey y en la figura 6-3 se presenta la
comparacion de criptas de ratas sanas y enfermas que consumieron fructanos

de achicoria.
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Figura 6-2 Criptas de ratas sanas (A) y enfermas (B) que consumieron fructanos de maguey.
Es posible apreciar las mismas caracteristicas que en la figura 7-3 en cuanto a morfologia y
tamafio desigual en las criptas transformadas, pérdida de células de Goblet, desorganizacién
nuclear y reduccion del espacio peri criptico.

Figura 6-3 Criptas de ratas sanas (A) y enfermas (B) que consumieron fructanos de achicoria.
La diferencia mas notable es que las criptas de las ratas enfermas, presentan una mayor
cantidad de células de Goblet con respecto de las ratas que no consumieron fructanos y las
que consumieron fructanos de maguey. También es notable la uniformidad en el tamafio de las
criptas entre sanas y enfermas, aunque la reduccién del espacio peri criptico es un factor que
prevalece en los 3 casos, asi como las alteraciones del nacleo.

54



6.5.2 Andlisis estadistico del efecto quimiopreventivo

El andlisis estadistico indica que existen diferencias entre la cantidad de FCA
en el colon de los individuos que consumieron fructanos de maguey y achicoria

con respecto de los que no los consumieron (Fig. 6-4).
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Figura 6-4 Focos de criptas aberrantes. Las ratas que no consumieron fructanos presentan
una mayor cantidad de FCA que las ratas que si los consumieron, tanto de maguey como de
achicoria. Las ratas sanas no desarrollaron FCA. Los resultados corresponden al promedio de
FCA en cada grupo de estudio (n=6) evaluados por la prueba de U Mann Whitney.
*Significativamente diferente al tratamiento sin fructanos en el nivel de probabilidad de 0.05
**Significativamente diferente al tratamiento sin adicion de fructanos y al tratamiento con
fructanos de maguey en el nivel de probabilidad de 0.05.
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7 Discusién
7.1 Lactobacilos presentes en heces de ratas

Con base en los resultados obtenidos, podemos afirmar que tanto la fuente de
fructanos como el estado de salud tienen influencia significativa sobre la
cantidad de lactobacilos en el modelo in vivo actuando como efectos aditivos.
Las ratas que consumieron fructanos de maguey presentaron una cantidad
mayor de UFC de lactobacilos/g de heces que las ratas que no consumieron
fructanos. Esta informacion coincide con la publicada por Lopez y Urias (2007)
al establecer que los fructanos de distintas especies del género Agave
(potatorum, angustifolia) incrementan significativamente las poblaciones de
lactobacilos en un modelo in vitro, aunque no concuerda con la misma
publicacion en la que demuestran que los fructanos de C. intybus son menos
eficientes en términos de incremento de lactobacilos con respecto de los
fructanos de maguey. Por otro lado, se encontr6 una cantidad mayor de
lactobacilos en las heces de ratas que consumieron fructanos de achicoria que
en las ratas que consumieron fructanos de maguey, y también que en las que
no consumieron ningun tipo de fructano. Estos resultados coinciden con lo
publicado por Renddn et al. (2011), en donde demostraron que los fructanos de
C. intybus incrementan las poblaciones de lactobacilos in vitro en mayor
medida que los fructanos de A. angustifolis spp. tequilana. Aunque difieren con
lo publicado con este mismo autor (Rendoén et al. 2012) cuando utilizé un
modelo in vivo con fructanos de las mismas especies del género Agave para
evaluar el efecto prebidtico, en donde manifiesta que los fructanos de achicoria
son menos eficientes en términos de incremento de UFC/g de heces.
Asimismo, nuestros resultados son contrarios a lo establecido por Castro et al.
(2012). En ese proyecto utilizaron fructanos de A. salmiana (obtenidos por el
mismo método de extraccion empleado en nuestro proyecto para evaluar su
capacidad de incrementar la cantidad de lactobacilos in vitro y resultaron ser
mas eficientes que los fructanos de C.intybus.

Se observo que las ratas sanas presentan una cantidad significativamente
mayor de bacterias en las heces que las ratas enfermas. El valor de UFC de
lactobacilos/g de heces en los individuos sanos que consumieron fructanos de

maguey es estadisticamente igual a la de los individuos sanos que no los
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consumieron, y se requiere realizar investigaciones mas profundas para poder

establecer la razon.

7.2 Evaluacion de los valores de pH de las heces

No existe efecto de interaccion entre el estado de salud y el tipo de alimento
que reciben las ratas sobre el valor de pH de las heces, y el efecto que ejerce
influencia significativa sobre esta variable es el tipo de fructano. La disminucion
del pH por la ingesta de fructanos de maguey coincide con lo publicado por
Lépez y Urias (2007) y por la ingesta de fructanos de C. intybus con lo
publicado por Verghese et al. (2002), reportando incluso valores similares de

pH a los obtenidos en este experimento.

7.3 Focos de criptas aberrantes

El examen microscopico realizado en el colon de las ratas indica que las sanas
no desarrollaron FCA y que el tipo de alimento disminuye significativamente la
cantidad de FCA en el colon de las ratas enfermas. Dentro de las ratas
enfermas, la cantidad de FCA/colon se presentd en el siguiente orden
decreciente: sin adicion de fructanos > fructanos de maguey > fructanos de
achicoria. Este resultado coincide con el de las investigaciones realizadas por
Verghese et al. (2002), en donde se demostré6 que el consumo de
fructooligosacéaridos reduce de manera significativa la cantidad de FCA en el
colon de ratas tratadas con AOM con respecto de las ratas que no los
consumen. No se han encontrado investigaciones respecto a la evaluacion de
este efecto con fructanos de A. salmiana.

