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RESUMEN

En este estudio fue evaluado el efecto quimioprotector de la linaza sobre estadios
tempranos de cancer de colon en un modelo animal; asimismo, con la finalidad de proponer
un mecanismo de accion, se analiz6 la expresion de genes involucrados en el desarrollo de
esta patologia: como p53, p21, rb, bcl-2, bax y caspasa-3. Treinta y seis ratas macho, de la
cepa Sprague Dawley, con un peso inicial de 79 £ 5 y con cuatro semanas de edad, fueron
aleatorizadas en seis grupos experimentales (n=6): Control, Linaza, fraccion no digerible
total (por favor revisa que estas siglas las tengas en toda la tesis) (FNDT), azoximetano
(AOM), Linaza + AOM y FNDT + AOM. A los animales de los grupos experimentales
AOM, Linaza + AOM, FNDT + AOM se les indujo cancer de colon quimicamente con
AOM (15 mg/kg de peso, diluido en 1 mL de solucion fisioldgica). Los tratamientos (linaza
y su FNDT) fueron administrados via sonda intragéstrica diariamente durante nueve
semanas Yy el grupo Control recibié agua ad libitum. La dosis de linaza analizada fue la de
16 g/kg de peso, la cual representa la dosis recomendada para consumo humano de dos
cucharadas de linaza por dia; entre tanto, la dosis de FNDT se hizo la equivalencia a la
cantidad de fibra dietética suministrada por la dosis de linaza (8.5 g/kg de peso). La linaza
fue el unico tratamiento que disminuyo significativamente la multiplicidad de las criptas
(10.50+11.0), sugiriendo un efecto preventivo contra el desarrollo de céancer de colon. Sin
embargo, ambos tratamientos influyeron sobre la expresion de los genes analizados. El
tratamiento linaza indujo la expresién de p53 y p21, mientras que su FNDT provoco la
expresion de p21 independiente de p53, lo cual sugiere que ambos tratamientos indujeron
arresto al ciclo celular. Ademas, la FNDT indujo apoptosis mitocondrial debido a que en el
grupo experimental FNDT + AOM se observd expresion de caspasa-3, disminucion de la
expresion de bcl-2 e incremento de la expresion bax. De acuerdo a los resultados, se sugiere
que la expresién de los genes analizados se debid a la presencia de compuestos fendlicos
asociados a la fibra dietética de los tratamientos.

(Palabras clave: linaza, fraccién no digerible total, cancer de colon, modelo animal,
azoximetano)



SUMMARY

The chemopreventive protective effect of flaxseed was evaluated on an early stage of colon
cancer by animal studies, studying the expression of some genes that are involved in this
disease, such as p53, p21, rb, bcl-2, bax y caspasa-3.Thirty six male Sprague Dawley rats
with an initial weight of 79 £ 5 g at 4 weeks of age were used in this study. The animals
were randomly placed into six groups: (1) the control group, (2) flaxseed group, (3) total
non-digestible fraction (TNDF) group, (4) the azoxymethane (AOM) group, (5) the
flaxseed plus AOM and (6) the TNDF plus AOM group, each group with 6 animals. The
rats of experimental groups AOM, flaxseed + AOM and TNDF + AOM groups were
chemically induced, using AOM (15 mg/kg of body weight, dissolved in 1 mL of
physiological saline). The treatments (flaxseed and its TNDF) were administered by
intragastric intubation once a day during the experimental period and the control group
received water ad libitum. The dose of flaxseed given to the rats were based on the
recommended flaxseed dose of two tablespoons (16 g of ground flaxseed) per day, and the
TNDF given to the rats correspond to the content of total dietary fiber in flaxseed
(approximately 50%). The results showed that only flaxseed significantly decreased the
crypt multiplicity (10.50£11.0) compared with the AOM treatment (34.00+11.0),
suggesting a preventive effect. However, the treatments influenced the expression of the
genes analyzed. The flaxseed induced the expression of p53 and p21, and the TNDF
triggered the independent expression of p21, which suggested that they induced cell cycle
arrest. In addition, the TNDF triggered mitochondrial apoptosis because the TNDF + AOM
group exhibited the expression of caspase-3, decreased bcl-2 expression and increased bax
expression. The results suggest that the expression of the analyzed genes is associated with
the presence of dietary antioxidant linked to the cell wall of flaxseed.

(Key words: flaxseed, total non-digestible fraction, colon cancer, animal model,
azoxymethane)
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I. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad compleja caracterizada por varias etapas: iniciacion,
promocion, proliferacion (rapido crecimiento celular) y metastasis (propagacion). Debido a
esta complejidad, resulta dificil desarrollar un tratamiento para controlar o eliminarla
(Thompson, 2003). De los diferentes tipo de cancer, el de colon es la principal neoplasia del
tubo digestivo que afecta tanto a mujeres y hombres de paises occidentales, incluyendo a
aquellos que estan en vias de desarrollo, como es el caso de México (Manoj et al., 2001).
En México, del total de muertes registradas por los diferentes tipos de cancer (en poblacion
de 20 afios o mas), el de colon representa el 5.3 y 4.3% para hombres y mujeres,
respectivamente (INEGI, 2012).

Diversos estudios epidemioldgicos sugieren que el aumento en la incidencia de
cancer de colon esta relacionado directamente con la baja ingesta de alimentos vegetales.
Por el contrario, se ha informado que el consumo de alimentos ricos en carbohidratos
indigestibles (principal componente de la fibra dietética) esté relacionado con la prevencion
de céncer de colon por su efecto benéfico sobre la mucosa colonica (Jenab y Thompson,
2000). Debido a esto, el estudio de la fibra dietética (FD) ha adquirido gran importancia en
nutricion y salud. La FD escapa de la digestion y absorcion en el intestino delgado, llega al
colon donde puede ser fermentada por la microbiota intestinal, formando entre otros
productos, acidos grasos de cadena corta (AGCC), como: acético, propidnico y butirico.
Aunque el 4&cido butirico es considerado el principal agente responsable contra la
carcinogeénesis colonica, existe evidencia cientifica que sugiere que los acidos propionico y
acético pueden tener un efecto citotoxico en células de cancer humano desencadenando

apoptosis via mitocondria (Jan et al., 2002).

Asimismo, la fermentacion colonica de la FD puede modificar la composicion de
la microbiota, la actividad enzimatica y favorecer el crecimiento de microorganismos
beneficiosos (como bifidobacterias) en detrimento de microorganismos perjudiciales. La
modificacion de la actividad enzimatica producida a su vez por la modificacion de la
microbiota puede afectar la formacion de carcindgenos y la concentracion de sustancias

promotoras de tumores con repercusiones positivas y/o negativas para el individuo; por



ejemplo, dietas ricas en grasa incrementan la actividad de enzimas como [3-glucoronidasa,
nitroreductasas y azorreductasas, enzimas que estdn implicadas en la formaciéon o
reactivacion de compuestos carcinogénicos. Por el contrario dietas ricas en FD pueden
disminuir la actividad de las enzimas ya citadas, y por lo tanto prevenir el desarrollo de

cancer de colon (Gofii y Martin-Carron, 2001).

Las fibras viscosas, como mucilagos, pectinas, entre otros, son el tipo de FD que
fermentadan en su totalidad y producen una muy buena proporcién molar de acido acético y
propidnico (Saura-Calixto, 2006). La linaza es un alimento rico en mucilago, representando
del 8-14% del peso seco de la semilla (Hall et al., 2006; Figuerola et al., 2008), y aunque
no forma parte de la dieta regular del mexico (Renddn-Villalobos et al., 2008, su consumo
ha ido en aumento, formando parte en la formulacion de productos de panificacion, cereales
para desayuno, entre otros. El interés en la linaza como ingrediente de alimentos
nutracéuticos se debe a que algunos resultados cientificos sugieren que este alimento puede
proporcionar una variedad de beneficios a la salud (Thompson, 2003), entre los que se
pueden citar principalmente el efecto cardioprotector y la prevencion de algunos tipos de
cancer (Hall et al., 2006). Sin embargo, en este alimento, la FD no ha tenido el mismo
interés de estudio con respecto al acido a-linolénico y lignanos, a los cuales se les tribuye
los efectos benéficos ya sefialados (Hall et al., 2006). Asimismo, se recomienda el consumo
de 1-3 cucharas de linaza por dia, tomando en cuenta que una cucharada proporciona
aproximadamente 8 g de linaza (Hall et al., 2006; Figuerola et al., 2008), siendo la dosis
mas utilizada la de dos cucharas de linaza por dia, incluso se ha podido observar que la

emplean o sugieren algunos productos comerciales.

Tomado en cuenta la dosis de consumo mas utilizada, dos cucharadas de linaza por
dia, aproximadamente 16 g de linaza, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
quimioprotector de la linaza sobre estadios tempranos de cancer de colon en ratas inducidas
quimicamente con azoximetano y analizar la expresion de genes involucrados en el

desarrollo de cancer.



I1.- ANTECEDENTES

2.1 La semilla de linaza: generalidades

La linaza (Linum usitatissimum L.) o semilla de lino se cultivo desde el comienzo
del neolitico hasta el periodo Romano, principalmente para obtener fibra textil, pero
también para producir semilla y aceite, el cual se utilizé en la produccion de alimentos y

algunas medicinas, entre otras aplicaciones (Kislev et al., 2011).

Actualmente, la linaza se cultiva aproximadamente en cincuenta paises, la mayoria
de estos paises estan ubicados en el hemisferio norte. Canada es el principal productor,
seguido por China, Estados Unidos y la India. Historicamente, el cultivo de linaza se
orientd hacia la produccion de aceite de uso industrial, no obstante, actualmente hay un
nuevo interés por consumir la semilla molida debido a su beneficio potencial para la salud;
aunque hay evidencias cientificas importantes que respaldan el consumo de linaza, mucha
gente aln desconoce las ventajas de su consumo y sus posibles aplicaciones en alimentos
(Hall et al., 2006).

La linaza se ha consumido en diversas formas durante mas de 5000 afios como
ingrediente alimenticio y por sus propiedades medicinales, los cuales se mencionan en el
Ben Cao, la gran farmacopea China (Oomah y Mazza, 1998). Los componentes que
contribuyen al mejoramiento de la salud son: lignanos, acido a-linolénico y fibra dietética;
también pueden ser considerados los flavonoides y acidos fenolicos, ya que este alimento es

considerado como fuente importante de estos dos fitoquimicos (Oomah y Mazza, 1998).

La semilla de linaza es de 4 a 6 mm de longitud, aplanada, de forma oval y con un
extremo aguzado. La cubierta de la semilla es de apariencia suave y brillante, y su color
puede variar entre marron oscuro y amarillo claro. El peso de 1000 semillasesde5+1gy
su peso del hectolitro fluctua entre 55 y 70 kg. La semilla tiene dos cotiledones aplanados
que constituyen la mayor proporcion del embridn, este ultimo, estd rodeado por las
cubiertas de la semilla y por una delgada capa de endospermo. La testa tiene una capa

exterior que contiene la mayoria de la fibra soluble y dos interiores ricos en fibra y



lignanos. Desde un punto de vista estructural, la testa, endospermo y cotiledones

representan el 22, 21 y 57%, respectivamente (Figuerola et al., 2008).

Existen variedades de semillas de color amarillo o doradas y de color marrén, a
pesar de la creencia de que el color externo de la semilla es un indicador de la composicion
quimica, no se han encontrado variaciones que sustenten que haya una diferencia entre ellas

mas alla de las causadas por las condiciones de cultivo (Figuerola et al., 2008).

Con respecto a su composicion quimica, la linaza tiene alrededor de 40% de
lipidos, 30% de fibra dietética y 20% de proteina. La composicion proximal puede variar
entre las variedades y de acuerdo a las condiciones ambientales en las que haya crecido la
planta. En los cotiledones se encuentra el 87% de los lipidos y el 76% de la proteina de la
semilla, en tanto que en el endospermo esta sélo el 17% de los lipidos y el 16% de la

proteina (Figuerola et al., 2008).

2.2 Compuestos antinutricios

La linaza presenta algunos compuestos antinutricionales, el acido fitico y los
glucésidos cianogenéticos son los principales; no obstante, en la literatura cientifica no se
reportan efectos adversos provocados por el consumo de linaza (Hall et al., 2006; Figuerola
et al., 2008).

El &cido fitico, un poderoso agente quelante de cationes y acomplejador de
proteinas y almidon, estd en cantidades que varian entre 0.8 y 1.5 g/100 g del peso seco de
la semilla, dependiendo de cada variedad y las condiciones de crecimiento de la planta;
estos valores son semejantes a los encontrados en cacahuate y soya, pero inferiores a los de
otras leguminosas (2 a 5.2 g/100g). El &cido fitico representa entre el 60 y 90% del fésforo
presente en la semilla, constituye la principal forma de almacenamiento de este elemento y
se estima que tiene un papel muy importante en el desarrollo de la semilla (Figuerola et al
2008).

Por el consumo excesivo de linaza, se han reportado algunos efectos negativos

como la reduccion de la absorcion de algunos minerales (calcio, zinc y hierro), ademas, se

4



ha informado que disminuye la digestibilidad de proteinas. En contra parte a estos efectos,
se han informado algunos atributos, como la disminucién de la respuesta glucémica y la

incidencia de cancer de colon en ratas (Figuerola et al., 2008).

Por su parte, los gllcidos cianogenéticos tienen la capacidad de liberar cianuro por
hidrolisis acida o enziméatica. En la semilla de linaza, los principales glacidos
cianogenéticos son linustatina y neolinustatina, y pequefias cantidades de linamarina y
lotasutralina, estando localizados principalmente en los cotiledones. Como en la mayoria de
las plantas, su contenido en la linaza difiere con la variedad, condiciones ambientales donde
crecio la planta y edad de la semilla, reduciendo el contenido desde 5.0 g/100 g en las

semillas inmaduras a 0.1 g/100 g en semillas maduras (Figuerola et al., 2008).

La hidrolisis ocurre cuando la semilla es dafiada, debido a que la ruptura celular
libera enzimas que actdan sobre los sustratos cinogenéticos. El efecto metabdlico que tiene
el consumo de glucésidos cianogenéticos en los seres humanos depende de la cantidad
consumida, la frecuencia de consumo, el estado nutricional y de salud de la persona, y de la
presencia de otros componentes en la dieta que pueden interactuar con ellos (Figuerola et
al., 2008).

Es importante destacar que el uso de la linaza habitualmente es como un
ingrediente menor, y/o nutracéutico, en productos de panificacion y cereales para desayuno
que han sufrido tratamiento térmico, por lo que los glicidos cianogenéticos no representan
un problema para el consumo. Cabe destacar que en productos horneados no se ha

detectado la presencia de cianuro en ellos (Hall et al., 2006; Figuerola et al., 2008).

2.3 Compuestos con actividad bioldgica

La semilla de linaza contiene diversos compuestos que pueden ofrecer beneficios
para la salud, tales como, reduccion del riesgo de desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, mitigacion de los efectos de la diabetes, patologias renales, obesidad,
cancer de colon y recto, reduccion del nivel de colesterol sérico y promocion de la



evacuacion intestinal. Entre ellos, es importante destacar a la fibra dietética, lignanos, acido

a-linolénico y proteina (Hall et al., 2006).

2.3.1 Acidos grasos poliinsaturados

La linaza contiene altas concentraciones de dos acidos grasos poliinsaturados
esenciales, los cuales no pueden ser producidos por el cuerpo humano, por lo tanto deben
ser obtenidos de la dieta; estos son el acido a-linolénico (w-3) y &cido linoleico (w-6),
ambos nombres derivan de la palabra Latina utilizada para nombrar cientificamente a la
linaza: linum. En el cuerpo humano, el &cido a-linolénico es el precursor quimico para
sintetizar acidos grasos w-3 de cadena larga, como los acidos eicosapentanoico (EPA) y
docosahexanoico (DHA). EI DHA sirve como un componente principal de la membrana
fosfolipidica, en fotoreceptores de la retina, en la materia gris cerebral, testiculos y
espermas. Sin embargo, una pequefia cantidad de EPA esta presente en el cuerpo humano,
la cual es importante para prevenir enfermedades coronarias, arritmias y trombosis. Ambos
acidos reducen los niveles de colesterol y proporcionan fluidez a la membrana celular.
Deficiencias de EPA y DHA pueden retrasar el crecimiento en nifios, y su extrema o
prolongada insuficiencia puede llegar a ser fatal. Una falta de dichos acidos grasos
poliinsaturados puede perjudicar el sistema inmune, cardiovascular, la funcion motriz y
visual. El consumo diario para adultos de estos dos &cidos grasos esenciales es de unos

cuantos gramos, con una proporcion de 5/1 a 10/1 (w-6/w-3) (Kislev et al., 2011).

2.3.2 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

Los compuestos fendlicos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Hall
et al., 2006), y son considerados los antioxidantes més abundantes en nuestra dieta
(Manach et al., 2004). Los compuestos fenolicos han sido sugeridos como contribuidores
importantes y potentes en reducir el estrés oxidativo debido a su actividad antioxidante
(Sreeramulo and Raghanath, 2011).



Ademas de sus propiedades antioxidantes, los compuestos fendlicos pueden tener
otras actividades bioldgicas especificas; por ejemplo, pueden afectar la expresion de genes
(Yuan et al., 2005) asi como interferir en la sefializacion y adhesion celular (Wheeler et al.,
2004; Williams et al., 2004). Es por esto que actualmente existe un gran interés cientifico
por estudiar sus propiedades bioldgicas, ya que estan relacionadas con la prevencion de
enfermedades cronico-degenerativas, las cuales incluyen enfermedades cardiovasculares y

algunos tipos de cancer (Wiliamson y Manach, 2005).

En las oleaginosas, los principales compuestos fenolicos que se encuentran son
derivados hidroxilados de los acidos benzoico y cinamico, cumarinas, flavonoides y
lignanos (Hall et al., 2006). EI contenido aproximado de &cidos fendlicos en linaza es de
790 a 1030 mg/100 g, de los cuales el 48-66% se encuentra de forma esterificada (Hall et
al., 2006). Existen variaciones importantes entre variedades y por las condiciones
ambientales donde se desarrollan las plantas. Los &cidos fendlicos méas abundantes son el
trans-feralico (46%), trans-sinapico (36%), p-cumarico (7.5%) y trans-caféico (6.5%).
También, se ha reportado que la goma de linaza (mucilago) puede tener cantidades
considerables de acidos fendlicos (Figuerola et al., 2008)

Los flavonoides son un grupo de compuestos fendlicos cuyo esqueleto bésico
contiene 15 atomos de carbono en configuracion Cs-Cs-Cs. A estos compuestos se le han
asignado multiples efectos bioldgicos, incluyendo actividades bacterianas, antiviricas,
antiinflamatorias, antialérgicas y vasodilatadoras. Ademas, los flavonoides inhiben la
peroxidacion lipidica, la agregacion de plaquetas, la permeabilidad y fragilidad capilar, asi
como la actividad de algunos sistemas enzimaticos, incluyendo la ciclo-oxigenasa y la
lipooxigenasa. Los principales flavonoides presentes en los cotiledones de linaza son los
glucédsidos de flavonas C y O. El contenido de flavonoides en la linaza puede variar con el
cultivar y el medio; la transformacion genetica que confiere a la linaza resistencia a los
herbicidas, no parece afectar de forma significativa el contenido de flavonoides (Oomah y
Mazza, 1998).

Los taninos son compuestos de intermedio o de alto peso molecular (mayor a 30,
000 Da), los cuales son altamente hidrolizables y pueden formar complejos insolubles con

los carbohidratos y proteinas. Los taninos pueden ser subdivididos dentro de dos grupos:
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taninos hidrolizables y taninos condensados. El &cido taninico es el mas conocido de los
taninos hidrolizables, consiste en una molécula de glucosa unida con cinco unidades de
acido gélico, y ademas esta molécula puede estar fuertemente esterificada con otras cinco
unidades mas de acido galico (Champ, 2002).

Los taninos condesados (TC) son polimeros lineales de unidades flavan-3-ol
(catequina y galocatequina) y flavan-3,4-diol (leucocianidina y leucodelfinina), aunque
también pueden encontrarse unidades de acido gélico. Cada cadena polimérica de tanino
condensado contiene una unidad final o terminal flavan-3-ol (Naczk et al. 1995). Se sabe
que los TC son compuestos fenolicos complejos ya que presentan un peso molecular de
500-3000 daltons (Naczk et al., 1994), aunque los mas comunes son los de 5 000 daltons;

no obstante, se han descrito moléculas de mayor peso molecular (Bravo, 1998).

En la linaza se han encontrado valores de TC alrededor de 136 mg/100 ¢
(Wanasundara and Shaidi, 1994; Hall, 2001). Sobre los niveles de TC en la linaza
practicamente existe poca informacion cientifica, por lo que valdria la pena investigar méas
sobre este tema, ya que algunos autores sefialan que la combinacion de lignanos, acidos
fenolicos y taninos condensados puede contribuir a la actividad antioxidante de la linaza
(Hall, 2001).

Los lignanos son compuestos difendlicos de las plantas superiores formados por el
acoplamiento de dos moléculas de residuos de alcohol coniferilico (precursor de la lignina),
los cuales se encuentran en la pared celular de las plantas (Touré y Xueming, 2010). Estos
compuestos difenolicos tienen multiples sustituyentes oxigenados en los anillos aromaticos
y, en particular en la posicion para, por lo que su estructura es diferente de la de los
lignanos de mamiferos. Aunque no estd claro cuél es el papel de los lignanos en las
plantas, las propiedades antiflngicas e insecticidas de estos compuestos indican que
podrian intervenir en los sistemas de proteccidn, y en otras plantas su funcion podria ser la
de reguladores del crecimiento (Figuerola et al., 2008). Los lignanos también presentan
actividad antimitotica y antioxidante, y en el ser humano pueden actuar como agentes

anticancerigenos (Figuerola et al., 2008).



De acuerdo a Thompson (2003), la linaza es la fuente alimenticia mas rica de
lignanos. Los diglucdsidos de secoisolariciresinol (SDG) y meteresinol, son los lignanos
mas abundantes en la linaza. Estos fitoestrégenos, por accion del &cido géstrico y de la
glucosidasa bacteriana del tracto digestivo (principalmente del género Clostridia), son
biotransformados en enterolactona y enterodiol, respectivamente, y reconocidos como
lignanos de mamiferos. Estos compuestos poseen mayor capacidad antioxidante que sus
precursores. EI SDG es el lignano més abundante y se encuentra en cantidades de 1410 a
2590 mg/100g de semilla seca (Hall et al., 2006). EI contenido de lignanos en la linaza esta
muy influenciado por factores genéticos y en menor grado por las condiciones ambientales
(Hall et al., 2006).

Ahora bien, la capacidad antioxidante y secuestrante de radicales libres es una
propiedad comun de la gran mayoria de los compuestos fendlicos y esta determinada por la
estructura quimica del compuesto bioactivo, es decir, influye la presencia de grupos
hidroxilo y glucidos en la cadena hidrocarbonada (Baderscheneider y Winterhalter, 2001;
Montoro et al., 2005).

Quimicamente, un radical libre es cualquier especie que contiene uno 6 mas
electrones desapareados y es capaz de mantener una existencia independiente. La mayoria
del oxigeno que respiramos (95%) se utiliza a nivel mitocondrial, pero un pequefio
porcentaje (1 a 3%), origina especies reactivas de oxigeno (radicales superéxido, hidroxilo,
peroxilo, entre otros.). Los radicales libres se forman como consecuencia natural de nuestro
metabolismo oxidativo, por accion de enzimas tipo oxidasas e hidrolasas, asi como por
efecto de radiaciones, contaminacién ambiental e incluso por el consumo de tabaco (Saura-

Calixto y Jiménez-Escring, 2001).

Un antioxidante es definido como una molécula que es capaz de mostrar o prevenir
la oxidacién de otra moléculas (Wikipedia, 2008; Moon y Shibamoto, 2009), mientras que
un antioxidante bioldgico ha sido definido como “cualquier sustancia que, cuando esta
presente a bajas concentraciones comparado con algun sustrato oxidable, retrasa o previene

significativamente la oxidacion del sustrato” (Moon y Shibamoto, 2009).



El dafio oxidativo de varias sustancias bioldgicas puede propiciar el desarrollo de
varias enfermedades. En consecuencia, existen muchos trabajos cientificos sobre la relacion
del dafio oxidativo y algunos de las enfermedades que pueden derivar de un estado
oxidativo como: cancer (Paz-Elizur et al., 2008), enfermedades del higado (Preedy et al.,
1998), Alzheimer (Moreira et al., 2005), artritis (Colak, 2008), inflamacion (Mukherjee et
al., 2007), diabetes (Naito et al., 2006; Jain, 2006), mal de Parkinson (Beal, 2003;
Chaturvedi y Beal, 2008), aterosclerosis (Heinecke, 1997), SIDA (Sepulveda y Watson,
2002) y envejecimiento (Liu y Mori, 2006), entre otras (Moon y Shibamoto, 2009).

Ante estos hechos, se han desarrollado y aplicado diversos métodos analiticos para
investigar la actividad antioxidante de los compuestos bioactivos presentes en plantas y
alimentos de origen vegetal principalmente. En la mayoria de los estudios se han empleado
métodos analiticos espectrofotométricos, por ejemplo, el método del B-caroteno, DPPH (2,2
difenil-1-picrilhidracil), ABTS (2,2’ —azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)),
FRAP (ensayo del poder reductor férrico/antioxidante), entre otros. En general, se
recomienda la practica de dos métodos diferentes para la investigacion de la actividad
antioxidante de las muestras. Sin embargo, también se recomienda la combinacion de
métodos de captacion de electrones o radicales, por ejemplo, DPPH, ABTS, ACA (ensayo
del acido carboxilico/aldehido) o FRAP, y métodos asociados con la prevencion de
peroxidacion de lipidos (B-caroteno). Por lo tanto, en estudios recientes sobre la actividad
antioxidante de plantas y sus componentes, se han utilizado mas de dos métodos diferentes
(Moon y Shibamoto, 2009).

2.3.3 Fibra dietética (FD)

Muchas definiciones relativamente actualizadas consideran a la FD como una
combinacion de sustancias quimicamente heterogéneas, las cuales no son digeridas ni
absorbidas en el intestino delgado de humanos, incluyendo polisacéridos de pared celular,
almidon resistente, oligosacaridos, azucares-alcohol, proteina resistente, compuestos de la

reaccion de Maillar, entre otros (Saura-Calixto, 2011).
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Sin embargo, hasta los afios setenta la fibra, entonces denominada fibra bruta o
fibra cruda, era considerada como una fraccion de los alimentos de valor energético y
nutricional nulo, y por tanto los productos con minimo contenido de fibra eran los
preferidos por la industria alimentaria. Actualmente, la FD es el principal ingrediente de
alimentos funcionales (constituye mas del 50% del total de ingredientes usados a nivel
mundial) y se esta incorporando progresivamente a todo tipo de alimento y bebidas como
factor de calidad nutricional muy apreciado por los consumidores (Saura-Calixto, 2006).
Este cambio es consecuencia de la divulgacion de las propiedades fisiologicas y
nutricionales puestas de manifiesto por la investigacion cientifica en este campo, que ha

tenido un extraordinario desarrollo (Saura-Calixto, 2006).

En base a diversos estudios epidemioldgicos, se ha propuesto la hipétesis de que la
deficiencia de fibra en la dieta puede ser un factor significativo que, conjuntamente con
otros relacionados con la alimentacion y estilo de vida, propicia el desarrollo de
enfermedades caracteristicas de los paises desarrollados (cancer de colon, trastornos
intestinales, diabetes, cardivasculares). A partir de estos hallazgos la investigacion
cientifica esta confirmando en gran medida la hipétesis de que la fibra ayuda a contrarrestar

estos padecimientos (Saura-Calixto, 2006).

Los efectos fisiologicos de la fibra dietética se relacionan con sus propiedades
fisicoquimicas y tecnoldgicas, como capacidad de retencion de agua, capacidad de
hinchamiento, viscosidad, formacién de gel, capacidad de ligacion de las sales biliares.
Estas propiedades dependen de la relacion fibra insoluble/soluble, tamafio de particula,
condiciones de extraccion y fuente vegetal de origen (Figuerola et al., 2005).

Con respecto a la linaza, esta oleaginosa tiene un alto contenido de fibra, la cual se
encuentra principalmente en las capas externas de la semilla (testa o cascarilla), con una
relacién de 75% de fibra insoluble y 25% de fibra soluble o mucilago (Figuerola et al.,
2008).

La goma o mucilago de la linaza es una fuente de FD, y parece influir en la
reduccion del riesgo de diabetes y enfermedades cardiovasculares, la prevencion de cancer

de colon y rectal, y en la reduccion de la incidencia de obesidad (Oomah y Mazza, 1998).
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La goma hidrocoidal de linaza forma alrededor del 8% del peso seco de la semilla, pero el
rendimiento depende del método de extraccion y oscila entre 3.5 y 9.4%. El contenido del
mucilago se puede ver afectado por el genotipo y la cosecha, pero no por el lugar de
cultivo. Al parecer, las semillas de cubierta amarilla tienen menor contenido de goma. No
obstante, las gomas extraidas de las semillas amarillas presentan mejores propiedades
reologicas que las de semillas marrones, debido a que su fraccion &cida es
significativamente menor y contiene una mayor cantidad de polisacaridos neutros
(Figuerola et al., 2008).

El mucilago estd compuesto por dos polisacaridos, uno neutro (aproximadamente
75%) y otro acido. El polimero neutro esta formado por una cadena de B-D-Xilosa unida
con enlaces 1-4, que tiene cadenas laterales de arabinosa y galactosa en posicion 2 y 3. El
polimero é&cido estd formado por una cadena principal de residuos de (1-2)-o-L
ramnopiranosil y de acido (1-4)- D-galactopiranosiluronico, con cadenas laterales de fucosa
y galactosa. EI componente principal del polimero neutro es la Xilosa (62.8%) y el
polimero &cido es la ramnosa (54.5%), por lo que la relacion ramnosa/xilosa se usa
frecuentemente para estimar la relacién entre polisacéridos acidos/neutros. Esta relacion
fluctta entre 0.3 y 2.2. Los estudios realizados acerca de la composicion del mucilago de la
linaza indican que la composicién de monosacaridos del mucilago varia significativamente
entre diferentes cultivares de linaza. Los cultivares con mayor contenido de polisacaridos
neutros muestran mayor viscosidad aparente y formacion de geles mas firmes. ElI mucilago
de linaza es un hidrocoloide complejo polidisperso, y los diferentes comportamientos
reoldgicos observados en los cultivares es provocado tanto por las diferencias en la
proporcion entre polimeros neutros y acidos, el peso molecular y la conformacion

estructural de los polisacaridos (Hall et al., 2006).

El mucilago de linaza, como los demas tipos de fibra dietética viscosas, puede
reducir la respuesta postprandial de glucosa en sangre (Oomah y Mazza, 1998), por lo que
se sugiere que la fibra soluble reduce la respuesta glucémica mediante un aumento de la
viscosidad del contenido del intestino delgado, retrasando la digestion y absorcion de
hidratos de carbono (Schneeman, 2007). En otros estudios, se ha informado que las dietas

complementadas con linaza, reducen significativamente los niveles séricos de colesterol
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total y principalmente lipoproteinas de baja densidad (LDL). Los niveles de lipoproteinas
de alta densidad (HDL) o bien aumentan ligeramente o permanecen constantes por el
consumo de linaza; se sugiere que este efecto esta relacionado con la fibra dietética de la
linaza y no con el aceite como tal o al 4acido a-linolénico presente en el mismo. De igual
forma, existen estudios que han manifestado que el consumo de linaza en la dieta, ya sea
cruda o en productos horneados, mejora la tolerancia a la glucosa, lo cual también puede
ser debido al efecto de la fibra dietética de linaza y no al aceite (Oomah y Mazza, 1998).

Otro hecho interesante es que el mucilago de linaza extraido por diferentes metodos,
puede presentar cantidades importantes de compuestos fenodlicos totales, de 328 a 1422
mg/100 g de muestra (Velioglu et al., 1998). En consecuencia, hay que tomar en cuenta que
la fibra dietética siempre se encuentra en los alimentos o suplementos de fibra como una
matriz vegetal que puede llevar compuestos bioactivos asociados, entre los que destacan
compuestos fendlicos con capacidad antioxidante (Saura-Calixto, 2006). Por lo tanto, los
compuestos fendlicos también pueden escapar del proceso digestivo y llegar al colon sin
degradar; se sabe que los compuestos fendlicos pueden ser excretados y que favorecen la
excrecion de lipidos, asimismo pueden tener efectos positivos en el tracto intestinal y en el

matabolismo de lipidos (Saura-Calixto, 2006).

Por esta razdn, es posible que la fibra dietética total de la linaza (soluble e insoluble)
acompleje y por tanto presente cantidades apreciables de compuestos fendlicos, los cuales
pueden ser un factor adicional que puede potenciar la calidad de la FD de este alimento. Sin
embargo, y dado el alto contenido de FD en la linaza, éste compuesto no ha recibido el
mismo interés de estudio en comparacién con el &cido a-linolénico y los lignanos (Hall et
al., 2006).

2.4 Compuestos fendlicos y su interaccion con la fibra dietética (FD)

Ya se ha mencionado la importancia y efectos a la salud por parte de la FD y los
compuestos fendlicos. Normalmente a estos compuestos dietarios la literatura cientifica los
analiza por separado, como compuestos que no tienen relacion alguna. Sin embargo,

existen reportes que demuestran que alrededor del 50% de los antioxidantes dietarios
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totales —principalmente compuestos fendlicos- se encuentran ligados a la matriz de fibra
dietética de los alimentos vegetales, los cuales pueden alcanzar el colon. En otras palabras,
FD y cantidades considerables de compuestos fendlicos siguen un proceso fisiologico
comun y sinergistico dentro del tracto digestivo. Por lo tanto, la presencia de compuestos
fenolicos y otros compuestos asociados a la FD pueden afectar significativamente sus

propiedades fisioldgicas y los efectos a la salud (Saura-Calixto, 2011).

Numerosas definiciones actualizadas consideran a la FD como una combinacion de
sustancias quimicamente heterogéneas no absorbidas en el intestino delgado, incluyendo
polisacaridos no amilaceos, almiddn resistente, oligosacaridos, polioles, proteina resistente,
compuestos fendlicos, compuestos de maillard, entre otros. Sin embargo, a pesar de los
avances e investigaciones intensivas en este campo, la definicion de FD aun es
controversial. La definicion de la AACC (American Association of Cereal Chemists, por
sus siglas en idioma inglés) incluye compuestos distintos a los carbohidratos, mientras que
el Codex Alimentario define FD como “polimeros de carbohidratos (dietarios y sintéticos)
con diez o méas unidades monoméricas, los cuales no son hidrolizados por enzimas
enddgenas en el intestino delgado de humanos”. Esta definicion puede ser util para analisis,
etiquetado y propuestas comerciales, pero obviamente presenta algunas limitaciones para
estudios nutricionales o de salud, dado que omite a la mayoria de los constituyentes

dietarios indigestibles (Saura-Calixto, 2011).

Numerosos trabajos de investigacion han abordado las propiedades quimicas,
fisiologicas y nutricionales de los “nuevos” componentes de la FD (almidon resistente,
proteina resistente, oligosacaridos, polimeros sintéticos, entre otros); no obstante, poca
atencion se le ha dado a los antioxidantes dietarios, principalmente a los compuestos
fenolicos. Los compuestos fenolicos no representan una porcién minoritaria de
constituyentes en la FD y como tal, pueden contribuir significativamente con efectos
saludables atribuidos tanto a la FD y a los compuestos fendlicos asociados (Saura-Calixto,
2011).

Las propiedades biologicas de los compuestos fendlicos dependen de su
bioaccesibilidad y biodisponibilidad (Saura-Calixto, 2011). La bioaccesibilidad de los

compuesto fenolicos puede ser definida como la cantidad de compuestos antioxidantes que
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son liberados de la matriz del alimento después del proceso de digestion, ya por la
solubilizacion directa de los antioxidantes dietarios en los fluidos intestinales en
condiciones fisioldgicas (37 °C, pH 1-7.5), y/o por la accion de las enzimas digestivas. La
hidrolisis enzimatica de proteinas, carbohidratos y lipidos favorece la liberacion de
antioxidantes dietarios de la matriz del alimento; por lo tanto, los antioxidantes dietarios
pueden ser absorbidos en el intestino delgado. Por otro lado, se entiende por
biodisponibilidad la porcion de antioxidantes dietarios que es absorbida hacia el torrente
sanguineo, los cuales llegan a ser disponibles para su utilizacién metabdlica, ejerciendo sus
efectos en el sitio de accion. En consecuencia, bioaccesibilidad y biodisponibilidad son
conceptos distintos. La biodisponibilidad de los compuestos fendlicos depende de su
bioaccesibilidad de las matriz del alimento (Saura-Calixto, 2011; Haminiuk et al., 2012).

En base a lo anterior, los antioxidantes dietarios pueden ser divididos en dos grupos:
(1) antioxidantes bioaccesibles en el intestino delgado (vitaminas, compuestos fendlicos de
bajo peso molecular y carotenoides, y (2) antioxidantes no bioaccesibles en el intestino
delgado o antioxidantes dietarios asociados a FD. Estos dltimos comprenden
principalmente compuestos fendlicos (compuestos fendlicos poliméricos y de bajo peso
molecular ligados a FD o atrapados en el nicleo de la matriz de la FD) y cantidades
minoritarias de carotenoides y otros compuestos. La mayoria de los estudios sobre
antioxidantes dietarios se refieren al grupo 1, mientras que el grupo 2 es usualmente
ignorado, probablemente porque se piensa que son minoritarios y fisiologicamente
irrelevantes. Sin embargo, recientes hallazgos han mostrado que los antioxidantes dietarios
del grupo 2 constituyen la porcion mayoritaria en los alimentos y en la dieta (Saura-Calixto,
2011).

Los compuestos fendlicos estan conformados por anillos aromaticos y grupos
hidroxilo y tienen ademas la habilidad de unirse a polisacaridos y proteinas de diferentes
sitios de la pared celular. Los compuestos fendlicos se unen por puentes de hidrogeno
(entre el grupo hidroxilo del compuesto fendlicos y el atomo de oxigeno del enlace
glucosidico del polisacarido), interacciones hidrofdbicas y enlaces covalentes como el éster
entre acidos fendlicos y polisacéridos. Las interacciones entre compuestos fenolicos y la

pared celular del alimento vegetal pueden depender de la porosidad especifica y de las
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propiedades de la superficie, lo cual pueden restringir el tamafio de la particula que penetra
la pared celular. El tamafio de poro en la pared celular va de 4 a 10 nm de diametro, esto
puede restringir la penetracién de moléculas de compuestos fendlicos con una masa mayor

a 10 KDa, equivalente a 34 unidades de catequina (Saura-Calixto, 2011).

Las cantidades apreciables de compuestos fendlicos asociados pueden proveer
capacidad antioxidante significativa a la FD y mejorar sus propiedades. La determinacion
de la capacidad antioxidante en FD puede ser util para completar la caracterizacion de la
fibra, estimar su potencial efecto a la salud y en consecuencia determinar su aplicacion
como un ingrediente funcional. La capacidad antioxidante de la FD es derivada del poder
antioxidante de los compuestos fendlicos y otros constituyentes menores (carotenoides,
compuestos de Maillard, trazas de minerales entre otros). Dicho parametro provee una
estimacioén integral que puede representar la cantidad de unidades antioxidante (Trolox

equivalents) transportadas por la FD hacia el colon humano (Saura-Calixto, 2011).

Otro tema importante es la fermentacion de compuestos fenolicos del grupo 2 en el
colon humano —principalmente taninos poliméricos e hidrolizables asociados con FD por
diferentes interacciones ya mencionadas-, dicho proceso es un evento fisioldgico
importante que puede tener efectos significativos en la salud intestinal. Como ya se indico,
los compuestos fendlicos asociados a FD no son absorbidos en el intestino delgado de los
humanos, por lo tanto alcanzan el colon donde son sustratos fermentables por la microflora
(microbiota) junto con los carbohidratos indigestibles. Se ha hipotetizado que el conjunto
compuestos fendlicos/FD es capaz de ejercer una considerable capacidad reductora en el
intestino delgado y grueso antes de la fermentacion. Este marial permanece en el tracto
gastrointestinal por largo tiempo y presenta la capacidad de atrapar radicales solubles
formados en el tracto gastrointestinal por interacciones en la superficie gastrica y proteinas
(Saura-Calixto, 2011).

Se sabe que la microbiota humana puede hidrolizar, reducir, descarboxilar,
desmetilar, deshidroxilar compuestos fendlicos produciendo varios metabolitos como
acidos dihidroxifenolicos, urolitin, equol, entre otros (Saura-Calixto, 2011). Igualmente los
acidos fenilacético, fenilpropionico y fenilbutirico, asi como las urolitinas A y B son

metabolitos absorbibles de la fermentacién colonica de compuestos fendlicos que pueden
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ejercer un efecto sistémico (Saura-Calixto, 2011). Los metabolitos no absorbibles y no
fermentables de los compuestos fendlicos permanecen en el lumen del colon, donde pueden
contribuir con un ambiente antioxidante saludable secuestrando radicales libres y
contrarrestando los efectos de pro-antioxidantes dietarios. Asimismo, los compuestos
fenolicos pueden tener un efecto modulatorio sobre la microflora. La interaccion entre la
microbita y los compuestos fendlicos modifica el nimero y los tipos de bacterias; se ha
reportado que por la accion de los compuestos fenolicos dietarios y sus metabolitos se
favorece el crecimiento de bacterias benéficas (Lactobacillus spp) y la inhibicion de
bacterias patogenas (Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans)
(Saura-Calixto, 2011).

Por otro lado, existen pocos estudios in vivo dirigidos o relacionados con las
propiedades saludables de los compuestos fenolicos asociados a FD. Las principales
propiedades derivadas de la presencia de apreciables cantidades de antioxidantes dietarios

en FD reportada en experimentos con animales son:

a) Incremento de la excrecion de lipidos, proteinas, agua y heces.

b) Efecto positivo en el metabolismo de lipidos, reduccién de la peroxidacion
lipidica, colesterol total, colesterol LDL y triacilgliceridos en ratas
hipercolesterolemicas.

c) Incremento de la actividad antioxidante en el intestino grueso y ciego.

d) Inhibicion de la proliferacion celular en el epitelio colonico y reduccion del

namero total de criptas en ratas.

Tales hechos sugieren un efecto positivo sobre la prevencién de enfermedades
cardiovasculares, igualmente en salud intestinal, incluyendo la prevencion de céancer de
colon. Al respecto, los compuestos fendlicos del grupo 2 (principalmente proantocianidinas
o0 taninos condensados) pueden producir un efecto quimiopreventivo contra cancer de colon
a través de diferentes mecanismos: generacion de un ambiente antioxidante en el colon,
inhibicion del dafio oxidativo al ADN e inflamacion, induccidn de apoptosis y prevencion

de la formacién de pélipos (Saura-Calixto, 2011).
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Bajo este contexto, algunos autores como Ferguson et al (2001) han sefialado que la
sobreproduccidn de radicales libres y por lo tanto del estrés oxidativo esté ligado al cancer.
La literatura sobre proteccion contra el cancer sugiere que la pared celular de los alimentos
vegetales contiene cantidades significantes de compuestos fendlicos que pueden ser los

mayormente responsables en la proteccion contra el cancer (Saura-Calixto, 2011).

2.5 Fraccion indigerible (FI)

Entre los diversos métodos para determinar la FD en los alimentos, el mas
ampliamente usado es el método oficial de la AOAC (Association of Official Analytical
Chemist, por sus siglas en idioma inglés) propuesto por Prosky et al. (1988). Las
principales etapas de este protocolo experimental son el tratamiento enzimatico para
remover proteina y almidon (Saura-Calixto, 2000). No obstante, existe evidencia de que
una parte del contenido de almiddn en el alimento, llamado almiddn resistente (AR), escapa
a la absorcion y digestion del intestino delgado de humanos, junto con otras sustancias
dietarias no incluidas en la definicién de FD, como son, proteinas, ciertos compuestos

polifendlicos y compuestos de Maillard (Saura-Calixto, 2000).