De ningin modo podemos pensar que los fructanos representan una terapia
para revertir el cancer de colon, pero si podemos sugerir que observar habitos
alimenticios adecuados en conjunto con la ingesta de este tipo de productos de
manera regular, puede ser un factor muy favorable para preservar la
homeostasis del colon y reducir el riesgo de padecer cancer.

La comparacion entre el efecto quimiopreventivo de los fructanos de achicoria y
los fructanos de maguey, favorece a los primeros en términos de incremento de
bacterias benéficas para la salud y reduccion de FCA. Si bien la razén no es

clara, existen varios factores a los cuales pueden atribuirse estas diferencias.
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El primero de ellos es el método de obtencién de los polisacaridos, puesto que
los fructanos de achicoria provienen de un proceso industrial, lo que implica
condiciones muy diferentes a las de la obtencion de los fructanos de maguey
en nuestro laboratorio y seguramente factores como la pureza del de los
fructanos de achicoria y el tipo de impurezas presentes en los fructanos de
maguey inciden en el resultado final. Esta hipotesis se refuerza con la
publicacion de Rendon et al. (2012), en donde emplearon un modelo in vivo de
la misma especie de rata utilizada en este experimento para evaluar el efecto
prebidtico de los fructanos de Agave angustifolia, provenientes de un proceso
de purificacion industrial y encontraron que incrementan en mayor medida la
cantidad de lactobacilos en heces que los fructanos de Chicorium intybus. Se
considera critico el nivel de pureza de los materiales puesto que el mecanismo
de accion involucrado en la reduccion del riesgo de desarrollar cancer (léase,
disminucion de FCA) se basa fundamentalmente en establecer un rango de
concentracion de 5 mM a 15 mM de &cido butirico (Scharlau et al, 2009) en el
microambiente intestinal por influencia de los productos de la fermentacion de
los fructanos. Para comprobar o descartar esta hipétesis es necesario medir la
concentracion de acido butirico en las heces. En segundo lugar, la
conformacion estereoquimica de los fructanos de achicoria es muy diferente a
la de los fructanos de maguey: la estructura de los fructanos de achicoria es
lineal, y la estructura propuesta de los fructanos de maguey es ramificada
(Lopez y Urias, 2007). Es necesario profundizar en las investigaciones de estas
causas para ofrecer conclusiones contundentes.

Un aspecto a destacar es que la variable UFC/g de heces resultd ser un
biomarcador eficiente para conocer el tiempo en que el epitelio intestinal se
habia transformado, ya que observamos diferencias significativas en el valor de
la variable entre los grupos de acuerdo a su tratamiento. Una vez extirpado el
colon de las ratas, durante el andlisis microscopico, pudimos apreciar la
disminucién de la cantidad de células de Goblet en la estructura en las criptas
intestinales de las ratas enfermas con respecto de las observadas en el epitelio
de las ratas sanas (Fig. 6-1). Esta observacion coincide con la realizada por
Pifiols (2011). El papel de estas células es generar moco en el lumen intestinal
por lo cual, sugerimos que la pérdida de éstas, genera un ambiente menos

favorable para el desarrollo de bacteriano.
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Se observd una correlacibn negativa entre la disminucion del pH
(consecuencia de la disminucioén del pH en el microambiente intestinal) vy el
incremento de la cantidad de bacterias en las heces de las ratas que
consumieron fructanos, lo que representa otro factor de influencia relacionado
con el efecto quimiopreventivo de estas moléculas.

Decidimos trabajar con ratas como unidades experimentales debido a las
similitudes metabdlicas y anatomicas que comparten con el ser humano,
ademas de ser unidades experimentales muy baratas, pequefias y de facil
manipulacion, su tiempo de vida y salud 6ptima 96 semanas (Gad, 2006)
comprende sin problemas la duracion del experimento (13 semanas).
Adicionalmente, esta especie no expresa expresar lesiones colénicas de
manera espontanea, con lo cual, se asegura que la induccién de la enfermedad
se debera especificamente al procedimiento disefiado para este fin (Gad,
2006).
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8 Conclusiones

VI.

VII.

VIII.

Las variables UFC de lactobacilos/g de heces y pH de las heces bajo
las condiciones de este experimento, fueron indicadores confiables
respecto al estado de desarrollo del proceso preneoplasico.

La ingesta de fructanos de A. salmiana se relaciona con la disminucion
de los biomarcadores tempranos de cancer de colon (FCA) inducidos
por silenciamiento genético con azoximetano en ratas de la cepa Wistar.
Los fructanos de C. intybus disminuyen en mayor medida la cantidad de
FCA que los fructanos de A. salmiana.

El consumo de fructanos de maguey y de achicoria disminuye el pH en
el microambiente del colon.

Los fructanos de A. salmiana poseen efecto prebidtico ya que estimulan
el crecimiento de lactobacilos en ratas de la cepa Wistar.

Bajo las condiciones de este experimento, se observé que los fructanos
de C. intybus incrementan en mayor medida que los fructanos de A.
salmiana la cantidad de lactobacilos in vivo.

Una baja cantidad de bacterias del género Lactobacillus en el colon se
relaciona con una mayor cantidad de FCA, lo que incrementa la
probabilidad de desarrollar cancer en este érgano.

Con la finalidad de reducir la influencia de los errores sisteméticos y
aleatorios sobre el resultado, los métodos de extraccion y purificacion de
fructanos deben ser equivalentes para efectuar la comparacién de su
efecto quimiopreventivo.

El modelo animal utilizado no garantiza reproducibilidad de los
resultados en humanos, por lo cual, se requiere de mas investigacion

para extrapolar el efecto preventivo entre especies.
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