En general, la tendencia de los nutricionistas ha sido ampliar el concepto de FD para
incluir a la mayoria de los constituyentes alimenticios que alcanzan el colon y sean
substratos para la microflora. Para esto, fue propuesto un método simple y reproducible
para determinar la fraccion indigestible de los alimentos, los cuales comprenden la mayoria
de los componentes de alimentos de origen vegetal, que escapa a la digestion y absorcion
en el intestino delgado, alcanzando el colon donde sus componentes son susceptibles a la
fermentacion bacteriana. Las condiciones analiticas para la determinacién de la fraccién
indigestible son cercanas a las condiciones fisioldgicas (pH, temperatura y tiempo de
incubacion). La fraccién indigestible estd compuesta a su vez por dos fracciones: la
fraccion soluble (sobrenadante de la digestion enzimética) y una fraccion insoluble

(residuos de la digestion enzimatica) (Saura-Calixto et al., 2000).

Este método se caracteriza por su versatilidad y simplicidad, ya que puede ser de

aplicacion en el etiquetado y control de calidad de los alimentos. No obstante, pequefias
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variaciones en la etapa final del proceso pueden ampliar su uso. En ambas fracciones
(soluble e insoluble) pueden realizarse diferentes andlisis quimicos, como cuantificar
polisacéridos no amilaceos como azlcares neutros mas 4cido urénico; también se pueden
analizar otros componentes como son AR, proteina resistente (por el método de Kjeldahl),
taninos condensados, ligninas o minerales (después de su calcinacion), todo esto puede
determinarse en la fraccion insoluble. Por otro lado, los oligosacéridos no digestibles
pueden cuantificarse en la fraccion indigestible soluble previo al proceso de dialisis (Saura-
Calixto et al., 2000).

2.6 Beneficios a la salud por el consumo de carbohidratos indigestibles y el papel que

desempefian en la prevencién del cdncer de colon

Los carbohidratos constituyen una de las base de cualquier dieta y tienen un papel
relevante en la formulacion de guias alimenticias. Desde un punto de vista nutricional, la
cantidad total de carbohidratos en el alimento no proporciona informacién suficiente, ya
que no permite identificar la gran variedad de carbohidratos que se encuentran en los
alimentos y, principalmente, las propiedades fisiologicas potenciales de los mismos (Gofii y
Lépez-Oliva, 2006).

La actividad fisiologica de los carbohidratos en el tracto gastrointestinal esta
determinada por sus propiedades fisicas y quimicas, y del alcance y localizacién de su
digestion dentro del tracto gastrointestinal. En los alimentos que se consumen en la dieta
existen carbohidratos que son digeridos por enzimas propias de los mamiferos (a-amilasa y
disacaridasas), tales como, almidén, sacarosa, fructosa, lactosa y maltosa. A dichos
carbohidratos, se les conoce como carbohidratos digestibles, y se les considera como fuente
de energia (Schneeman, 2007). Los carbohidratos digestibles son biodisponibles en el
intestino delgado e inducen una respuesta glucémica dependiente tanto del individuo como

de la composicion del alimento y de la racion dietética (Gofii y Lopez-Oliva, 2006).

Los carbohidratos resistentes a la digestion en el intestino delgado (no digeridos o
digeridos pero no absorbidos) (Goiii y Lopez-Oliva, 2006) pueden ser hidrolizados por

enzimas microbianas e incluyen a los polisacaridos no amilaceos asociados a la fibra
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dietética (celulosa, hemicelulosa, pectinas y gomas, entre otros) y oligosacaridos como: la
inulina, rafinosa, estaquiosa, verbascosa, etc. Por lo tanto, estos compuestos son degradados
en el intestino grueso, y sus propiedades fisicas y quimicas tienen efectos fisioldgicos

importantes en el tracto gastrointestinal (Schneeman, 2007).

Las propiedades asociadas a los polisacaridos no amilaceos y oligosacaridos
incluyen: su capacidad de absorcion de agua, viscosidad, efecto ligador de &cidos biliares e
incremento de la materia fecal. Ademas, algunos de estos compuestos son sustratos
primarios para el crecimiento de la microbiota en el intestino grueso (Schneeman, 2007).

Mucho compuestos de la fraccion de polisacaridos no amilaceos son parte integral
de la pared celular de las plantas y un componente significativo de la estructura de algunos
alimentos. Es por esto que el Instituto de Medicina de los Estados Unidos (IOM, por sus
siglas en idioma inglés), en un reporte sobre fibra dietética indico que ademas de los efectos
benéficos de los componentes individuales de la fraccién de carbohidratos no amilaceos, la
estructura que proporcionan a los alimentos es fisiologicamente importante (IOM, 2001).
En consecuencia, no se puede ignorar el aspecto estructural de un alimento cuando se

consideran los efectos fisioldgicos de los carbohidratos (Schneeman, 2007).

Después de la absorcion y digestion en el intestino delgado de nutrientes y
carbohidratos glucémicos, la materia residual de la dieta pasa al intestino grueso. El
intestino grueso contiene una microflora compleja que utiliza como fuente de sustrato la
materia residual, los principales compuestos que son usados son, polisacaridos no
amilaceos, almiddn resistente, y secreciones digestivas (Schneeman, 2007). El proceso
denominado fermentacién col6nica y los principales productos que se generan son: AGCC
(acético, propidnico y butirico), gases (hidrégeno, metano y didxido de carbono), ATP e

incremento de la microflora (Gofii y Martin-Carrén, 2001).

Cummings et al. (1992) estimaron que aproximadamente 15 a 60 g de
carbohidratos pueden ser fermentados diariamente en el intestino grueso. Ademas,
Cummings y MacFarlane (1991) estimaron el Optimo crecimiento de la microbiota
intestinal humana y que la microbiota necesita un aporte diario de 60 g de carbohidratos.
Debido al proceso de fermentacion se producen aproximadamente de 200 a 700 mmol de de
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AGCC. Los AGCC son rapidamente absorbidos y metabolizados por el organismo y se
relacionan con una gran parte de los efectos beneficiosos para el huésped (Gofii y Martin-
Carrén, 2001).

El &cido butirico es utilizado como fuente de energia por los colonocitos; el acido
propidnico es absorbido y, a través de la vena porta, llega al higado donde es metabolizado;
el acético puede ser utilizado por células musculares y tejidos periféricos (Schneeman,
2007). No obstante, algunos investigadores como Delzenne (2003) y Onning (2007)
mencionan que el &cido acético y propiénico pueden modular el metabolismo de lipidos en
el cuerpo. En el higado, el acido acético puede tener funcion lipogénica y colesterogénica,

mientras que el propidnico puede inhibir la sintesis de triacilgliceridos.

Ademas, por la produccion de los AGCC y del incremento de la actividad
microbiana en el intestino grueso, también hay una disminucion en el pH, lo que modifica
la poblacion y la actividad enzimética microbiana, y como ya se hizo mencion, un

incremento en la microbiota (Bergman, 1990).

Algunos carbohidratos indigestibles estan involucrados en procesos de laxacion y
eliminaciéon de materia fecal. Los principales componentes de la materia fecal son agua,
residuos de carbohidratos indigestibles provenientes de la dieta y masa microbiana
(Cummings, 1993; Schneeman, 2007). Los polisacaridos no amilaceos son los Unicos
componentes de la dieta capaces de incrementar el peso de las heces (Cummings et al.,
1992; Schneeman, 2007). En estudios efectuados con humanos y animales, el peso de las
heces ha sido significativamente correlacionado con el consumo de polisacaridos no

amilaceos (Nyman, 1986; Schneeman, 2007).

Existe una fuerte relacion entre el peso de las heces y la proteccion contra el
cancer de colon (Slavin, 2007). Los polisacaridos no amilaceos que estan involucrados en
este fenomeno, la mayoria forma parte de la fraccion insoluble de la fibra dietética. Por
ejemplo, se sabe que la fibra de salvado de trigo (mayormente insoluble) incrementa el peso
de las heces hasta 5.4 g/g de fibra ingerida, las frutas y vegetales (soluble e insoluble) 4.9
0/g de fruta y verdura consumida, celulosa aislada (insoluble) 3 g/g de celulosa consumida,
y pectina aislada (soluble) 1.3 g/g de pectina consumida (Cummings, 1993). Sin embargo,
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algunas fuentes de fibra son principalmente solubles pero que incrementan
significativamente el peso de las heces, tal es el caso de la avena y psyllium. El psyllium
aumenta el peso de las heces hasta 4.0 g/g de fibra de psyllium consumido. Por el contrario,
no todas las fibras insolubles son particularmente buenas en aumentar el peso de las heces,

tal es el caso de la celulosa aislada (Slavin, 2007).

En el caso particular de la linaza, es una buena fuente de fibra dietética (60%
insoluble y 40% soluble), no obstante hay poca informacién cientifica en relacién al
aumento del peso de las heces. Sin embargo, Ratnayake et al. (1992) en un estudio con
ratas a las cuales les administraron una dieta de 0, 10, 20 y 40% de harina de linaza,
observaron que la fibra de linaza tubo buen efecto en aumentar el peso hiumedo de las heces

(39 a 58%), incluso mejor que la fibra dietética de salvado (50% aproximadamente).

Por otra parte, el Instituto Americano para la Investigacion del Cancer y el Fondo
Mundial para la Investigacion del Cancer han estimado que del 30 al 40 % de los distintos
tipos de céncer pueden ser prevenidos por una dieta adecuada, actividad fisica y
mantenimiento del peso corporal adecuado (WCRF/AICR, 1997; Donalson, 2004). Con
respecto a la dieta, se ha recomendado la ingesta de una proporcién abundante de frutas y
verduras, es decir de 4 0 mas porciones de fruta y de 10 o0 més porciones de vegetales al dia
(entiéndase por porcion una manzana, media taza de brocoli o leguminosas), con la

finalidad de disminuir el riesgo de cancer (Donalson, 2004).

Existen diversos componentes de los alimentos vegetales que estan vinculados con
la prevencion de algunos tipos de cancer, por ejemplo, se sabe que los carbohidratos pueden
prevenir el desarrollo de cancer, asi lo demuestran diversos estudios efectuados con fibra
dietética (Slavin, 2007). Los carbohidratos indigestibles de la dieta pueden modificar la
composicion de la microbiota, la actividad enzimética en el tracto digestivo y favorecer el
desarrollo de especies de microorganismos benéficos como las bifidobacterias en
detrimento de las bacterias perjudiciales. La modificacion de la actividad enzimaética,
producida a su vez por la modificacion en la microbiota, puede afectar la formacion de
carcindgenos y la concentracion de sustancias promotoras de tumores, con repercusiones
positivas y/o negativas para el individuo. Por ejemplo, dietas ricas en grasa incrementan la

actividad de enzimas B-glucoranidasas, nitroreductasas y azorreductasas, implicadas en la
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formacion o reactivacion de compuestos carcindgenos. En cambio, dietas ricas en
polisacéridos no amilaceos se asocian con una menor incidencia de cancer de colon, ya que

disminuye la actividad de las citadas enzimas (Gofii y Martin-Carrén, 2001).

El mecanismo potencial y natural por el cual la fibra dietética protege contra el

cancer de col on se enlista en el Cuadro 2.1.

Cuadro 2.1 Lista de mecanismos por el cual la fibra dietética puede proteger
contra el desarrollo de cancer de colon.

e Incremento del volumen de las heces
Disminucion del tiempo de transito de las heces
Disolucién de carcindgenos

e Ligamiento de &cidos biliares y otros carcindgenos potenciales

e Disminucion del pH en las heces
Inhibicion de bacterias formadoras de carcin6genos

e Cambios en la microbiota

e Fermentacion coldnica
Disminucion del pH colonico
Inhibicion de carcin6genos
e Incremento de antioxidantes en el lumen intestinal

e Factores de crecimiento peptidicos

e Alteracion del estatus hormonal sexual

e Cambios en la saciedad

e Alteraciones en la respuesta insulinica y en el metabolismo de la

glucosa

(Slavin, 2007)

No obstante, y como ya se ha mencionado, el efecto fisiologico mas importante de
la fibra dietética es su fermentacion en el intestino grueso. Méas del 75% de la fibra dietética
proveniente de la dieta es desdoblada en el intestino grueso, produciendo dioxido de
carbono, hidrégeno, metano y AGCC. De acuerdo a los célculos realizados por Cummings

y MacFarlane (1997), aproximadamente 20 g de fibra dietética producen 200 mM de
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AGCC, de los cuales el 62, 25 y 16% corresponden a &cido acetico, propionico y butirico,

respectivamente (Slavin, 2007).

La absorcion de los AGCC es dependiente de la concentracion y no existe
evidencia alguna de un proceso saturable. EI mecanismo por el cual los AGCC cruzan la
mucosa colonica es por difusién pasiva del &acido no ionizado. Los AGCC son
completamente metabolizados por la mucosa coldnica. En colonocitos humanos se ha
observado que el &cido butirico es metabolizado a CO; y cuerpos cetonico, y representa
cerca del 80% del oxigeno consumido por los colonocitos (Slavin, 2007).

El &cido butirico puede ser considerado como un agente protector contra la
carcinogénesis colonica (Velazquez et al., 1997). En diversos estudios in vivo e in vitro se
ha observado un efecto trofico por parte del acido butirico. A partir de estudios in vitro, se
sabe que el acido butirico detiene el crecimiento de colonocitos neoplasicos e inhibe la
hiperproliferacion preneoplasica inducida por algunos promotores tumorales. De igual
forma, el &cido butirico puede inducir diferenciacion en lineas celulares de cancer de colon,
y por otro lado, regular la expresién de moléculas involucradas en la adhesiéon y

crecimiento de los colonocitos (Slavin, 2007).

2.7 Cancer

Al cancer se le puede definir como el trastorno de los mecanismos que controlan la
proliferacion y la diferenciacion de las células en los organismos pluricelulares (Clayson,
2000; Feregrino-Pérez, 2008).

El término cancer ampara mas de 100 formas de la enfermedad de acuerdo al
tejido afectado; incluso dentro de un mismo tejido podemos encontrar diversas variedades
de cancer con distinta morfologia y grado de malignidad (Gariglio y Orozco, 2000;

Feregrino-Pérez, 2008).

Las células cancerigenas estan definidas por dos propiedades hereditarias: 1) se
reproducen a pesar de las restricciones normales, y 2) invaden y colonizan territorios

normalmente reservados para otras celulas. Una célula anormal aislada que no prolifere
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mas que sus vecinas normales, no produce dafio significativo, pero si su proliferacion esta
fuera de control producird un tumor o neoplasma. Si las células neoplasicas permanecen
agrupadas se dice que el tumor es benigno, si las células neoplasicas invaden el tejido
circundante se considera maligno. La capacidad de invadir implica la habilidad de liberarse,
entrar en el torrente sanguineo, o en los vasos linfaticos, y formar tumores secundarios o

generar metastasis en otros lugares (Folkman, 2002; Feregrino-Pérez, 2008).

2.7.1 Clasificacion del cancer

El cancer se clasifica de acuerdo con el tejido y el tipo de células de donde se
origina: carcinomas de las células epiteliales, sarcomas de las células musculares,
leucemias de las células hematopoyéticas, linfomas de las células del sistema inmunitario y
gliomas de las células del sistema nervioso central (Albert et al., 2000; Feregrino-Pérez,
2008).

Las mutaciones que afectan la expresion genética se consideran como un rasgo
comun de todos los canceres, dando lugar a la existencia de dos tipos de casos: a) los
hereditarios si la mutacion incide en la linea germinal y se hereda, b) los esporadicos si la

mutacion aparece en las células somaticas (Feregrino-Pérez, 2008).

Una Unica mutacion no es suficiente para convertir una célula sana tipica en una
célula cancerosa que prolifere sin restricciones, porque en realidad la génesis del cancer
requiere que se produzcan en la misma célula varios accidentes independientes. El la
mayoria de los tipos de cancer la incidencia se incrementa abruptamente con la edad, de
modo que conforme el promedio de vida de las personas incrementa un mayor nimero de

cancer se desarrolla (Chau y Wang, 2003; Feregrino-Pérez, 2008).

El cancer por consiguiente es un proceso multifase que requiere de varios eventos
mutacionales independientes para que suceda una transformacion neoplésica (Diaz et al.,
1998; Feregrino-Pérez, 2008). Hanahan y Weinberg (2000) consideran que las células
cancerosas tienen seis caracteristicas: ignoran las sefiales que controlan la proliferacion

celular (como las que promueven la diferenciacion), adquieren capacidad para sostener la
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proliferacion celular, evaden la apoptosis, poseen capacidad invasiva y angiogenica. Estas
caracteristicas dan como resultado los siguientes eventos: a) iniciacion, b) promocion, c)
progresion, e d) invasion y metastasis, que son los pasos del proceso de carcinogénesis
(Barrera et al., 2003; Feregrino-Pérez, 2008).

2.7.2 Proceso de carcinogénesis

La carcinogénesis es un proceso complejo de varios pasos, involucrando una gran
cantidad de eventos que ocurren a nivel celular, molecular y morfoldgico. El proceso entero
puede ser divido en varias etapas principales iniciacion, promocion, progresion, invasion y
metastasis. La definicion exacta de cada etapa podra ser posible s6lo cuando se conozca
precisamente los puntos clave que abarca cada etapa. La velocidad con que el proceso de
carcinogenesis se desarrolla estd dada por los agentes mutagénicos (iniciadores tumorales),
asi como por ciertos agentes no mutagénicos (promotores tumorales), los cuales afectan a la
expresion genética, estimulan la proliferacion celular y alteran el equilibrio homeostatico de

las células mutadas y no mutadas (Mathers, 2002; Feregrino-Pérez, 2008).

Los promotores tumorales pueden ocasionar cancer con una frecuencia alta sélo si
se aplican después de un tratamiento con un indicador mutagénico. Los cambios producidos
por un iniciador tumoral son irreversibles en la mayoria de los casos y se pueden poner de
manifiesto mediante tratamiento con un promotor tumoral, incluso después de un largo
intervalo de tiempo. Por otra parte, el efecto inmediato del promotor es: a) estimular la
division celular, b) la exposicion previa al iniciador provoca el crecimiento a partir de una
célula mutada, los promotores pueden ser exdgenos como el humo del cigarro o enddgenos
como ciertas hormonas; la progresion abarca varias etapas en el proceso de carcinogénesis:
conversion, invasion y metastasis; c) conversion celular, convierte las células hasta
entonces premalignas en malignas a través de un proceso multifocal donde unas se
transforman mas rapido que otras; d) estimulacién de la angiogénesis, a través de la
induccion de la formacion de nuevos vasos sanguineos, para la obtencion de los nutrientes

y el oxigeno necesario; e) invasion y metéstasis, la célula de un tumor es capaz de debilitar
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la adhesidn a sus vecinas originarias, escapar del tejido de origen y refugiarse en otros
tejidos (Mathers, 2002; Feregrino-Pérez, 2008).

2.8 Cancer de colon

El cancer de colon es una enfermedad maligna que en paises desarrollados tiene
mayor incidencia debido al tipo de dieta que ingieren (pobre en fibra dietética y rica en
grasa) (Casimiro, 2002; Feregrino-Pérez, 2008). En los Estados Unidos de Amérca se
diagnostican aproximadamente 142 000 nuevos pacientes de cancer de colon cada afio y
genera 57 000 muertes anuales, lo que representa la tercera causa mas comun de cancer y
ocupa la segunda causa de muerte en el norte de América (Michels, 2005; Feregrino-Pérez,
2008). En México, existe un claro ascenso con marcada diferencia entre los estados del
norte de la Republica, donde la tasa de mortalidad estandarizada oscila entre 1.11 y 1.7 por
cada 1 000 000 de habitantes. En el afio 2012 el INEGI report6 que el cancer de colon
representa el 5.3 y el 4.3% de muertes por los diferentes tipos de cancer, para hombres y
mujeres, respectivamente (Feregrino-Pérez, 2008; INEGI, 2012).

El carcer de colon es un proceso multifactorial influenciado por factores
ambientales, genéticos y epigenéticos (Won et al., 2004; Feregrino-Pérez, 2008). Se conoce
poco sobre el mecanismo de control de la diferenciacion celular y la homeostasis a lo largo
de las criptas coldnicas, no obstante, se cree que las alteraciones que tienen lugar durante la
transformacion neoplasica ocurren en estadios del proceso de diferenciacion, donde las
celulas deben decidir su destino en el tejido: continuar con el compartimiento proliferativo

versus transitar hacia el comportamiento terminal diferenciado (Feregrino-Pérez, 2008).

Se conocen dos formas fundamentales de cancer de colon: esporadico y
hereditario. La mayoria de tumores colorrectales son considerados como tumores
esporadicos, lo cual demuestra que existe un riesgo ambiental muy elevado que incide
directamente sobre el desarrollo de este tipo de cancer (Potter, 1999; Feregrino-Pérez,
2008). Las formas hereditarias de cancer de colon mas conocidas son la Poliposis
Adenomatosa Familiar (FAP) y el cancer de colon hereditario no polipoideo (HNPCC),

debida a alteraciones genéticas transmitidas por linea germinal (Feregrino-Pérez, 2008).
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La transformacion tumoral se inicia en la mucosa colonica a nivel de las criptas.
Durante la progresion tumoral, las células neoplésicas atraviesan la membrana basal e
infiltran la capa muscular propia y la serosa. El cancer de colon tiene escasa tendencia al
crecimiento longitudinal, excepto si existe infiltracion perineural que permite la
diseminacion a través de la pared intestinal, en algunas ocasiones mas alla de 10 cm del
tumor primario. En el colon, el crecimiento se produce hacia el mesocolon y la capa serosa
peritoneal, pudiendo invadir drganos y tejidos adyacentes al espacio retroperitoneal
(Feregrino-Pérez, 2008).

El cancer de colon se desarrolla a traves de etapas bien definidas a nivel
histologico, que van desde lesiones en la cripta del colon a la formacion de pdlipos o

adenomas hasta la manifestacion del cancer (Feregrino-Pérez, 2008).

El adenoma, es una neoplasia benigna que tiene lugar en las criptas colonicas,
caracterizada por una actividad mito6tica continua, donde las células no se diferencian, de
manera que el compartimiento proliferativo puede llegar a ocupar la cripta completa.
Dentro de los tipos histologicos de cancer de colon, los adenocarcinomas son los mas
frecuentes, y se pueden clasificar en tres grados: bien diferenciados, moderadamente
diferenciados y pobremente diferenciados. Los tumores diferenciados mantienen la
estructura glandular con la polaridad del ndcleo conservada, semejando el epitelio
adenomatoso displasico. Los pobremente diferenciados, por el contrario, son estructuras
solidas con pérdida de la polaridad y gran pleomorfismo del nucleo. Sin embargo, la
division en grados histolégicos tiene como principal limitacion la subjetividad, ya que
dicha clasificacion depende, en gran medida, del criterio especifico del patélogo. Los
adenocarcinomas mucinosos representan el 17% de los tipos de cancer de colon y estan
caracterizados por la acumulacién de mucinas en el espacio extracelular. Normalmente,
este tipo de tumores tiene un peor prondstico que los no mucinosos. Un subtipo
especialmente agresivo, aunque poco frecuente, es el adenocarcinoma de células en “anillo
de sello”, caracterizado por la tipica acumulacion de mucinas intracitoplasméticas que
desplazan el ndcleo a un extremo de la célula. Otros tipos de cancer de colon muy

frecuentes son: el carcinoma de células pequefias (mucho mas agresivo que el
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adenocarcinoma y con tendencia a generar metastasis linfatica y hepaticas) y el carcinoma

adenoescamoso (Duval y Hamelin, 2002; Feregrino-Pérez, 2008).

La secuencia adenoma-carcinoma se caracteriza por la acumulacion de multiples
mutaciones que afectan a tres tipos diferentes de genes: a) los protooncogenes, cuya
funcién es regular positivamente la proliferacion celular y cuya activacion constitutiva
promueve la transformacion tumoral; b) los genes supresores tumorales, que regulan
negativamente la proliferacion celular y cuya pérdida de funcion también promueve la
carcinogénesis; y finalmente c) los genes reparadores del ADN, responsables de corregir
los errores producidos durante la replicacion del ADN vy reparar las alteraciones inducidas
en esta molécula por agentes mutagenicos externos (radiaciones UV, agentes quimicos,
entre otros). Las alteraciones en este tipo de genes conducen a la aparicién de mutaciones
multiples en el genoma (lo que se conoce como fenotipo mutador) (Duval y Hamelin, 2002;
Feregrino-Pérez, 2008) y termina afectando a los oncogenes y genes supresores tumorales,
contribuyendo a la carcinogénesis. A esta Ultima categoria de genes, podria afiadirse los
genes implicados en puntos de control del ciclo celular, cuyo estudio ha revelado que
desempefian un papel fundamental en el mantenimiento de la estabilidad genémica (Nigg,
2001; Feregrino-Pérez, 2008). Cada uno de estos eventos mutacionales confiere a las
células del tumor una ventaja de crecimiento de forma consecutiva, que trae como resultado
la expansidn clonal en etapas maltiples y al final la progresion del tumor (Feregrino-Pérez,
2008).

Los avances en la biologia molecular y en concreto el estudio del las neoplasias,
ha permitido establecer posibles vias moleculares por las que se produce la oncogénesis

colorrectal (Grife et al., 1998; Feregrino-Pérez, 2008).

Una de estas vias se ha desarrollado a partir de estudios realizados en los tumores
benignos llamados polipos, que se consideran precursores del cancer de colon. Estos
polipos forman una masa protuberante que emerge hacia la luz intestinal. Su progresion
resulta un proceso en etapas con alteraciones en genes supresores y oncogenes, desarrollado

lentamente durante varios afios (Sasaki et al., 2000; Feregrino-Pérez, 2008).
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2.9 Modelos de estudio in vivo

Los modelos de estudio in vivo proporcionan una herramienta Unica para estudiar la
biologia del proceso de la enfermedad (Bird y Good, 2000). La rata es el animal que se ha
usado comunmente como un modelo experimental para estudiar la etiologia del cancer de
colon, debido a que el desarrollo de este tipo de cancer muestra semejanza con los seres

humanos en la historia natural de la enfermedad (Alabaster et al., 1996).

Existe una gran variedad de modelos animal, en donde son empleados distintos
carcindgenos, la mayoria utiliza azoximetano (AOM), un potente carcindgeno el cual
induce cancer de colon con una alta incidencia en ratas y ratones (Takahashi y
Wakabayashi, 2004).

En el pasado, la valoracion de sustancias carcindgenas fue en base a la incidencia de
tumores. Sin embargo, el desarrollo de tumores es un proceso relativamente lento ya que se
necesitan de 6 a 8 meses para generarlos en modelos de ratas utilizando DMH (1,2
dimetilhidracina) o AOM; por lo cual, las lesiones preneoplasicas pueden ser un
biomarcador Util para valorar el riesgo de desarrollar cancer de colon o para identificar
moduladores carcinogénicos colonicos en estudios a corto plazo. ElI uso de lesiones
preneoplasicas como biomarcador no fue posible hasta 1987 cuando Bird (1987) desarrolld
un método simple, rapido y barato para identificar las fosas cripticas aberrantes (FCA)
(Perse y Cerar, 2011).

La eleccion méas popular en los modelo in vivo son ratas macho de distintas cepas:
F344, Sprague-Dawley o Wistar, de aproximadante 5-6 semanas de edad, y de al menos
180 a 200 g de peso, dichos animales son inyectados subcutadneamente con dos dosis
semanales de AOM de 15 mg/Kg de peso (Raju, 2008). Una vez que el AOM es inyectado
viaja via vena porta al higado, en donde por medio de las enzimas citocromo P-450 es
convertido a metilazoximetanol (MAM); el MAM es conjugado con acido glucorénico,
mediante la enzima UPD-glucuroniltransferasa, pasando al tracto digestivo para eliminarse
por heces; en el colon puede ser desconjugado por la accién de la enzima de origen
microbiano B-glucoronidasa, liberando formalina y el ion metildiazonio. El ion

metildiazonio parece ser el compuesto carcindgeno final responsable de la metilacion de
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ADN (principalmente las bases guanina y timina), promoviendo el desarrollo del cancer de
colon, primeramente generando las lesiones denominadas FCA, seguido de la formacion de
adenomas (Montenegro et al., 2003).

Las FCA son las primeras lesiones en el desarrollo del cancer de colon que pueden
ser identificadas microscopicamente sobre la superficie de la mucosa coldnica después de
tefiir el tejido con azul de metileno. Dichas lesiones han sido identificadas en roedores
tratados con carcindgenos conocidos y en humanos con alto riesgo de desarrollar cancer de
colon (que presentan historial clinico). Vale la pena sefialar que numerosos estudios en
roedores y humanos, incluyendo andlisis molecular, han demostrado que las FCA son un
biomarcador valioso e intermediario en el desarrollo del cance de colon. Hasta la fecha las
FCA han sido utilizadas como un endpoint en la identificacion de compuestos
farmacoldgicos o naturales que puedan funcionar como agentes promotores o preventivos;
asimismo, son utilies en el analisis de factores ambientales y dietéticos que puedan estar

involucrados en el proceso del cancer de colon (Perse y Cerar, 2011).

Un gran namero de estudios ha demostrado que las FCA en animales y humanos
son un grupo heterogéneo de lesiones que contienen alteraciones genéticas, epigenéticas y
fenotipicas (Perse y Cerar, 2011). Histologicamente, las FCA exhiben diversas
caracteristicas que van de displasia atipia, media a severa. La mayoria de las FCA presentan
caracteristicas hiperplasicas mientras que un pequefio subgrupo contiene neoplasia
intraepitelial (Perse y Cerar, 2011). Se ha demostrado que las FCA gue poseen hiperplasia
presentan diferentes alteraciones genéticas y epigenéticas que las FCA con displasia, y
algunos estudios sugieren que las FCA que poseen hiperplasia no pueden ser directamente
relacionadas con tumorigénesis (Perse y Cerar, 2011). Sin embargo, existen algunos
reportes que sugieren que algunas FCA con caracteristicas hiperplasicas pueden progresar a
FCA con displasia (Perse y Cerar, 2011).

El modelo de cancer de colon inducido por AOM presenta frecuentes alteraciones
geneéticas, tal es el caso de los genes K-ras y p-catenina que presentan mutaciones
puntuales en FCA con hiperplasia y displasia, respectivamente. Con respecto al gen K-ras,
AOM induce una transicion de G—A en el codon 12 y puede contribuir a la induccion de

cambios hiperplésicos; mientras que S-catenina sufre una misma transicion G—A en los
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codones 32, 33, 34 y 41, y parece que estd involucrada en la generacion de FCA con
displasia. La mutacion de K-ras activa las rutas metabolicas MAPK y PI3K, la sobre
expresion de ciclina D1y COX-2 (ciclooxigensa 2), y también incrementa la expresion de
INOS (oxido nitrico sintetiza inducible) con la presencia de estimulacion inflamatoria. Por
su parte, las mutaciones de f-catenina estabilizan la proteina en el citoplasma y activan la
transcripcion de los blancos de la senalizacion de p-catenina/Tcf, como ciclina D1 y c-myc.
La alteracion S-catenina también puede estar involucrada en el incremento de la expresion
INOS. El oxido nitrico (NO) producido por iINOS causa dafio en el ADN vy
neovascularizacion, asimismo puede influir en la sobre expresion de COX-2. La sobre
expresion de COX-2 produce un exceso de prostaglandinas, causando un incremento en la
proliferacion celular y disminucién de la apoptosis, en cierta medida modulada por EP1.4,
subtipos de los receptores de la prostaglandina E2 (PGE.) (Takahashi y Wakabayashi,
2004).
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I11. JUSTIFICACION

Hoy en dia no existe un tratamiento eficiente que permita controlar o eliminar el
desarrollo de cancer de colon; no obstante, el consumo de alimentos ricos en carbohidratos
indigestibles (componente mayoritario de la fraccion FD) ha sido recomendado para
prevenir su desarrollo, sobre todo aquellos alimentos ricos en FD soluble, ya que se ha
observado que existe una relacion positiva entre la presencia de estos constituyentes y la
proliferacion celular de la mucosa coldnica, debido a que representan un sustrato potencial
de fermentacion por la microbiota intestinal, produciendo AGCC (acético, propidnico y
butirico), de los cuales, el acido propionico y butirico, han sido relacionados con la

proteccidn de esta enfermedad.

La linaza es un alimento rico en FD soluble que ha cobrado mucha popularidad en
estos ultimos afos debido a su caracter nutracéutico. En México, la linaza es consumida
como parte de la formulacién de algunos productos de panificacion y de cereales para
desayuno. EI consumo de linaza ha sido recomendado para prevenir el desarrollo de cancer
colon por su fraccion de lignanos y no por su contenido de FD. Sin embargo, la linaza
como alimento que posee una cantidad significativa de FD soluble, constituyente
nutracéutico el cual no se ha evaluado si puede ejercer un efecto quimioprotectivo contra
neoplasias colonicas a la dosis de consumo recomendado (dos cucharadas de linaza por dia,

tomando en cuenta que cada cuchara aporta aproximadamente 8 g de linaza).

En base a esto, es importante evaluar el efecto quimioprotector de la fibra dietética
de la linaza en estadios tempranos de cancer coldnico inducido quimicamente con
azoximetano por medio de un modelo animal. Asimismo, analizar dicho efecto
quimiopreventivo a nivel transcriptomico con la finalidad de observar que genes fueron los
que se reprimieron o sobre expresaron con la administracién de linaza a la dosis de 16
0/Kg.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto quimioprotector de la linaza sobre estadios tempranos de cancer

de colon en un modelo animal.

4.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar las muestras de linaza: analisis quimico proximal y evaluacién de compues

fenolicos, asi como de su capacidad antioxidante.

2. Extraer y caracterizar parcialmente la fraccion no digerible total (FNDT) de linaza y
determinar el indice de bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos de las muestras en
estudio (linazay su FNDT).

3. Evaluar el efecto quimioprotector de la semilla de linaza y de su FNDT sobre estadios

tempranos de cancer de colon en ratas inducidas quimicamente con azoximetano.

4. Analizar si los tratamientos (linaza y su FNDT) pueden afectar la expresion de algunos

genes asociados al desarrollo de cancer de colon, como p53, p21, rb, bax y caspasa-3.
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V. HIPOTESIS

La dosis de dos cucharadas (16 g) de linaza (Linum usitatissimum L.) disminuye
significativamente el nimero total y multiplicidad de fosas cripticas aberrantes (FCA) en

ratas inducidas quimicamente con azoximetano.

La disminucién del nimero de FCA, y/o multiplicidad, se debe a la fermentacion de la fibra
dietética soluble, ya que este proceso fisioldgico esta relacionado con la produccién de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), disminucion del pH, decremento de la actividad de
B-glucoronidasa, lo cual influye sobre la expresion de genes asociados al desarrollo de

cancer de colon.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biologico y preparacion de muestras

Para el modelo animal se emplearon 80 ratas macho Sprague Dawley recién
destetadas de 4 semanas de edad que fueron adquiridas por Harlan Sprague Dawley, Inc.
Las condiciones en las cuales se mantuvieron los animales fueron las siguientes: en jaulas

metélicas, ciclos de luz-oscuridad 12/12 y con agua y alimento ad libitum.

Cinco diferentes lotes de linaza comercial fueron analizados: lote L3569= LN1,
lote L107= LNZ2, lote L3163= LN3, lote L0O3= LN4, lote L02= LN5. Las muestras de linaza
fueron adquiridas en Nutrisa, SA de CV (México, Distrito Federal) y almacenadas a 4 °C

hasta su procesamiento.

Una vez adquiridas las muestras, éstas fueron molidas con un molino para café
(modelo GX410011, KRUPS, México) y en seguida se pasaron por una malla para
conseguir un tamafio de particula igual o menor 0.42 mm, posteriormente las muestras
fueron sometida un proceso de secado a 50 °C toda la noche en un horno con flujo de aire
(modelo 1675, SHEL LAB, USA) (Martinez-Flores et al., 2006). Todo lo anterior se
realizd para obtener harinas de linaza, las cuales fueron almacenadas a 4 °C en frascos

ambar para protegerlas de la luz.

6.1 Compuestos quimicos

La a-amilasa porcina, pepsina, lipasa porcina, extracto de bilis porcino, acido téanico, el
reactivo Folin-Ciocalteu, el carcindgeno azoximetano (AOM) y el acido butirico fueron
adquiridos de Sigma Chemical Co., (USA).

El persulfato de amonio y azul de metileno se adquirieron de Bio Rad. EI KCI, acetona,
acido clorhidrico, metanol, acido acético, propionico y formico, entre otras sustancias

quimicas fueron de la marca J.T. Baker (México City, México). Los oligonucleotidos para
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amplificar los genes p2l1, p53, bax, bcl-2, rb, caspasa 3 y gliceraldehido fosfato

deshidrogenasa fueron adquiridos de la marca Accesolab.

6.3 Caracterizacion de las muestras en estudio

6.3.1 Analisis quimico proximal

El contenido de cenizas, humedad, proteina y lipidos fue determinado utilizando
las metodologias descritas por la Asociacion Americana de Quimicos Analistas (AOAC,
2002).

a) Determinacion de cenizas (Técnica No. 945.46)
b) Determinacién de humedad (Técnica No. 925.23)
c) Cuantificacion de proteina (Técnica No. 920.15)
d) Cuantificacion de lipidos (Técnica No. 920.39)

Finalmente, para cuantificar proteina se utilizé el factor de conversion 6.25.

6.3.2 Extracto metandlico

Los compuestos fenolicos fueron extraidos mediante la metodologia propuesta por
Cardador-Martinez et al. (2002). Brevemente, 1g de muestra fue colocados en un matraz
Erlenmeyer de 25 mL con 10 mL de metanol. Protegiendo la muestra de la Luz, ésta fue
agitada a 40 rpm por 24 h a 25 °C. Al final del proceso, la muestra fue centrifugada a 5000

rpm por 10 min para obtener el extracto metandlico (EM).

6.3.3 Cuantificacion de taninos condensados

Para cuantificar los taninos condensados (TC) se utilizd el protocolo propuesto por
Feregrino-Pérez et al. (2008). Brevemente, 200 ul de una solucion 1:1 de vanillina 1%
HCL 8% se hicieron reaccionar con 50 pL del EM en cada uno de los pozos de la
microplaca. Las absorbancias fueron leidas a 492 nm y después interpoladas en una curva
estdndar de (+)-catequina (0-0.8 mg/mL). Los resultados fueron reportados como

miligramos equivalentes de (+)-catequina por gramos de muestra seca (mg eq Cat/g).

37



6.3.4 Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales fue analizado por el método
espectrofotométrico propuesto por Oomah et al. (2005). EI método consistié en mezclar 50
ML del EM con 180 uL de metanol y 20 pyL de una solucion de 2-aminoetilfenilborato al
1% en los pozos de la microplaca. Una curva estandar de rutina (0-50 pg/mL) fue utilizada
para interpolar las absorbancias leidas a 404 nm. Por lo tanto, los resultados fueron
expresados como microgramos equivalentes de rutina por gramo de muestra seca (Ug eq
Rut/g).

6.3.5 Cuantificacion de compuestos fenolicos totales

La cuantificacion de los compuestos fendlicos totales realizé por el método de
Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999). 50 uL del EM se hicieron reaccionar con 125 uL
del reactivo de Folin-Ciocalteau 1N, 625 uL de carbonato de sodio al 20% y 250 pL de
agua destilada. Las absorbancias fueron analizadas a 760 nm y se interpolaron en una curva
estandar de &cido feralico (0-16 pg de acido fertlico). Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de 4cido ferulico por gramo de muestra seca (mg eq Fer/g).

6.3.6 Determinacion de la capacidad antioxidante por la inhibicion del radical ABTS™*

Para este caso fue utilizada la metodologia propuesta por Nenadis et al. (2004) la
cual se describe a continuacion: el radical ABTS se prepar6 haciendo reaccionar 5 mL de
una solucion acuosa de ABTS 7mM y 88 pL de una solucion de persulfato de potasio 140
mM. La mezcla fue almacenada en la oscuridad por almenos 12 h. La solucién del radical
cationico fue diluida con etanol hasta obtener una absorbancia inicial de 0.7 + 0.05 a 734
nm. 500 pL de la solucion ABTS y persulfato de potasio se mezclaron con 25 mL de etanol
para ajustar la absorbancia entre 0.7 y 1, estos valores se verificaron a 734 nm. Después de
haber ajustado la absorbancia del a solucién de ABTS, 20 puL del EM se hicieron reaccionar
con 230 pL de ABTS; al mismo tiempo se prepard un control, constituido por 230 pL de
ABTS y 20 pL de metanol. La disminucion de la absorbancia fue monitoria a 734 nm a los
0, 6, 10, 30, 60 y 90 min.
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La CA fue calculada por dos métodos diferentes, en términos de equivalentes de
trolox y como porcentaje de actividad antirradical [AA (%)]; a continuacion seran
descritos.

Para medir la capacidad antioxidante en equivalentes de trolox (TEAC, por sus
siglas en idioma inglés) se utilizé trolox como referencia (50-800 uM). Por otra parte, El
porcentaje de actividad antirradical [AA (%)], fue calculado empleando la siguiente
férmula propuesta por Burda y Oleszek (2001):

absorbancia de la muestra
AA (%) =100X |[1-—

absorbancia del control

Por lo tanto, los resultados fueron reportados como porcentaje de actividad
antirradical, y en micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra seca (Lmol eq
Trol/g).

6.3.7 Determinacion de la capacidad antioxidante por el ensayo de FRAP

Para analizar la habilidad reductora de los EM se utilizd el ensayo de FRAP
propuesto por Firuzi et al. (2005), pero con algunas modificaciones. Este ensayo analiza la
capacidad de los antioxidantes de reducir el hierro (111) a hierro (11). Brevemente, 150 OL
de la solucion FRAP fue colocada en placa de 96 pozos; la cual se hizo reaccionar con 25
uL del EM vy por separado con una solucion conocida de Fe (11) (100-3000 (1M de FeSQOas*
7 H20); asimismo, como blanco se empled agua destilada. La placa fue incubada a 37 °C y
después se leyeron las a absorbancias a 595 nm en los 0, 6, 10, 30, 60 y 90. Los resultados
fueron expresados como micromoles equivalentes de sulfato ferroso por gramo de muestra

seca (umol eq FeSO.4/q).

6.3.8 Bioaccesibilidad in vitro de compuestos fendélicos
El método propuestos por Dinnella et al. (2007) fue adaptado para analizar la
bioaccesibilidad de los compuestos fenolicos presentes en las muestras de linaza y en su

fraccion no digerible total (FNDT). EI método consistié en someter las muestras a un
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proceso de digestion in vitro; cinco gramos de muestra fueron diluidos en 40 mL de agua
destilada, en seguida el medio fue acidificado (pH 2) utilizando HCL 6N con agitacion
constante, posteriormente se adicion6 1.5 mL de una solucion de pepsina porcina (Sigma
Chem. Co. 3.8 unidades/mg de proteina, 160 mg/mL en HCI 0.1N) y se incub6 la muestra a
37 °C por 2 h; terminada la reaccién a la muestra se le agreg6 una solucion de pancreatina-
bilis (pancreatina 4 mg/mL, bilis 25 mg/mL en NaHCO3 0.1N) y se ajustd el pH a 7 con
NaHCO3s 0.9N. Al finalizar la reaccion, las muestras fueron incubadas a 37 °C por 2 h;
finalizado el tiempo de reaccion se tomo una alicuota de 25 mL la cual fue centrifugada a
10, 000 g por 25 min para obtener el sobrenadante (fase acuosa= FA), el volumen restante
fue sometido a proceso de diéalisis. EI proceso de dialisis consistid en colocar el volumen
restante (40-45 mL) en contacto con un tubo de dialisis de celulosa que contenia 25 mL de
NaCl (9 mg/mL), la solucién se mantuvo en agitacion constante durante 1 h a 37 °C;
pasado el periodo de dialisis, la solucion salina que se colocé dentro del tubo de didlisis fue
recuperada (fase dializada= Din), la cual representa la fraccion bioaccesible de compuestos
fendlicos.

Para obtener los extractos metandlicos (EM) se llevé a cabo una extraccion en fase
solida empleando un cartucho de resina C18. El cartucho C18 se activo con metanol (5 mL)
y agua destilada (5 mL). De la Diny FA se tomaron 2 mL y se hicieron pasar por la resina;
después, las impurezas fueron eliminadas pasando 10 mL de agua acidificada (H2SOa
0.01N), recuperando los compues fendlicos con 2 mL de metanol. Para la FA, previo a la
recuperacion de los compuestos fendlicos con 4 mL de metanol, las impurezas fueron
eliminadas pasando 10 mL de hexano y después 10 mL de agua &cida. Una vez obtenidos
los EM de las diferentes fases (Din y FA, respectivamente) se procedié a determinar el
contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y taninos condensados;

igualmente la CA fue analizada, pero Unicamente por el método de ABTS.

Ecuaciones que se utilizaron para obtener los valores de la concentracion de la
muestra en equilibrio (muestra eq) y el indice de bioaccesibilidad expresado como
porcentaje (1B%).

_ (Conc IN *Volumen FA)
Muestra eq= (Volumen FA + Volumen DIN)
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Donde Conc IN es la concentracion inicial obtenida de la muestra en el volumen
final de reaccion (70-75 mL); Volumen FA indica el volumen de la FA empleado en el
proceso de dialisis (45-47 mL); Volumen DIN representa el volumen de solucién salina

colocado en el tubo de dialisis, el cual fue en todos los caso de 25 mL.

Una vez obtenido el valor muestra eq del sistema, el siguiente paso fue calcular los
valores de compuestos fendlicos totales (CFT), flavonoides totales (FT), taninos
condensados (TC) y capacidad antioxidante (CA) utilizando los métodos ya descritos para

predecir el IB% y el CApin% usando la siguiente ecuacion:

_ (DIN % 100)
1B%= (FA + DIN)

_ (FA+100)
CAon%= (DIN + FA)

Muestra

!

Pepsina
pH=2.0,2 h, 37 °C 41




|

a-amilasa
pH=7.0,2h, 37 °C

Volumen final de reaccién =75 mL

v v

Didlisis Centrifugacion
= 40mL, 1 h, 37 °C =25 ml, 10, 000 g, 25 min, 4 °C
J J
Obtencion de Din Sobrenadante o
(fase dializada) Fraccion Acuosa (FA)
v |
Cuantificacion de: \
e CFT Cuantificacion de:
e ET e CFT
e TC e FT
e TC

Determinacion de

Capacidad antioxidante

Figura 6.1 Estrategia experimental para determinar el indice de bioaccesibilidad. Después
del tratamiento enzimatico, la fase acuosa (FA) y dializada (Din) fueron obtenidas para
analizar el contenido de compuestos fenolicos totales (CFT), flavonoides totales (FT) y
taninos condensados (TC); ademas, se analiz6 la capacidad antioxidante por ABTS.
6.3.9 Fraccion indigestible (FI)

Para cuantificar la fraccion indigestible (FI) fue utilizado el método propuesto por

Saura-Calixto et al. (2007), con algunas modificaciones. Las muestras fueron incubadas
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con enzimas digestivas para simular la digestion en el intestino delgado. Brevemente, 300
mg de muestra fueron incubados con pepsina (EC 3.4.23.1, 0.2 mL de una solucion de 300
mg/mL en buffer de HCI-KCI 0.2 M; pH 1.5, 40 °C, 1 h, Sigma P-7012), pancreatina (1 mL
de una solucién de 5 mg/mL en buffer de fosfatos de sodio 0.1 M; pH 7.5, 37 °C, 6 h,
Sigma P-1750), lipasa (EC 3.1.1.3, 2 mL de una solucion de 7 mg/mL en buffer de fosfatos
0.1 M; pH 7.5, 37 °C, 6 h, Sigma L-3126), extracto porcino de bilis (2 mL de una solucion
17.5 mg/mL en buffer de fosfatos 0.1 M; pH 7.5, 37 °C, 6 h, sigma B-8631) y a-amilasa
(EC 3.2.1.1, 1 mL de una solucién de 120 mg/mL en buffer 0.1 M; pH 6.9, 37 °C, 1 h,
Sigma A-3176). Después, las muestras fueron centrifugadas (15 min, 25 °C, 3000 g) y los
sobrenadantes fueron removidos. Los residuos fueron lavados dos veces con 5 mL de agua
destilada y posteriormente centrifugados para combinar los sobrenadantes. Los residuos
fueron secados (105 °C, 16 h) y cuantificados gravimétricamente como FI insoluble. Por
otro lado, los sobrenadantes fueron dializados (tubos de dialisis con tamafio de poro 12,
000-14, 000 MWCO) en agua (flujo de 7 L/h) a 25 °C por 48 h. El dializado (lo retenido en
el tubo de dialisis) fue hidrolizado con acido sulfdrico concentrado a 100 °C por 90 min,
cuantificando la FI soluble con acido dinitrosalicilico (Englyst y Cummings, 1988). El
contenido de FI total fue obtenido sumando los valores de las tres repeticiones de FI soluble

e insoluble.

6.3.10 Extraccion de la fraccion no digerible total (FNDT)

Para este método se utiliz6 el protocolo propuesta por Kurtzman y Halbrook
(1970). A 300 g de harina de linaza (muestra LN1) se le adicionaron 1.5 L de agua y se
agitd por 1 min. Después, se centrifugd y al precipitado se le adicion6 100 ml de &cido
tanico al 10% ajustando el pH a 4. Después, la muestra fue agitada durante 5 min y
centrifugada a 9, 000 g/10 min. Al precipitado se le adicion6 un total de 300 mL de acetona
en una seria de 3 lavados, cada uno de 100 mL; posteriormente, la muestra fue
homogenizada y centrifugada a 9 000 g/min, en cada lavado. El precipitado obtenido fue la
fraccion no digerible total (FNDT). La FNDT fue parcialmente caracterizada. La
composicion quimica proximal fue analizada mediante las metodologias oficiales de la
AOAC (2002). Por otro lado, el contenido de TC, CFT y FT fue cuantificado por los
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métodos espectrofotométricos ya mencionados; igualmente, la CA fue determinada por el
método de ABTS.

6.4 Etapa experimental in vivo

Una vez obtenida y caracterizada la FNDT se procedid a realizar el ensayo
biolégico. Ochenta ratas macho de la cepa Sprague Dawley fueron utilizadas para el
modelo animal, a los cuales se les dio una semana de adaptacion previa a la formacién de
los 6 grupos experimentales (n= 12). Los animales recibieron agua y alimento ad libitum y
los tratamientos (Linaza y FNDT) fueron administrados durante 9 semanas via sonda
intragéstrica (Figura 6.2).

A partir de la primera semana de tratamiento el consumo de agua, alimento y la
ganancia de peso de las ratas fue registrada semanalmente. También las heces fueron
recolectadas de cada uno de los grupos a la semana 3, 7 y 10; simultaneamente, las heces
fueron congeladas con nitrégeno liquido y almacenado a -70 ° C hasta la determinacion de
los AGCC y la actividad de la enzima B-glucoronidasa. Al final del periodo experimental,
los animales fueron sacrificados y posteriormente se realizé el andlisis histoldgico de la
zona distal del colon para la cuantificacion de fosas cripticas aberrantes (FCA), expresando

los resultados como numero total y multiplicidad de las criptas.

Adaptacion Semana
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Figura 6.2 Estrategia experimental in vivo. SS= solucion salina, FNDT= fracciéon no
digerible total, AOM= azoximetano.

6.4.1 Medicion del pH

El pH del contenido cecal, colonico y fecal fue medido empleando el
procedimiento descrito por Nakanishi et al. (2003). Brevemente, un gramo del contenido
cecal, colénico o heces fue suspendido en agua (5 veces su volumen); posteriormente la

muestra fue homogenizada y el pH fue medido.

6.4.2 Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)

Para determinar el perfil y la concentracion de AGCC en el contenido cecal,
coloénico y fecal fue empleado el protocolo descrito por Zhao et al. (2006) pero con algunas
modificaciones. Brevemente, un gramo de contenido cecal, coldnico y fecal fue suspendido
en agua (5 veces su volumen) y homogenizado. La suspension fue centrifugada a 8 000 g
por 10 min a 4 °C; posteriormente, el pH fue ajustado (2-3) con HCI 0.1 M. Por ultimo, la
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solucion fue filtrada con una membrana (0.45 um) e inyectada en un cromatografo de gases

(Hp 6890 Plus, acoplado a un detector de flama).

El volumen de muestra inyectado fue de 1.5 pL. La columna fue la siguiente: Hp
30 M, CARBOWAX 30 M; 25.0 M X 320 pM X 0.30 um nominal. Como gas acarreador
fue utilizado helio a un flujo de 0.5 mL/min. La temperatura inicial del horno fue de 95 °C,
la cual fue mantenida por 2 min y elevada a 140 °C a 20 °C/min. Los acidos acético,
propionico y butirico fueron empleados como estandares externos (0-100 mM/mL) para
cuantificar los AGCC de las muestras.

6.4.3 Determinacion de la actividad de p-Glucoronidasa.

La actividad total de la enzima B-glucoronidasa fue determina empleando el
conjugado B-D-glucoronido de fenoltaleina como sustrato, donde la enzima presente en la
muestra lo hidroliza y la fenoltaleina liberada fue monitoreada a una longitud de onda de
540 nm (Jenab et al., 1999).

Brevemente, a 0.5 g de contenido fecal se le adicionaron 10 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.02 M a pH de 7.0. Esta solucién fue homogenizada por
medio de un politron y posteriormente sonicada durante 6 min a 4 °C. Las muestras fueron
centrifugadas a 500 g por 15 min recolectando el sobrenadante para llevar a cabo el ensayo
enzimatico. Para la mezcla de reaccion se tomaron 800 puL de PBS 0.02 M, 100 pL de B-D-
glucurdnido de fenoltaleina 1 nM y 100 pL de extracto fecal. Esta mezcla se incub6 por 1 h
a 37 °C. Al finalizar la incubacion, se adicioné 2.5 mL de solucién de glicina alcalina, 1
mL de acido tricoloacético al 5% y 1 mL de agua HPLC, se mezcld e incub6 por 10 min a
temperatura ambiente, enseguida la absorbancia fue medida a 540 nm. La relacion de
fenolftaleina liberada fue determinada en base a una curva estandar de fenolftaleina (0-13
Kg) (Jenab et al., 1999). La actividad enzimatica total de la B-glucoronidasa fue expresada

en nanomoles por minuto por gramo de contenido fecal empleando la siguiente ecuacion:
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ug fenolftaleina

N mol —
/min/g de contenido ~ (PM)(g muestra) * 100

Donde: ug fenolftaleina, son los pg de fenolftaleina liberada, 100 es el factor de
dilucion, PM, es el peso molecular de la fenolftaleina y g muestra, son los gramos del

contenido cecal, colonico o heces.

6.4.4 Andlisis de fosas cripticas aberrantes (FCA)

El analisis y cuantificacion del sistema de FCA se llevo a cabo siguiendo el
método descrito por Bird (1987) mediante una tincion de azul de metileno. Brevemente, a
los animales sacrificados se les disecto el colon, el cual fue abierto longitudinalmente y
lavado con una solucién de fosfatos de postasio (20 mM) estéril y fria. ElI colon fue
dividido en zona proximal (3 a 5 cm a partir de la base ciego-colon) y zona distal (7 cm a
partir de la base anal). La parte entre la zona proximal y distal se consider6 zona media del
colon (Figura 6.3).

Una vez obtenidas las zonas colénicas de interés (proximal y distal), estas se
fijaron en paraformaldehido 10% por 24 horas. Después de la fijacion, el colon fue tefiido
con azul de metileno 0.2% por 10 minutos y posteriormente lavado con solucion
amortiguadora de fosfatos de potasio (20 mM) y agua destilada para quitar el excedente de
azul de metileno. La zona distal fue analizada con un microscopio 6ptico con objetivo 20X.
Las FCA fueron distinguidas del tejido normal por su deformidad en el tamafio y forma,
agrandamiento hacia la mucosa superficial y agrupamiento de nucleos en la zona apical de

la cripta coldnica; todo esto de acuerdo al método usado por Bird (1987).
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Figura 6.3 Fotografia representativa de las diferentes zonas de colon de rata. A. Zona
proximal (ciego y parte del colon ascendente), B. Zona media (colon ascendente y porcion
del colon descendente) y C. Zona distal (colondescendente hasta el ano) (Feregrino-Pérez,
2008).
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6.5 Anélisis de la expresion de genes asociados al desarrollo de cancer de colon
6.5.1 Extraccion de RNA total

La extraccion del RNA total se realizé acoplando los métodos de TRIzol® RNA
Isolation Reagents (Life Technologies Corporation, Invitrogen™) y SV Total RNA
Isolation System (Promega Corporation, 2800 Woods Hollow Road Madison, W1 53711-

5399 USA). A continuacion se describe el proceso:
1) 100 mg de muestra fueron homogenizados con 1 mL de TRIzoI®.
2) Posteriormente, la muestra fue incubada por 5 min a temperatura ambiente.
3) 200 pL de cloroformo fueron agregados por mL de TRIzol® utilizado.

4) La muestra fue agitada vigorosamente por 15 seg, enseguida, la muestra fue
incubada de 2-3 min a temperatura ambiente.
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5)
6)

7)

8)

9

Después, la muestra fue centrifugada a 13, 000 rpm/15 mina 4 °C.
La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo.

Sucesivamente, 350 pL de buffer de dilucion (SV Total RNA Isolation System)
fueron agregados a la fase acuosa. La muestra fue mezclada por inversion;

asimismo, fue centrifugada a maxima velocidad durante 10 min.

El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo empleando una micropipeta
cuidando de no resuspender el precipitado ya que es en donde se encuentran los
desechos. El volumen del sobrenadante debe de ser de aproximadamente 500
puL. Nota: algunas veces los desechos forman una capa solida en la parte

superior del sobrenadante.

200 pL de etanol 95% fueron agregados y se mezclaron pipeteando de 3-4
veces. Dicha mezcla fue transferida a la columna (Spin Column Assembly). La

mezcla fue centrifugada a 13, 000 rpm/1.5 min.

10) Enseguida, la canasta (spin basket) fue removida para retirar los desechos;

volviéndose a colocar en la columna después de la operacion sefialada.

11) 600 pL de la solucion de lavado fueron colocados en la columna;

posteriormente la columna y la canasta fueron centrifugados a 13, 000 rpm/1.5

min.

12) Después, los desechos fueron removidos y a continuacion se preparo la siguiente

mezcla de reaccion para cada extraccion: 40 pL de yellow care buffer, 5 puL de
MnCl20.09 M y 5 pL de DNase I. Nota: la mezcla es preparada en un tubo
aparte y los reactivos se agregan siguiendo el orden previamente sefialado; de
igual modo, se mezcla cuidadosamente pipetiando la mezcla; finalmente, la

Dnase | es descongelada en hielo.

13) La mezcla de reaccion fue directamente colocada sobre la membrana de la

columna. Es preciso cerciorarse de que la solucion esté en contacto con toda la
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superficie de la membrana. La solucién es de color amarillo para facilitar este

proceso.
14) La solucién fue incubada por 15 min a 20-25 °C.

15) Pasado el tiempo de incubacion, 200 pL de la solucion Dnase stop fueron
agregados en la columna y fueron centrifugados a 13, 000 rpm/1.5 min.

16) Ulterior a la centrifugacion, se agregaron 600 pL de la solucion de lavado
(RNA wash solution) y la columna fue centrifugada a 13, 000 rpm/1.5 min;
inmediatamente, la spin basket fue removida para retirar los desechos y a
continuacion 250 pL de la solucion de lavado fueron afiadidos para después

centrifugar la columna a alta velocidad (13, 000 rpm) por 2 min.

17) La columna fue transferida a un tubo ependorf nuevo; después, se le coloc6 100
ML de agua libre de nucleasas.

18) Inmediatamente, la columna fue centrifugada a 13, 000 rpm/1.5 min.
Finalmente, la columna fue desechada y el RNA recolectado en el tubo ependorf
fue almacenado a -70 °C; ipso facto, el RNA fue analizado para constatar su

calidad.

6.5.2 Deteccion y analisis de la calidad del RNA

Para esta prueba se elabor6 un gel de agarosa desnaturalizante de la siguiente forma:

Reactivos Para 25 mL
Agarosa 0.3g
MOPS 10X 25mL
Formaldehido al 37% 0.75 mL
H20-DEPC 21.75 mL
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La agarosa fue fundida en agua DEPC, después se dejé enfriar a 42 °C
aproximadamente, enseguida se adicion6 MOPS 10X, igualmente se adiciond el
formaldehido y 0.5 pL de bromuro de etidio. La agarosa se vacidé en la cdmara de
electroforesis colocando el peine con el tamafio de pozo adecuado para el volumen de las
muestras. Se esper0 a que solidificara para retirar el peine y agregar a la camara el
regulador de corrida MOPS 1X, el cual se preparé a partir de MOPS 10X utilizando agua-
DEPC para alcanzar la concentracion ya mencionada. Posteriormente, las muestras de ARN
fueron colocadas con el regulador de carga el cual proporciona mayor densidad a las
muestras para que estas permanezcan dentro del pozo, asimismo para observar el avance de

la electroforesis.

6.5.3 Cuantificacion del ARN

El ARN fue cuantificado utilizando un espectrofotometro (Termo scientific,
NanoDrop 2000 spectrophotometer). Una vez que se conoci6 la concentracion de ARN, se
procedio a obtener la primera cadena de ADN empleando el método de la transcriptasa

reversa 0 RT por sus siglas en idioma inglés.

6.5.4 Obtencién de cDNA

La obtencion del cONA o ADN de cadena complementaria se realiz6 utilizando el
Kit enzimatico disefiado por FERMENTAS (First Strand cDNA Synthesis Kit #K1612) a
partir de 3 ug de ARN, el cual se describe a continuacion:

1) Los siguientes reactivos fueron mezclados en un tubo para PCR:

Reactivos Para 1 reaccion (1 Rx)
Oligo dT 1puL
RNA 1 g
Agua libre de nucleasas 11 pL
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Vol total de la reaccion 11 L

2) Los reactivos fueron mezclados suavemente con la punta de la pipeta y después
se incubd a 65 °C/5 min. Después, los tubos se colocaron en hielo por 1 minuto
(choque térmico). Por ultimo se les dio un pulso en la centrifuga.

3) Ulterior a la incubacidn, se adiciond los siguientes reactivos en el tubo de PCR:

Reactivos Rx

Buffer de reaccion 5x 4 uL
Inhibidor Ribolock RNase (20 u/pL) 1L
dNTPs mix (10 mM) 2 uL
Transcriptasa reversa M-MULV 20 (20 u/uL) 2 uL
Volumen total Rx 20 pL

4) La reaccién se mezclo suavemente y se le dio un pulso en la centrifuga.
5) Sucesivamente, se incub6 a 37 °C/60 min.
6) Para finalizar la Rx ésta fue calentada a 75 °C/5 min.

El producto final de reaccion de la transcriptasa reversa fue empleado directamente

para realizar la PCR pero utilizando los oligos especificos para cada gen en estudio

6.5.5 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
Una vez que se obtuvo el cDNA se procedi6é a amplificar los fragmentos de genes

a examinar; para esto se realizé la siguiente mezcla de Rx en un tubo para PCR:

Mezcla de Rx 1 Rx

H20 19.9 uL
Buffer Titanium Tag PCR (10X) 2.5 L
dNTPs (50X) 0.5puL
5’ primer (20 uM) 0.5 uL
3’ primer (20 uM) 0.5 uL
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Enzima Taq Titanium (50X) 0.1puL
AND 1L

Volumen total 25 pL

Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.6% vy la
expresion de los genes fue analizada en un software midiendo la intensidad de pixeles
(Feregrino-Pérez et al., 2008). Ademas, se utilizaron oligonucleétidos especificos que
permitieron observar la expresion de los genes involucrados en la carcinogénesis y asi
poder comparar entre los tratamientos o grupos experimentales (Control, AOM, Linaza +
AOM y EPS + AOM); los oligonucleétidos fueron sintetizados por la compafiia Invitrogen
(Cuadro 4.2).

Una vez mezclados los reactivos para la amplificacion del gen en estudio se
siguieron los siguientes pasos:

1. Lamezcla de PCR fue colocada en un tubo para PCR

2. 1 pL de cDNA fue colocado

3. 0.5 pL de oligonucledtido sentido y antisentido fue colocado para analizar la

expresion un determinado gen.

4. El tubo fue colocado en el termociclador y se ejecutaron por separado los

programas de corrida para cada uno de los genes en estudio.

Las condiciones de PCR que fueron utilizadas son las siguientes: 95 °C/1 min,
después, 35 ciclos de 95 °C/30 seg, 50 °C/1 (temperatura de alineamiento) min 72 °C/1 min
y 72 °C/2min. La temperatura de alineamiento vario dependiendo del gen a estudiar y

puede ser observada en el cuadro 4.2
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6.1 Oligonucleotidos de los diferentes genes en estudio

Gen

Secuencia

pb

Condiciones de
alineamiento

Caspasa 3

p21

p53

bcl-2

bax

rb

[-catenina

K-ras

Ciclina D1

c-myc

COX-2

iINOS

gadph

Sentido:

5-TTC ATC ATT CAG ACC TGC-3’
Antisentido:

3'-ACG GGT AAG GAT GTG CAT GAA T-5'

Sentido:

5°-GGA CAG TGA GCA GTT GAG C-3°
Antisentido:

3’-GAG TGC AAG ACA GCG ACA AGG-5’

Sentido:

5°-GCA GCA CAG GAA CCT GGA ACT-3’
Antisentido:

3’-ATG ATG GTA AGG ATG GGC-5’

Sentido:

5’-GGG AGA ACA GGG TAT GAT AAC-3’
Antisentido:

3’-GCA GAT GCC GGT TCA GGT ACT-5’

Sentido:

5°-GGC CCA CCA GCT CTG AAC AGT-3’
Antisentido:

3’-TCA GCT CGG GCA CTT TAG-5’

Sentido:

5’-CAG ATT TCATAC CTC AGACCC TCT-3’
Antisnetido:

3’-ACACTT GTA TGA GGG AAA AC-5’

Sentido:

5'-GCT GAC GTC GTA CTC AGG CA-3’
Antisentido:

3'-TCC ACATCCTCT TCC TCA GG-5°

Sentido:

TGT GGT AGT TGG AGC TGG TGG CGT AGG CA
Antisentido:

GGC ATC GTC AACACCCTGTCTTGTCTT CGC

Sentido:

TCTTCCCGC TGG CCATGAACTACCTGG A
Antisentido:

GCC ACC ATG GAG GGT GGG TTG GAA ATG

Sentido:

GTG AGAAGG GCTTTGCCTCCAGGCTTGCT
Antisentido:

AGC GAA GCT CAC GTT GAG GGG CAT CGT

Sentido:

TCC TGT GGC TGA TGA CTG CCC AAC TCC CAT
Antisentido:

GCA CCAGACCAAAGACTTCCTGCCCCACA

Sentido:

ATC TTT GCC ACC AAG ATG GCC TGG AGG AAC
Antisentido:

GAT CTT GAC CGT GAG CCT GCA GGA CCAGA
Sentido:

5’-GCT CCT ACC ATT CAT GCT GAC A-3°
Antisentido:

3’-TCA AGA CGA ATA AAC TCATCG-5’

247

288

582

540

370

364

211

564

498

412

554

435

291

50 °C/45 seg

62 °C/1 min

62 °C/1 min

62 °C/1 min

62 °C/1 min

62 °C/1 min

62 °C/1 min

50 °C/45 seg

50 °C/1 min

50 °C/1 min

50 °C/1 min

50 °C/1 min

60 °C/1 min
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6.6 Disefio experimental y analisis estadistico

Para el experimento in vivo se realizd un disefio experimental de un factor
(tratamiento) completamente aleatorizado en réplicas. Por otro lado, se analizaron todos los
resultados mediante un anélisis de varianza de una via, con un nivel de significancia o=
0.05. Las pruebas utilizadas para conocer la diferencia significativa de las muestras o de los
grupos experimentales fueron las siguientes: prueba de Tukey en el caso de la
caracterizacion de las muestras y Dunnett en el ensayo in vivo. Para todo este proceso fue

utilizado el paquete estadistico JMP version 5.0.1.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de las muestras

La primera parte de este trabajo consistié en caracterizar a las muestras de linaza
previo al estudio in vivo, es decir, conocer su composicién quimica proximal, sus valores de
taninos condensados (TC), compuestos fendlicos totales (CFT), flavonoides totales (FT) y
su capacidad antioxidante (por mencionar algunos parametros). Postriormente, se tomé la
decision de utilizar la muestra LN1 para extraer la fraccion no digerible total (FNDT),
misma que también fue caracterizada, debido a que esa muestra presentd el muayor
contenido de TC y fue la segunda mejor en presentar el contenido mas alto de carbohidratos
totales. Sin embargo, en esta seccion no fue utilizado niguna prueba estadistica debido a
gue no se contaba con replicas reales; en otras palabra, se analizaron muestras comerciales
de linaza pero sin conocer la variedad, el origen geogréafico, asi como el afio de la cosecha
de las muestas, datos que hubiesen servido para realizar comparaciones entre muestras, 0

mejor dicho, para hacer una discusion.

7.1.1 Composicion quimica proximal de muestras de linaza (LN)

Los valores del andlisis quimico proximal para los diferentes lotes de linaza (LN1-
LN5) se muestran en el Cuadro 7.1. Los valores encontrados para humedad fueron de 3.22
a 4.60% y para cenizas de 2.84 a 3.62%.

De acuerdo a la literatura, el contenido de proteina en linaza se encuentra en el
intervalo de 10.50 a 31% (Oomah y Mazza, 1993; Hall et al., 2006). En este estudio los
valores de proteina encontrados (30.98 a 37.44%) estan por encima del intervalo sefialado.
Unicamente, la muestra LN2 (30.98%) coincide con ese intervalo; sin embargo, Bhatt y
Cherdkiatgumchal (1990) reportaron valores similares (43.90 y 37.50%) con lo encontrado

en este estudio para harinas de linaza.

En lo que respecta al contenido de lipidos, Daun et al. (2003) y Hall et al. (2006)
reportaron valores en el intervalo de 38 a 45%, lo cual coincide con lo encontrado en este
estudio, excepto para la muestra LN1 (36.09%); no obstante, Wakjira et al. (2004)
reportaron contenido de lipidos de 29.1 a 35.9% para semillas de linaza desarrolladas en

Etiopia, coincidiendo con lo encontrado en la muestra LN1.
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El contenido de carbohidratos totales fue de 10.30-22.00% (Cuadro 7.1). De
acuerdo a la literatura, la mayor parte de los carbohidratos en la linaza pertecen a la fibra
dietética, hasta un 28% del peso seco de la semilla, y solo una pequefia cantidad son
carbohidratos solubles (1-2%) (Figuerola et al., 2008). Al respecto, Bautista-Justo et al.
(2007) reportaron un valor de carbohidratos totales de 10.6%, siendo similar a la muestra
LN5%

En general, los resultados que se obtuvieron de la composicion quimica proximal
coinciden con lo que se ha reportado en la litaraura. Sin embargo, debido a que no se cuenta
con informacion detallada de la muestras (variedad, origen geografico o afio de la cosecha)

es dificil explicar las diferencias que se observaron.

Cuadro 7.1 Composicion quimica proximal de muestras de linaza (LN) (% en base seca).

Muestra Humedad Cenizas Proteina* Lipidos C‘?o?ail?e :*
LN1 3.36 £0.03 3.62 £0.02 36.27+£0.2 36.09+0.19 20.66
LN2 4.60 +0.32 3.13+0.01 30.98 £ 0.10 39.30 £ 0.57 22.00
LN3 3.56 £ 0.03 3.31£0.02 33.34+£0.15 42.28 £ 0.66 17.51
LN4 3.69+0.04 2.84+£0.04 35.73+£0.03 42.94 £ 0.03 14.79
LN5 3.22+0.04 3.25+£0.05 37.44 £ 0.11 45.79+1.15 10.30

Cada valor representa la media de tres repeticiones + la desviacion estandar; n=3.
LN1-LN5 = diferentes lotes de linaza.
Los resultados son expresados como porcentaje en base seca.
(*) La proteina fue calculada como N X 6.25.

(**) Los carbohidratos totales (CHO’s) fueron calculados por diferencia.
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7.1.2 Contenido de taninos condensados (TC), compuestos fendlicos totales (CFT) y

flavonoides totales (FT)

En el cuadro 7.2 se muestran los valores de TC, CFT y FT. El contenido de TC
que se encontro en los diferentes lotes de linaza fue de 8.48 a 24.04 mg eq Cat/g (Cuadro
7.2). La muestra LN1 present0 el valor més alto de TC, 24.04 mg eq Cat/g. Con respecto al
contenido de TC en semilla de linaza, practicamente existe poca informacion en la literatura
cientifica; no obstante, Wanasundara y Shahidi (1994) informaron valores de 136 mg eq
(+)-catequina/100 g, lo cuales no coinciden con los valores encontrados en este estudio.

Existen reportes de TC de otros tipos de oleaginosas, por ejemplo en cascarilla de
cuatro variedades de canola (Westar, Cyclone, Excel y Delta), en el cual emplearon el
método de la vanillina-HCI, y coincidien con los valores que se hallaron en este estudio. En
la variedad Westar encontraron un valor de 98 a 1556 mg eq (+)-catequina/100 g, en la
muestra Cyclon de 994-1574 mg eq (+)-catequina/100 g, en la variedad Excel 144 mg eq
(+)-catequina/100 g y la variedad Delta presentd el valor mas bajo, 14 mg (+)-
catequina/100 g (Naczk et al., 1994).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la linaza presenta cantidades
importantes de TC, ya que los valores son similares con otros alimentos de importancia
nutracéutica, como leguminosas (7.66 mg/g) y frutas (12.33 mg/g) (Saura-Calixto et al.,
2007).

En CFT, se encontraron valores que van de 2.30 a 3.42 mg eq ac fer/g. Algunos
autores han reportado 5 mg/g (Velioglu et al., 1998); sin embargo, en un trabajo mas
reciente realizado por Quezada y Cherian (2012) reportaron valores de 1.54 y 1.72 mg eq
de acido ferulico/g para linaza (semilla entera) y harina de linaza, respectivamente.
Igualmente, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la linaza presenta
cantidades importantes de CFT ya que en otros alimentos vegetales de importancia
nutracéutica, como cereales, leguminosas y frutas se han reportado valores de 1.07, 1.54, y

5.38 mg/g, respectivamente (Saura-Calixto et al., 2007).
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Para FT los valores encontrados fueron de 48.86 a 226.12 ug eq rut/g. Quezada y
Cherian (2012) reportaron valores méas altos para semilla entera (1700 pg/g) y harina de
linaza (2800 pg/g). Sin embargo, Oomah et al. (1996) encontraron valores de 3.5-7.1 ug/g.

Cuadro 7.2 Contenido de taninos condensados (TC), compuestos fendlicos totales (CFT) y

flavonoides totales (FT) en muestras de linaza (LN).

Muestra (mg e;;-(c::at/g)a (mg eqcalf:TFer/g)b (ng eqF-FI;ut/g)b
LN1 24.04+£0.6 2.30 +0.07 4886+ 1.1

LN2 8.73+0.51 3.42 +0.03 197.82 £ 2.04
LN3 90.11+0.44 3.34+0.05 164.76 £ 1.11
LN4 13.33+0.91 2.57 £ 0.07 129.97 £2.94
LN5 8.48+0.41 3.06 +0.09 226.12 +3.18

Los valores representan la media de dos experimentos independientes + el error estandar; n=6.
LN1-LNS5 = diferentes lotes de linaza.

@ Miligramos equivalentes de (+) -catequina/gramo de muestra (mg eq Cat/g).

b Miligramos equivalentes de acido ferdlico/gramo de muestra (mg eq Fer/g).

¢ Microgramos equivalentes de rutina/gramo de muestra (ug eq Rut/g).
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7.1.3 Composicion quimica proximal y contenido de compuestos fenolicos en la
fraccion no digerible total (FNDT)

Dado que la muestra LN1 presentd el mayor contenido TC (taninos condensados)
y fue la segunda mejor que mostro un alto contenido de carbohidratos totales (Cuadro 7.1y
7.2), se tomo ese criterio para obtener la fraccion no digerible total (FNDT) mediante el
protocolo propuesto por Kurtzman y Halbrook (1970). El cuadro 7.3 muestra los valores de

la composicidn quimica proximal y el contenido de compuestos fendlicos.

En la FNDT se encontraron valores mas bajos de humedad y cenizas, dichos
valores fueron de 0.140 y 2.54%, respectivamente. Para el contenido de proteina se obtuvo
un valor mas alto (34.48%) con respecto a la muestra LN1, igualmente se observé el mismo

patrén para el contenido de lipidos (38.49%) y carbohidratos totales (24.39%)

Debido a que durante el proceso extraccion de la FNDT se utiliz6 acetona, esto
posiblemente provoco una deshidratacion en la muestra y junto con el caracter hidrofébico
impartido por el aceite de linaza disminuy6 el contenido de humedad en la FNDT. El
caracter hidrofobico por parte del aceite del linaza fue reportado por Renddn-Villalonos et
al. (2008) en la adicion de linaza a diferentes concentraciones en tortillas de maiz. El
contenido de cenizas pudo haber disminuido por los lavados con acetona que se efectuaron
en la muestra. Por el contrario, el proceso ocasiond un aumento en el contenido de proteina
y lipidos, lo cual sugiere que el proceso de extraccion provocd una mayor liberacion de
proteina y lipidos de las células de la semilla; asimismo, incrementd el contenido de fibra
dietética, principalmente de sus componentes celulosa, hemicelulosa y lignina, lo cual se
vio reflejado en el contenido de carbohidratos totales y fraccion indigerible, Cuadros 7.3 y
7.9, respectivamente.

60



Cuadro 7.3 Composicion quimica proximal y contenido de compuestos fenolicos en la

fraccion no digerible total (FNDT) de la muestra LN1.

FNDT LN1
Humedad? 0.140+0.01  3.36+0.03
Ceniza® 2.54 +£0.05 3.62 +0.02
Protein? 34.48 +0.33 36.27 £ 0.2
Lipidos? 38.49+0.53 36.09+0.19
CHO’S? 24.35 20.66
Taninos condensados (mg eq Cat/g)® 78.79 £3.71 24.04 £ 0.6
Compuestos fenolicos totales (mg eq ac Fer/g)° 8.14 £ 0.07 2.30 £ 0.07
Flavonoides totales (ug eq Rut/g)? 19556 +10.02 48.86+1.1

Los valores representan la media de dos experimentos independientes + el error estandar; n= 6.
FNDT= fraccion no digerible total; LN1= muestra de linaza, lote L3569.

2| os resultados son expresados como porcentaje en base seca.

b Miligramos equivalentes de (+)-catequina/gramos de muestra (mg eq Cat/g).

¢ Miligramos equivalentes de acido feralico/gramo de muestra (mg eq Fer/g).

d Microgramos equivalentes de rutina/gramos de muestra (ug eq Rut/g).

Practicamente en todos los parametros analizados se presentd un aumento en los
valores de TC, CFT y FT, dicho aumento fue hasta de tres veces para TC y CFT, y en el
caso de los FT hasta de cuatro veces en la FNDT (Cuadro 7.3). Vergara-Castafieda et al.
(2010), utilizando el mismo protocolo para obtener la FNDT, reportaron un patron similar
después de obtener un extracto de polisacaridos de frijol comun (variedad Bayo Madero).
Los autores encontraron un aumento de hasta dos veces para el contenido de TC y CFT,
atribuyéndolo al proceso de extraccion. Posiblemente, el hecho de someter la muestra en
contacto con &cido tanico y posteriormente realizar lavados con acetona, como lo marca el

protocolo (Kurtzman y Halbrook, 1970), se gener6 un debilitamiento de los enlaces
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covalente (éster) y puente de hidrogeno, igualmente de algunas interacciones hidrofobicas
que unen a los compuestos fendlicos con polisacéridos de la fibra dietética y algunas

proteinas (Saura-Calixto, 2011), ocasionado un incremeno en la concentracion.

7.1.4 Capacidad antioxidante

Una vez que se conocieron los valores TC, CFT y FT, se procedio a analizar la
capacidad antioxidante de las diferentes muestras de linaza. Se analiz6 el poder
secuestrante por medio de la técnica de ABTS vy el poder reductor mediante la técnica de
FRAP. En el caso de la técnica de ABTS, los resultados fueron expresados como porcentaje
de actividad antiradical (AA%) y quivalentes de trolox (TEAC); y para la técnica de FRAP,
los resultados fueron expresados como micromoles equivalentes de sulfato ferroso. Los

resultados se muestran en los Cuadros 7.4y 7.5.

Cuadro 7.4 Capacidad antioxidante de diferentes muestras de linaza (LN) y fraccion no
digerible total (FNDT) analizadas por ABTS.

TEAC
Muestra AA (%)* (umol eq trol/g)**
LN1 53.51+0.30 27.01+£0.15
LN2 62.62 + 0.55 31.46 £0.27
LN3 56.44 + 0.54 28.45 +0.27
LN4 47.62 £ 1.07 24.15 + 0.56
LN5 42.37 +0.77 21.59 £0.38
FNDT 72.90 £ 0.79 36.46 £ 0.38

Los valores representan la media de dos experimentos independientes + el error estandar; n=6.
(*) Capacidad antioxidante expresada como porcentaje de actividad antiradical [AA (%)].

(**) Capacidad antioxidante en términos de equivalentes de trolox (TEAC); los resultados son expresados
como microgramos equivalentes de trolox por gramo de muestra (umol eq trol/g).
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Los valores del AA (%) fueron de 42.37 a 72.90%. Las muestras que presentaron
valores intermedios fueron LN2 (62.62%), LN3 (56.44%) LN1 (53.53%) y LN4 (47.37%).
En términos de equivalentes de trolox, igualmente la FNDT mostré el valor maés alto
(36.46 umol eq trol/g) y la muestra LN5 el valor mas bajo (21.59 umol eq trol/g). Quezada
y Cherian (2012) encontraron valores mas altos de 0.90 y 1.95 mmol equivalentes de
trolox/g para semilla y harina de linaza, respectivamente, valores que difieren de lo

encontrado en este trabajo.

Sin embargo, los resultados encontrados en este trabajo, sugieren que la linaza
presenta una capacidad antioxidante importante en términos de equivalentes de trolox. Por
ejemplo, Hernandez-Salazar et al. (2010), utilizando la técnica de ABTS y a partir de un
extracto metanolico, reportaron valores de capacidad antioxidante para frijol negro (cv.
Cotlaxtla), garbanzo (cv. Blanco Sinaloa 92) y lenteja (var. Comdn) de 13.2, 5.1y 9.0 umol
eq trol/g, respectivamente. Igualmente, otros autores han reportado valores mas bajos de
capacidad antioxidante en algunos cereales (1.3 pmol eq trol/g), vegetales (6.7 pmol eq
trol/g) y frutas (10.2 pymol eq trol/g); no obstante, en almendras, cacahuates y nueces se ha
reportado un valor promedio de 33.6 umol eq trol/g (Serrano et al., 2007), lo cual es similar
a lo encontrado en las muestras FNDT y LN2 (36.46 y 31.46 pmol eq trol/g,

respectivamente).

En relacion a los resultados obtenidos por la técnica de FRAP (Cuadro 7.4), es
posible sugerir que las muestras de linaza presentaron buena habilidad reductora. Los
resultados encontrados estan en el intervalo de 40.23 a 64.16 umol eq FeSO./g, siendo la
muestra LN1 la que presento el valor mas alto (64.16 pumol eq FeSO4/g). La capacidad
antioxidante de muestras de linaza analizada por FRAP no ha sido ampliamente estudiada.

Por lo tanto, los resultados aqui presentados son una contribucién al conocimiento.

Por otro lado, algunos investigadores han sugerido que el ensayo de ABTS puede
utilizar los mecanismos de transferencia de &tomos de hidrégeno y electrones (para reducir
metales, compuestos carbonilos y radicales libres) al mismo tiempo; no obstante, alguno de
esos mecanismos llegara a ser dominante, pero dependera de la estructura del antioxidante,
de las propiedades de solubilidad de los compuestos fendlicos presentes en el extracto, del

sistema de solvente empleado y de su coeficiente de particion (Quezada y Cherian, 2012).
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Por su parte, FRAP utiliza exclusivamente el mecanismo de transferencia de electrones y ha
sido considerado como un analisis razonable para observar la habilidad que tienen los
antioxidantes de mantener un estatus redox en célula o tejidos (Quezada y Cherian, 2012).

De acuerdo a las diferencias que presentan ambos métodos, en cuanto a sus
mecanismos de accioén, el método de FRAP fue empleado en este trabajo para generar mas
informacion; por tal razon, se recomienda el uso de al menos dos métodos analiticos con
mecanismo de accion diferente (Pérez-Jiménez et al., 2008). Los resultados obtenidos en
este trabajo por ambos meétodos (ABTS y FRAP) sugieren que los compuestos bioactivos
con actividad antioxidante de linaza presenta buena habilidad para secuestrar radicales

libres y de mantener un estatus redox en un sistema bioldgico.

Cuadro 7.5 Capacidad antioxidante de diferentes muestras de linaza (LN) analizadas por
FRAP.

Muestra (umol eq FeSO4/g)*
LN1 64.16 + 2.65
LN2 50.79 £ 1.25
LN3 48.26 £ 0.92
LN4 40.23 £ 0.95
LN5 44,73 £ 2.04

Los valores representan la media de dos experimentos independientes + el error estandar; n=6.

(*) Capacidad antioxidante expresada como micromoles equivalentes de sulfato ferroso por gramo de muestra
(umol eq FeS04/g).

7.1.5 Bioaccesibilidad in vitro de compuestos fenélicos

Una vez que se determind el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad

antioxidante, las muestras de linaza fueron sometidas a un proceso de digestion in vitro, el
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cual mimetiza los cambios fisiologicos ocurridos en el estbmago e intestino delgado
(Dinnella et al., 2007). Posterior a este proceso, se analizé el impacto que tuvo sobre el
contenido de taninos condensados (TC), compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides
totales (FT), igualmente, sobre la capacidad antioxidante con la finalidad de conocer la
bioaccesibilidad de los compuestos fenolicos. La permeabilidad a través de una membrana
de didlisis puede considerarse como una simulacion aceptable de la absorcion intestinal
pasiva de compuestos fenolicos solubles. La solucion que permanece a fuera de la
membrana de dialisis representa el remanente en el tracto gastrointestinal y la solucién que
penetra la membrana indica la fraccion bioaccesible de compuestos fendlicos (Dinnella et

al., 2007). Los resultados de bioaccesibilidad se muestran en los Cuadros 7.6, 7.7y 7.8.

El proceso de digestion in vitro impact6 considerablemente en el contenido de
CFT (Cuadro 7.6), ya que en la fase acuosa (FA) se encontraron valores de 12.53 a 16.98
mg eq Fer/g (miligramos equivalentes de acido ferulico por gramo de muestra). Es decir,
tomando en cuenta los valores encontrados sin someter las muestras de linaza al proceso de
digestion in vitro, se encontr6 un incremento promedio de hasta 4.67 veces posterior al
proceso de digestion; no obstante, en la muestra de FNDT unicamente fue de 2.08 veces;
posiblemente debido a que ésta muestra pasé por un proceso de extraccion previo a la
digestion in vitro. Cabe destacar, que entre las muestras de linaza analizadas, la muestra
LN1 present6 el mayor incremento de CFT (hasta 6.82); ademas, junto con la FNDT
presentaron el valor mas alto de CFT posterior al proceso in vitro. Los valores que se
obtuvieron de IB% para CFT estuvieron en el intervalo de 12.03 a 19.09%. Los resultados
sugieren que en linaza y FNDT, bajo las condiciones del proceso de digestion in vitro,
alrededor del 83% del total de CFT alcanzaran el colon, donde posiblemente tengan un

efecto benéfico.
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Cuadro 7.6 Contenido de compuestos fenolicos totales (CFT) en muestras de linaza (LN) y

fraccion no digerible total (FNDT) después de ser sometidas a un proceso de digestion in

vitro.
No digerida Din FA

Muestra (mg eq Fer/g)* (mgeq Fer/g)* (mg eq Fer/g)* IB%**
LN1 230+0.07¢  3.71+0.20° 15.70%0.17% 19.09
LN2 342+0.03  254+002° 13.61+0.33 15.72
LN3 3.34+0.05  286+0.09°  13.61+0.33¢ 15.72
LN4 257+0.07  1.71+0.05°  12.53+0.70% 12.03
LN5 3.06 +0.09° 2.89+0.08"®  14.05+0.71% 17.04
FNDT 8.14+0.07°  348+0.19°  16.98+0.47° 17.01

Los valores representan la media de dos experimentos independientes + el error estandar; n=6.

Letras diferentes por columna indican diferencia estadistica significativa por la prueba de Tukey (a= 0.05).
Din= fase dializada contenida en el tubo de dialisis; FA= fase acuosa.

(*) Miligramos equivalentes de acido fertlico por gramos de muestra (mg eq Fer/g).

(**) Indice de bioaccesibilidad (IB) expresado en porcentaje.

En el Cuadro 7.7 se muestran los resultados del contenido de FT posterior al
proceso de digestion in vitro. Nuevamente, se observo un impacto considerable posterior a
dicho proceso. Los resultados que se encontraron en la FA estuvieron en el intervalo de
853.49 a 3846 ug eq Rut/g (microgramos equivalentes de rutina por gramo de muestra); sin
embargo, el incremento que se encontro fue muy variable: en la muestra LN1 fue de 78.73
veces, en la muestra LN4 de 22.65 veces, en la FNDT de 10 veces y en las muestras
restantes (LN2, LN3 y LN5) en promedio fue de 4.51 veces. En FT los valores de 1B%
fueron mas bajos con respecto a lo encontrado en CFT, y estuvieron en el intervalo de 4.92
a 10.29%. Los resultados sugieren que bajo las condiciones del proceso de digestion in
vitro, existe un mayor contenido de flavonoides totales que podrian alcanzar el colon, el

cual es alrededor del 93%.
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Cuadro 7.7 Contenido de flavonoides totales (FT) en muestras de linaza (LN) y fraccion no

digerible total (FNDT) después de ser sometidas a un proceso de digestion in vitro.

No digerida Din FA
Muestra (Mg eq Rut/g)*  (ug eq Rut/g)* (g eq Rut/g)* IB%**
LN1 48.86 + 1.1° 162.97 £ 16.90* 3846.54 + 56.31° 4.06
LN2 197.82 + 2.04° 77.16 £ 6.75° 853.49 + 42.65¢ 8.29
LN3 164.76 £ 1.11° 88.93 + 4,04 795.60 + 37.34¢ 10.05
LN4 129.97 £2.94%  152.33+18.07°  2943.06 + 98.97° 4.92
LN5 226.12+3.18° 113.89 +8.70%¢  993.09 + 56.74¢ 10.29
FNDT 195.56 + 10.02° 138.71 +19.26® 2061.93 + 84.18° 6.30

Los valores representan la media de dos experimentos independientes + el error estandar; n=6.

Letras diferentes por columna indican diferencia estadistica significativa por la prueba de Tukey (o= 0.05).
Din= fase dializada contenida en el tubo de dialisis; FA= fase acuosa.

(*) Microgramos equivalentes de rutina por gramos de muestra (mg eq Rut/g).

(**) Indice de bioaccesibilidad (IB) expresado en porcentaje.

Conocido el impacto que tuvo el proceso de digestion in vitro sobre el contenido
de compuestos fenolicos, la capacidad antioxidante fue analizada por la técnica del ABTS.
Los resultados se muestran en el Cuadro 7.8. En la FA se encontraron valores de 84.32 a
145.80 umol eq trol/g (micromoles equivalentes de trolox por gramos de muestra), lo cual
indica un incremento promedio de hasta 4.02 veces; sin embargo, en algunas muestras se
observo un incremento de 6.04 y 5.74 veces (muestras LN4 y LN5, respectivamente). De
acuerdo a los resultados de RFA% (remanente de capacidad antioxidante en la fase acuosa),
es factible sugerir que aproximadamente un 95% de la capacidad antioxidante no es
bioaccesible, por lo tanto podra llegar al colon donde tendré algin efecto benéfico.
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Cuadro 7.8 Capacidad antioxidante de diferentes muestras de linaza (LN) y fraccion no

digerible total (FNDT) después de ser sometidas a un proceso de digestion in vitro.

No digerida Din FA
Muestra (umol eq trol/g)* (umol eq trol/g)* (umol eq trol/g)* RFA%**
LN1 27.01 £ 0.15° 7.25+0.92% 84.32 +2.18¢ 92.0
LN2 31.46 +£0.27° 5.00 + 0.35% 106.382 + 1.16° 95.91
LN3 28.45 £ 0.27¢ 5.05 + 0.27% 99.11 £ 1.20¢ 95.15
LN4 24.15 + 0.56¢ 6.83 + 0.14%® 145.80 + 1.40° 95.52
LN5 21.59 +0.38° 4.29 +0.42° 123.92 +1.16° 96.65
FNDT 36.46 + 0.38? 7.76 +1.172 84.34 + 2.79¢ 91.57

Los valores representan la media de dos experimentos independientes + el error estandar; n=6.

Letras diferentes por columna indican diferencia estadistica significativa por la prueba de Tukey (o= 0.05).
Din= fase dializada contenida en el tubo de dialisis; FA= fase acuosa.

(*) Microgramos equivalentes de trolox por gramo de muestra (umol eq trol/g).

(**) Remanente de capacidad antioxidante contenida en la fase acuosa (RFA) expresado en porcentaje.

Posterior al proceso de digestion in vitro los TC no pudieron ser cuantificados ni
en la FA ni en la Din, ya que el valor de las absorbancias siempre se present6 por debajo del
limite de deteccidn. La literatura cientifica indica que la mayoria de los TC son compuestos
insolubles y de alto peso molecular (Haminiuk et al., 2012), lo cual puede explicar su
ausencia en ambas fases (FA y D) y sugerir que en la linaza los TC presentan nula
bioaccesibilidad. EI aumento de CFT y FT posterior al proceso de digestion puede ser
explicado por la accion de las enzimas empleadas (a-amilasa, pancreatina y extracto de
bilis) y por los cambios en el pH (Saura-Calixto, 2011). La baja bioaccesibilidad de CFT y

FT puedo ser influenciada por la estructura quimica de los compuestos fendlicos y por su
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interaccion con diferentes macromoléculas como proteinas y carbohidratos que forman
parte de la fibra dietética (Haminiuk et al., 2012).

Comunmente, los compuestos fendlicos no glucosilados pueden ser directamente
absorbidos en el intestino delgado; no obstante, la mayoria de ellos se encuentra en forma
glucosilada y polimérica por lo que deben ser hidrolizados enziméticamente previo a su
absorcion (Haminiuk et al., 2012). Igualmente, en el experimento aqui establecido, los
compuestos fendlicos pudieron haber estado forma glucosilada y polimérica, ocasionando
un incremento en su tamafio molecular, lo cual impidié su penetracion a la membrana de
dialisis y asi disminuyd su bioaccesibilidad. Con respecto a las interacciones con la FD, se
ha informado que las fibras solubles pueden reducir el indice de absorcidn principalmente
por un atrapamiento fisico de los compuestos fendlicos dentro de la matriz de fibra y quimo
(Palafox-Carlos et al., 2011). Lo anterior, posiblemente también se pudo haber presentado
en el proceso de digestion in vitro y favorecio la baja bioaccesibilidad de los compuestos
fendlicos, tomando en cuenta que la linaza es una fuente importante de FD soluble
conocida como mucilago (Hall et al., 2006).

Los compuestos fendlicos han sido considerados como el grupo mas numeroso,
ubicuo e importante del reino vegetal (Naczk and Shaidi, 2004; Haminiuk et al., 2012).
Estos compuestos como antioxidantes donan un electron a cualquier radical libre y lo
convierten en una molécula inocua (Haminiuk et al., 2012). También pueden proteger
contra el dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN, ademéas de que tienen un impacto
significativo sobre la expresion de genes. La ingesta o concentraciones de éstos en el
plasma se asocian con el bajo riesgo de enfermedades cronicas degenerativas en personas
que consumen dietas saludables (Saura-Calixto, 2011). No obstante, estudios previos han
revisado las evidencias que sugieren gque la microestructura de los alimentos afecta la
bioaccesibilidad y biodisponibilidad principalmente de los compuestos fenolicos (Palafox-
Carlos et al., 2011); asimismo, la FD tiene un papel especifico en la absorcion de
compuestos fendlicos (Palafox-Carlos et al., 2011; Saura-Calixto, 2011), lo cual no ha

habia sido analizado en la linaza.

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo, sugieren que los compuestos

fenolicos en la linaza presentan baja bioaccesibilidad; ademas, suponen que el poder
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antioxidante se incrementd posterior al proceso de digestion in vitro y que dicho poder
antioxidante llegara al colon donde ejercera un efecto benéfico. Esto se puede traducir en la
prevencion de cancer de colon: mediante la generacion de un ambiente antioxidante en el
colon, inhibicién del dafio oxidativo al ADN e inflamacion, induccion de apoptosis y

prevencion de la formacion de polipos (Saura-Calixto, 2011).

Al respecto, Lopez-Oliva et al. (2006) alimentaron ratas Wistar con una dieta con
celulosa o con FD rica en compuestos fenolicos de uva vinicola; los autores reportaron que
la dieta con FD rica en compuestos fenolicos promovio hipoplasia epitelial en la mucosa
del colon, reduccion de apoptosis, disminucion del namero de criptas y de la capacidad
proliferativa. En otro estudio, un poco mas reciente, Lopez-Oliva et al. (2010) reportaron,
en ratones APCmin alimentados con una dieta estandar o suplementada con 1% de la FD
anteriormente mencionada, que la dieta suplementada redujo significativamente el nimero
de pdlipos, especialmente en la parte media del colon después de seis semanas, asi como
una reduccion de tumorigénesis en el intestino delgado. Estos resultados sugieren un efecto
positivo sobre el desarrollo de cancer de colon por parte de FD ricas en compuestos
fendlicos. En relacion a esto, Ferguson et al. (2001) han sefialado que la pared celular de
los alimentos vegetales contiene cantidades significativas de compuestos fenodlicos, los

cuales probablemente pueden proteger contra el desarrollo de cancer.

Sin embargo, hasta el momento no se ha determinado la cantidad de compuestos
fenolicos presentes en la FD de linaza; no obstante, el estudio de bioaccesibilidad in vitro
puede indicar algunas aproximaciones, ya que su FA (fase acuosa) puede estar conformada
principalmente por FD soluble (mucilago), y como lo mostré el estudio in vitro, es rica en
compuestos CFT y FT. Para los taninos condesados (TC), éstos pueden estar presentes en
su FD insoluble en concentraciones importantes. Otros antioxidantes dietarios importantes
en la linaza son los lignanos, acido ferulico y acido p-hidroxibenzoico; en la oleaginosa se
encuentran concentraciones de 9 a 30 mg/g de harina desgrasada, 313 mg/100 g de harina
desgrasada y 6454 mg/100 g de harina desgrasada, para ligananos, acido feralico y acido p-
hidroxibenzoico, respectivamente (Hall et al., 2006; Touré y Xueming, 2010). Se ha
informado que los lignanos se encuentran principalmente en la pared celular de la linaza, y

en el caso del &cido ferulico y p-hidroxibenzoico se ha reportado que son uno de los
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principales compuestos fendlicos asociados a FD en alimentos vegetales, junto con los
taninos condensados (Saura-Calixto, 2011). Lo anterior hace suponer el potencial
nutracéutico de la linaza en lo que respecta a la prevencidn de cancer de colon y debido a la

baja bioaccesibilidad de sus compuestos fenolicos.

7.1.6 Contenido de fraccion indigerible (FI)

Previo al estudio in vivo se determind el contenido de FI por el método de Saura-
Calixto et el. (2000). Este método fue empleado porque se presentaron problemas para
separar el mucilago utilizando el método oficial para cuantificar fibra dietética (FD) de la
AOAC (2002). El protocolo para cuantificar la FI de alimentos vegetales propuestos por
Saura-Calixto et al. (2000) incluye etapas de centrifugacion y dialisis, las cuales
permitieron la extraccion y cuantificacion del mucilago. EI método para cuantificar la FI es
utilizado como una opcion fisioldgica al analisis de la FD en estudios nutricionales (Saura-
Calixto y Gofii, 2004), ya que los carbohidratos indigeribles pueden ser representados por
la FI, fraccion que contiene los principales sustratos de fermentacién col6nica, como la FD,
almidon resistente, gomas o mucilagos, proteina resistente y otros compuestos asociados,
como compuestos fendlicos (Saura-Calixto, 2006). Asimismo, el contenido de FI total fue
analizado para conocer el contenido de carbohidratos indigeribles que los animales
ingirieron en el ensayo in vivo, igualmente, se usd para ajustar la dosis de FNDT que se

administré a los animales.

Los valores de FI soluble, insoluble y total de las muestras de LN1 y FNDT se
muestran en el Cuadro 7.9. En el contenido de FI soluble practicamente no se observaron
cambios; sin embargo, como se esperaba en la FNDT se encontrd un valor mas alto de Fl
insoluble (45.59%), el cual fue de 2.7 veces. Este hecho se puede deber al método utilizado
para extraerla FNDT; posiblemente, la aplicacion de acido tanico y los lavados con acetona
provocaron una mayor concentracion de celulosa, hemicelulosa y lignina (principales

componentes de la FD insoluble).
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Cuadro 7.9 Contenido de fraccion indigerible (FI) en muestra de linaza (LN) y su fraccion
no digerible (FNDT).

FI (% en base seca)*

Muestra Soluble Insoluble Total**
LN1 17.77 £ 0.73 36.50 £1.96 54.27
FNDT 16.96 + 0.88 45.59 +0.79 62.55

Los valores representan la media de dos experimentos independientes + el error estandar; n=6.
(*) Los resultados son expresados como porcentaje en base seca.

(**) El valor de fraccion indigerible total fue calculado por diferencia.

De acuerdo a la definicién de FI, la FI soluble esta constituida principalmente por
FD soluble y compuestos bioactivos asociados como compuestos fendlicos (Saura-Calixto,
2006). La mayor parte de FD soluble en la semilla de linaza estad conformada por mucilago,
el cual se encuentra en un intervalo de 3.6 a 10% (Hall et al., 2006). Sin embargo, Luo et
al. (2003) extrajeron mucilago con agua caliente (90-95%) durante 50-60 minutos y
obtuvieron una produccion de mucilago del 13-14%, lo cual es similar con lo obtenido en
FI soluble.

Aproximadamente dos terceras partes del contenido de FI total correspondieron a
Fl insoluble. La mayor proporcion de FI insoluble sobre la soluble se debe al hecho de que
la fraccion insoluble estd conformada por una mayor cantidad de constituyentes
indigeribles, destacando la presencia de FD insoluble (celulosa, hemicelulosa y lignina),
proteina resistente, compuestos polifenolicos (lignina, taninos condensados y flavonoides)

y posiblemente almidon resistente (Saura-Calixto et al., 2000).
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En resumen, los resultados sugieren que los tratamientos utilizados en el ensayo in
vivo presentan importantes concentraciones de carbohidratos indigeribles, asi como otras

biomoleculas asociadas, sobre todo la muestra de FNDT.

7.2 Efecto de la linaza 'y su FNDT sobre el estadio temprano de cancer de colon

Una vez caracterizadas las muestras de linaza y la fraccion no digerible total
(FNDT) de la muestra LN1 se procedi6 a realizar el ensayo in vivo. La muestra de linaza
LN1 fue utiliza para obtener su FNDT debido a que ésta present6 el valor méas alto de
taninos condesados y fue la segunda mejor que mostré un alto contenido de carbohidratos
totales (Cuadros 7.1 y 7.2, respectivamente); ademas, después del proceso de digestion in
vitro, la muestra LN1 exhibi6 el valor mas alto de compuestos fenolicos totales y

flavonoides totales (Cuadros 7.6 y 7.7, respectivamente).

7.2.1 Consumo de agua, alimento y ganancia de peso corporal

El consumo de agua, alimento y la ganancia de peso corporal fueron medidos
semanalmente, durante el experimento in vivo con la finalidad de observar si la
administracion de azoximetano (AOM) o la de los tratamientos (Linaza y FNDT) influia en
dichas variables. Los resultados son expresados como la delta de cada promedio por grupo

+ el error estandar y se presentan en las Figuras 7.1, 7.2 y 7.3.

El grupo experimental Linaza + AOM consumié menos agua y alimento; no
obstante, no fue estadisticamente significativo (p<0.05) con respecto al grupo AOM (Figura
7.1y 7.2). En general, en este estudio se observo que la administracion de los tratamientos,
asi como la induccion quimica de cancer de colon por AOM no influyd significativamente
(p>0.05) en el consumo de agua, alimento y ganancia de peso corporal. La comparacion se

realizd con respecto al grupo tratado con AOM.
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Figura 7.1 Consumo de agua de los grupos experimentales. Los
resultados representan la delta del promedio de cada grupo + el error
estandar (n=12).
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Figura 7.2 Consumo de alimento de los grupos experimentales. Los
resultados representan la delta del promedio de cada grupo * el error
estandar (n=12).
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Figuara 7.3 Ganancia de peso corporal de los grupos experimentales. Los
resultados representan la delta del promedio de cada grupo + el error estandar
(n=12).
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Estas observaciones concuerdan con lo reportado por Nochera y Alabaster (2009),
quienes obtuvieron cambios significativos (p>0.05) en el consumo de alimento y en la
ganancia de peso corporal de ratas tratadas con AOM y con una dieta combinada con
linaza; Igualmente, Vergara-Castafieda et al. (2010), sugirieron que la aplicacion AOM y
tratamientos (frijol comdn y su extracto de polisacaridos) no influyeron en la ganancia de
peso, consumo de agua y alimento debido a que su evaluacion se realizd en un estadio
temprano de cancer de colon. No obstante, existen datos contradictorios. Por ejemplo, Rao
et al (1998) observaron una disminucién en la ganancia de peso corporal de hasta un 10%

en ratas tratadas con AOM y con una dieta que contenia un 10% de pectina.

Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que la administracién de linaza a
la dosis recomendada (aproximadamente 16 g) no afecta significativamente (p>0.05) el

consumo de agua y alimento, asi como la ganancia de peso corporal en ratas inducidas y no
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inducidas, posiblemente porque la administracion de los tratamientos fue relativamente

corta.

7.2.2 Fosas cripticas aberrantes (FCA)

El nimero de total y multiplicidad de FCA se muestra en el Cuadro 7.10, y en la
Figura 7.4 se presentan las imagenes de dicho sistema, en donde se puede apreciar el
namero de cripta(s) que puede conformar a una fosa. En lo que respecta al numero total de
FCA, en los grupos Linaza + AOM y FNDT + AOM, aunque se observo una disminucion
de las FCA (56.00 + 19.2 y 80 + 21.8, respectivamente) ésta no fue estadisticamente
significativa (p>0.05). En el caso de la multiplicidad de las criptas, en esta variable fue
posible observar una disminucion significativa (p<0.05) en el grupo Linaza + AOM,

especificamente en las FCA formadas por 4 criptas o mas (Cuadro 7.10 y Figura 7.4).

La multiplicidad de las FCA incrementa con el tiempo y son un indicador Gtil para
predecir el desarrollo de tumores (Wargovich et al., 1995). En este sentido, se ha
demostrado que FCA conformadas por cuatro criptas o mas (4 > criptas), son mas
promisoras a desarrollar tumores (Rao et al., 1998). En el Cuadro 7.10, se puede observar el
alto nimero de FCA conformadas por 4 > criptas por parte del grupo de AOM (34.00 +
11.0). De acuerdo a la multiplicidad de las criptas, los resultados sugieren un efecto

preventivo de la linaza.
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Cuadro 7.10 Efecto de la linaza y su fraccion no digerible total (FNDT) sobre el nimero total y multiplicidad de fosas cripticas

aberrantes (FCA) en ratas inducidas quimicamente con azoximetano (AOM).

Multiplicidad

Grupo

experimental No. Total de FCA 1 cripta 2 criptas 3 criptas 4 > criptas
Control 1.33+£13 0.33+£0.3 0.33+0.3 0.33+£0.3 0.00£0.0
Linaza 4.17 +3.77 3.67 3.2 0.50+0.5 0.00+0.0 0.00+0.0
FNDT 1.67+0.84 1.17+£0.5 0.16 +0.16 0.16 +0.16 0.16 £ 0.16
AOM 146.75 + 28.7 51.75+12.3 4025+ 4.4 20.75+4.7 34.00 £ 11.0
Linaza + AOM 56.00 £ 19.2* 27.67+11.8 12.00 + 3.2* 5.67+1.7* 10.50 + 3.5*
FNDT + AOM 90.83 £ 22.9 30.67+75 25.00 £ 6.2* 13.17+5.8 221754

Los valores representan la media * el error estandar (n=6).

(*) Indica diferencia estadistica significativa con respecto al grupo tratado con azoximetano (AOM) (Dunnett; 0=0.05).



Figura 7.4 Visualizacion de fosas cripticas aberrantes con azul de metileno (FCA): A. Fosas aberrantes
conformadas por una y dos criptas. B. Fosa aberrante conformada por dos criptas. C. Fosa aberrante
conformada por tres criptas. D. Fosa aberrante conformada por cuatro criptas. E. Tejido colonico sin FCA.
Las fotografias A, B, C y D pertenecen al grupo AOM (azoximetano) mientras que la fotografia E al grupo
Control.
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El sistema de FCA ha sido utilizado ampliamente para observar el efecto de la
dieta, asi como de agentes bioldgicos y quimioterapéuticos sobre cambios morfoldgicos y
genéticos del tejido coldnico en respuesta a dichos factores (Das et al., 2007). Del mismo
modo, algunos autores han utilizado esta herramienta para evaluar el potencial preventivo
contra el cancer de colon de algunos alimentos ricos en FD asi como de ingredientes

alimenticios.

Al respecto, Nochera y Olabaster (2009) demostraron que la FD insoluble de
salvado de trigo en combinacion con alimentos ricos en FD soluble (como linaza y soya)
disminuyo significativamente el nimero total y multiplicidad (4 > criptas) de FCA en
comparacion al efecto estudiado por separado de la linaza o el salvado de trigo. Dichos
autores concluyeron que la dieta tiene un efecto importante en la prevencién del cancer de
colon, y que la combinacion de alimentos en la dieta puede ser mas importante que el
consumo de uno solo; no obstante, los autores no sefialaron ningn mecanismo de accién

que expligue dicho efecto preventivo.

En este trabajo, se analizé el efecto preventivo o quimiopreventivo de la linaza y
de su FNDT por separados y administrados via sonda intragastrica. Cabe sefialar que
existen pocos estudios al respecto. Jenab y Thompson (1996) analizaron el efecto
quimioprotector de la linaza utilizando como base el consumo promedio de 15 g sobre el
namero total y multiplicidad de FCA. Los autores observaron que la linaza a largo plazo
disminuyé significativamente la multiplicidad de las criptas, sugiriendo su posible efecto
contra el cancer de colon; dicho efecto preventivo, fue asociado al incremento dosis-
dependiente de la actividad cecal de B-glucoronidasa y a la excrecion urinaria de lignanos,

y no la produccion de AGCC o disminucién del pH asociado a la fermentacion de la FD.

En este estudio (a corto plazo) se encontr6 un patrén similar, ya que se observo una
disminucion significativa de la multiplicidad de las criptas (4 > criptas) por parte del grupo
Linaza + AOM (Cuadro 7.11). La dosis de linaza administrada fue en base al consumo
recomendado de dos cucharadas por dia, es decir aproximadamente 16 g de linaza/dia
(Figuerola et al., 2008; Hall et al., 2006), similar a la administrada por Jenab y Thompson
(1996). Igualmente, no se observé una disminucion significativa del pH, ni cambios

importantes en el perfil de los AGCC, producto de la fermentacion de los carbohidratos

79



indigeribles (en su mayoria componentes de la FD). Estas observaciones seran discutidas en

una seccion posterior.

7.2.3 pH y contenido de AGCC en el contenido cecal, colénico y heces

La fermentacién colonica de carbohidratos indigeribles estd asociada con una
disminucion en los valores del pH y con una consecuente proliferacién benéfica de la
microbiota, como las bifidobacterias (Hernandez-Salazar et al., 2010). Por lo tanto, los
cambios en el pH son frecuentemente usados como un indicador indirecto de la
fermentacion de materiales indigeribles, por lo que se decidié analizar el pH del contenido
cecal, colonico y en heces de las ratas en estudio, cuyos valores se muestran en el Cuadro
7.11.

En el contenido cecal de las ratas, los grupos tratados con Linaza y FNDT
mostraron una disminucion significativa (p<0.05) en los valores de pH con respecto al
grupo tratado con AOM,; en lo que respecta a los grupos Linaza + AOM y FNDT + AOM
no se observo diferencia estadistica significativa en el contenido cecal, colénico y heces de

los animales (Cuadro 7.11).

Los valores de pH encontrados en este estudio no fueron tan bajos como se
esperaba, incluso, parecen no corresponder a una produccion alta o significativa de AGCC,
principalmente de acido acético. Aunque no se puede hacer una comparacion directa, se ha
observado en algunos estudios in vitro una relacion inversa entre la produccion de &cido

acético y la disminucién del pH (Hernandez-Salazar et al., 2010).
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Cuadro 7.11 Efecto de los tratamientos sobre el pH del contenido cecal, coldnico y heces de
ratas inducidas y no inducidas.

pH

Grupo

Experimental Contenido cecal Contenido colonico Heces
Control 7.65 + 0.12A ¢ 7.46 +0.187° 6.95 + 0.45°P
Linaza 7.33 £ 0.01A¢ 7.49 £ 0.02A2 7.09 £ 0.37A%
FNDT 7.25 £ 0.05°°¢ 7.60 £0.1172 7.56 £0.12°%®
AOM 7.81+0.032 7.51+0.21A2 7.38 +0.25~%®
Linaza + AOM 7.87 £0.02°2 7.68 £ 0.07/B2 7.72£0.038%®
FNDT + AOM 7.68 +0.137B @ 7.40 £0.1682 7.97 £0.05"2

Los valores representan la media * error estandar de tres repeticiones.
Letras mayusculas indican diferencia estadistica significativa por fila y letras minisculas por columna
(Tukey, a= 0.05).

Como ya se ha mencionado, la produccion de AGCC (como acido acético,
propiodnico y butirico) es considerado el producto mas importante de la fermentacién de los
carbohidratos indigeribles (Slavin, 2007). Para tratar de probar que el efecto
quimioprotector de los tratamientos (linaza y FNDT) estuviese asociado a la fermentacion
de su fraccién de carbohidratos indigeribles, se analiz6 el contenido de los AGCC. Los

resultados se muestran en el Cuadro 7.12.

En el contenido cecal, no se observd diferencia estadistica significativa (p>0.05)
en los niveles acido acético por la administracion de los tratamientos; en los grupos AOM,
Linaza + AOM y FNDT + AOM los niveles de acido propionico y butirico no fueron

significativamente diferentes (p>0.05).
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Cuadro 7.12 Contenido de &cidos grasos de cadena corta (AGCC) en contenido cecal, colonico y heces.

AGCC (mM / g de muestra)*
Contenido cecal Contenido colonico Heces
Grupo Acético  Propionico  Butirico Acético Propionico  Butirico ~ Acético  Propidnico Butirico
Control 1494+05  7.01+03*  6.33+04° 16.35+ 0.7 6.21+05° 456+04® 1999+15  674+03* 4.85+0.2°
Linaza 15.61+0.70 7.65+0.2%  498+0.3°  13.91+0.3*  7.88+04® 437+02® 21.24+09° 6.84+0.2% 580+0.2%
FNDT 1595+ 0.8 6.80+0.3" 541+03®  16.72+0.42 6.50£05® 389+02° 2347+35° 6.95+0.6* 7.26+0.9°
AOM 16.42+ 0.7  7.43+02%  6.25%0.3 13.44 £ 0.3° 8.17+0.1% 441+00® 2526+1.6* 6.83+02*° 588x0.3®
Linaza+ AOM 1535+0.6* 8.01+0.2*  6.28+0.1*  14.88+09®  630+£05® 4.02+02° 20.02+0.8 647+02* 4.63+0.3"
FNDT + AOM  14.82+0.8* 7.92+01®  495+02*  1495+1.1%  735+05® 534+04* 2024+04° 6.86+02° 6.98+0.2°

Los valores representan la media * error estandar de tres repeticiones.

Letras diferentes por columna indican diferencia estadistica significativa (Tukey 0=0.05).

(*) milimolar por gramos de muestra.
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En el contenido coldnico, los grupos Control y Linaza presentan los valores
mas altos de &cido acético; no obstante, entre los grupos AOM, Linaza + AOM y
FDNT + AOM, no se observaron cambios estadisticamente significativos (p>0.05).
El mismo patron fue observado en los niveles de acido propionico y butirico para los
grupos AOM, Linaza+ AOM y FNDT + AOM.

Por ultimo, en heces no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05) entre los grupos experimentales AOM, Linaza + AOM vy
FNDT + AOM, en el contenido de acido acético y propionico; solo se observaron
cambios significativos en el contenido de &cido butirico por parte del grupo FNDT +
AOM (6.98 £ 0.2).

En resumen, éstos resultados sugieren que la administracion de linaza y su
FNDT no repercutieron de manera importante en la microbiota col6nica de las ratas
experimentales, ya que posiblemente el aporte de carbohidratos indigeribles por parte
de los tratamientos administrados no fue suficiente para generar cambios
significativos en los niveles de AGCC. Se sabe que la cantidad de sustrato disponible
es uno de los principales factores que influye directamente en la produccion de
AGCC (Salvador et al., 1993; Barry et al., 1995).

Este patréon fue reportado por Jenab y Thompson (1996) en un estudio
realizado con linaza en una dosis similar empleada en este trabajo, pero en un estudio

a largo plazo.

7.2.4 Actividad de p-glucoronidasa

B-glucoronidasa es una enzima de origen microbiano que esta involucrada
en la activacion y circulacién enterohepatica de varios procarcinGgenos,
carcindgenos, mutagenos y toxinas, componentes de la dieta y compuestos
enddgenos, por tales motivos su actividad ha sido asociada con el incremento en el
desarrollo de cancer de colon (Jenab et al., 1999). Por otro lado, se ha sugerido que
dietas suplementadas con diferentes tipos de fibra contribuyen a disminuir el riesgo
de padecer cancer de colon a través del incremento de la microflora benéfica,
produccion de AGCC y reduccion de la actividad de B-glucoronidasa (Vergara-
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Castafieda et al., 2010). Por estas razones, la actividad de B-glucoronidasa fue

analizada en el contenido cecal, colénico y heces de ratas inducidas y no inducidas.

En la Figura 7.5 se muestra la actividad total de B-glucoronidasa del
contenido cecal de los grupos experimentales. En dicho grafico se observd un
aumento estadisticamente significativo (p<0.05) de los grupos Linaza y Linaza +
AOM con respecto al grupo de AOM.

En el contenido colonico, el grupo Linaza presento el valor mas altos de
actividad total, el cual fue estadisticamente diferente (p<0.05) con respecto al grupo
AOM (Figura 7.6). Por su parte, en los grupos Linaza + AOM y FNDT + AOM,
también se observo un aumento en la actividad de B-glucoronidasa; no obstante, no

fue estadisticamente diferente con respecto al grupo AOM.
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Figura 7.5 Actividad de B-glucoronidasa en el contenido cecal de ratas inducidas y no
inducidas. Los resultados representan la media + el error estandar de dos experimentos
independientes (n=6). Los valores son expresados como nmol de fenolftaleina liberados por
min por gramo de muestra. (nmol/min/g). (*) Indica diferencia estadistica significativa con
respecto al grupo tratado con azoximetano (AOM) (Dunnett; a= 0.05).
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Figura 7.6. Actividad de p-glucoronidasa en el contenido col6nico de ratas inducidas y no
inducidas. Los resultados representan la media £ el error estandar de dos experimentos
independientes (n=6). Los valores son expresados como nmol de fenolftaleina liberados por
min por gramo de muestra. (nmol/min/g). (*) Indica diferencia estadistica significativa con
respecto al grupo tratado con azoximetano (AOM) (Dunnett; a= 0.05).

Por ultimo, en heces se observo el efecto contrario. Los grupos AOM +

Linaza y AOM + FNDT disminuyeron significativamente (p<0.05) la actividad total

de B-glucoronidasa con respecto al grupo AOM. Ademas, en el grupo Linaza se

observd un aumento de la actividad, no obstante, no fue estadisticamente

significativo con respecto al grupo AOM (Figura 7.7).
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Figura 7.7 Actividad de B-glucoronidasa en heces de ratas inducidas y no inducidas. Los
resultados representan la media + el error estandar de dos experimentos independientes
(n=6). Los valores son expresados como nanomoles de fenolftaleina liberados por minuto
por gramo de muestra (nmol/min/g). (*) Indica diferencia estadistica significativa con
respecto al grupo tratado con azoximetano (AOM) (Dunnett; a= 0.05).

Los resultados obtenidos en este trabajo no concuerdan con lo reportado por
Vergara-Castafieda et al. (2010) y Nakanishi et al. (2003), ya que el efecto que se
encontr6 en el contenido cecal y colénico por parte del grupo Linaza fue paraddjico,
debido a que en este grupo se observd un incremento de la actividad de [-

glucoronidasa y una disminucion significativa (p<0.05) en la multiplicidad de FCA.

Vergara-Castafieda et al. (2010) reportaron una disminucion en la actividad
de B-glucoronidasa en ratas inducidas con AOM pero alimentadas con frijol comin
(Variedad Bayo Madero), lo cual explicaba la reduccién de FCA, sugiriendo a dicha
observacién como un mecanismo quimioprotector. Asimismo, Nakanishi et al.

(2003) demostrd que en ratas inducidas con AOM vy tratadas con almidon de maiz
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rico en amilosa y una cepa de Clostridium butyricum disminuy6 el nimero de FCA 'y
la actividad de B-glucoronidasa en el contenido colonico.

Se ha demostrado que pectinas, grasa animal, carne y dietas ricas en grasa
incrementan la actividad de B-glucoronidasa, igualmente la incidencia de cancer de
colon (Jenab et al., 1999). Por lo tanto, se sugiere que B-glucoronidasa incrementa la
circulacién enterohepética de carcin6genos y mutagenos, lo cual puede incrementar
la exposicion de dichos carcin6genos en la mucosa colonica provocando un dafio en
el ADN de los colonocitos (Jenab et al., 1999).

Sin embargo, Jenab et al. (1999), obtuvieron resultados paraddjicos y
similares a los encontrados en este trabajo. Los autores concluyeron que el consumo
de linaza incremento la actividad de B-glucoronidasa en el contenido cecal; ademas,
observaron una correlacion positiva entre la excrecion urinaria de lignanos y la
actividad de B-glucoronidasa, lo cual sugirio que la actividad de B-glucoronidasa

estuvo inducida por lignanos.

Asimismo, Jenab y Thompson (1996) demostraron que el consumo de linaza
disminuyd la multiplicidad de FCA; el cual estuvo asociado al incremento dosis-
dependiente de la actividad de B-glucoronidasa en el contenido cecal y a la excrecion
urinaria de lignanos, pero no a la produccién de AGCC o disminucién del pH.

Los lignanos son compuestos difendlicos de las plantas superiores
conformados por el acoplamiento de dos residuos de alcohol coniferilico, los cuales
estan presentes en la pared celular de las plantas (Touré y Xueming, 2010). Ademas,
se sabe que por accién de las enzimas de origen microbioano del colon son
biotransformados a enterodiol (ED) y enterolactona (EL), denominados lignanos de
mamiferos (Jenab et al., 1999). Una vez que los lignanos son biotransformados, éstos
son absorbidos en colon y transportados al higado, en dénde son conjugados con el
acido glucoronico para ser excretados nuevamente en el tracto digestivo via bilis. De
vuelta en el colon, son desconjugados por medio de la enzima B-glucoronidasa
(Jenab et al., 1999); lo anterior puede explicar el incremento de su actividad

observado en este estudio.
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Los lignanos de mamiferos (ED y EL) poseen mayor capacidad antioxidante
que sus precursores. Prasad (2000) demostré que los lignanos de mamiferos ED y EL
presentaron 3.95 y 3.43 veces mas capacidad antioxidante que su precursor
diglucosdio de secoisolariciresinol (SDG). Esto sugiere que la biotransformacion de
lignanos provoco un aumento del estatus antioxidante en el colon de las ratas, lo cual
se vio reflejado en la disminucion de la multiplicidad de FCA en estadios tempranos
de cancer de colon. Esta hipotesis puede ser soportada de acuerdo a los resultados

obtenidos mediante el proceso de digestion in vitro.

Al respecto, algunos autores han sefialado que el transporte de antioxidantes
dietarios a través de tracto gastrointestinal puede ser una funcién esencial de la FD,
ya que alrededor del 50% de los antioxidantes dietarios, principalmente polifenoles,
atraviesan el intestino delgado sin ser absorbidos debido a que se encuentran
asociados a la FD (Saura-Calixto, 2011). En el caso de la linaza, los lignanos se
encuentran en la pared celular de las células de la semilla, en una proporcion que va
de 9 a 30 mg/g de harina desgrasada (Touré y Xueming, 2010). En el colon, los
antioxidantes dietarios pueden ser liberados de la matriz de la FD por accion de las
enzimas de la microbiota, produciendo metabolitos antioxidantes y un ambiente
antioxidante. Estudios en animales y humanos han demostrado propiedades
prometedoras de FD ricas en compuestos fendlicos en la prevencién de factores de
riesgo asociados a enfermedades cardiovasculares e intestinales, incluyendo la

prevencion de cancer de colon (Saura-Calixto, 2011).

7.3 Anélisis de la expresion de genes asociados al desarrollo de cancer de colon

Para este estudio se analizaron 12 genes involucrados en el cancer de colon y
un gen constitutivo, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (gadph) (Cuadro 6.1,
seccién Materiales y Métodos). Sin embargo, de los genes propuestos a analizar
solamente fue posible detectar 6 y el gen constitutivo. De acuerdo a la metodologia
empleada (RT-PCR) fue posible observar la expresion de genes involucrados en
apoptosis y arresto al ciclo celular, como bcl-2, bax, caspasa 3, p21, p53 y rb en el
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colon distal de ratas de los grupos Control, AOM, Linaza + AOM y FNDT + AOM
(Figuras 7.8 y 7.9).

La expresion de p53 y p21no fue observada en el grupo AOM. p53 es un gen
que puede ser expresado por dafio al ADN, por lo tanto, su expresion induce arresto
al ciclo celular en las fases G1 y G2, pero si el dafio es muy severo la expresion de
p53 puede inducir apoptosis. Feregrino-Pérez et al. (2008) utilizando la misma cepa
de ratas reportaron la sobre expresion de p53 en ratas tratadas con AOM; observaron
que la aplicacion de un extracto de polisacaridos de frijol comun negro disminuyo la
expresion de p53. Esta diferencia puede ser explicada por la falta de una mutacion en
el gen p53 en las ratas tratadas con AOM. Algunos autores han reportado una
reactividad positiva por inmunohistoquimica para p53 en FCA Unicamente en el 42%
de los animales (27/65) (Stopera y Bird, 1993).

El gen p21 también esta implicado en arresto al ciclo celular a través de la
inhibicion del complejo ciclina dependiente de quinasa. Ademas, la expresion de este
gen es regularmente inducida por p53, como se observé en el grupo Linaza + AOM,
lo cual sugiere que la linaza induce la expresién de ambos genes. Este hecho puede
explicar la reduccion de la multiplicidad de las criptas. Sin embargo, en el grupo
FNDT + AOM, la expresion de p21 fue independiente de p53, induciendo arresto al
ciclo celular. Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura (Mahyar-
Roemer y Roemer, 2001; Feregrino-Pérez et al., 2008). El grupo FNDT + AOM
mostrd incremento en la expresion caspasa 3, disminucion de la expresion de bcl-2 y
aumento de la expresion de bax; tales hechos sugieren que la FNDT indujo apoptosis

mitocondrial.
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La expresion de rb fue reprimida en el grupo AOM, mientras que, los
tratamientos linaza y su FNDT no influyeron en su expresion. El gen rb es un gen
constitutivo expresado en células que estan en ciclo celular o no, y la pérdida de su
funcién estd implicada en el desarrollo de otros tipos de cancer, como el de ojo,

pulmén, vejiga, prostata y cerebro (Zhang et al., 2000).

Aunque la linaza fue el Unico tratamiento que significativamente disminuyo
la multiplicidad de las criptas, el analisis de la expresion de genes mostrd que la
dosis sugerida de linaza (2 cucharadas/dia) y su FNDT modularon la expresion de
genes involucrados en arresto al ciclo celular, proliferacion y apoptosis mitocondrial.
Este efecto no puede ser atribuido a la fermentacion de la fibra dietética (FD); no
obstante, se ha indicado que la FD puede tener otra funcién fisioldgica esencial. Es
decir, la FD puede funcionar como un vehiculo de antioxidantes dietarios, ya qué
aproximadamente 50% de los antioxidantes dietarios, principalmente compuestos
fendlicos, pueden alcanzar el colon al igual que la FD (Saura-Calixto, 2011).
Asimismo, se ha informado que los antioxidantes dietarios asociados a FD pueden
inducir un efecto quimiopreventivo contra el desarrollo de cancer de colon mediante
diferentes mecanismos: generando un ambiente antioxidante en el colon, inhibiendo
el dafio oxidativo al ADN e inflamacidn, induciendo apoptosis y previniendo la

formacion de lipidos (Saura-Calixto, 2011).

De acuerdo a los resultados de bioaccesibilidad, es posible sugerir que los
compuestos fendlicos pueden ser los responsables de la expresion de los genes
analizados. Los lignanos son compuestos difendlicos encontrados en las plantas
superiores, formados por el acoplamiento de dos residuos de alcohol coniferilico, los
cuales se encuentran en la pared celular de las plantas (Touré y Xueming, 2010). Se
ha sugerido que los lignanos son el principal compuesto responsable de la actividad
antioxidante y del efecto anticancer en la linaza, y que ademas este alimento vegetal
es una fuente importante de dichos compuestos fendlicos, particularmente de un
lignano denominado diglucosido de secoisolariciresinol (SDG) (Touré y Xueming,
2010). El SDG es convertido por las bacterias del colon humano (y en el colon de
otros animales) en lignanos de mamifero Ilamdos enterodiol (ED) y enterolactona

(EL) (Touré y Xueming, 2010). Se ha informado que una dosis de 10 mg/Kg y tres
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veces por semana de EL reduce la expresion de celulas colo 201 (células de cancer
de colon humano) en ratones atimicos desnudos, raton de laboratorio que es calvo,
carece de una glandula del timo normal y tiene un sistema inmunitario defectuoso
debido a una mutacion genética; estos ratones se usan a menudo en la investigacion
del céncer porque no rechazan las células tumorales de los ratones u otras especies
(Instituto Nacional del Céncer de los Estados unidos, 2014). En base a esos
resultados, los cuales fueron obtenidos mediante analisis de Western blot, los autores
sugirieron que la supresion de tumores fue inducida por apoptosis mitocondrial y

disminucion de la proliferacion celular (Danbara et al., 2005).

7.3.1 Mecanismo de accion propuesto de los tratamientos, linaza y su FNDT

(fraccidn no digerible total), sobre ratas inducidas con AOM

En las Figuras 7.10 y 7.11 se ilustra el posible mecanismo de accion de los
tratamientos (Linaza y FNDT) sobre las ratas inducidas con azoximetano. De
acuerdo a los resultados se propone que el efecto quimioprotector de los tratamientos
(linaza y su FNDT) no puede ser atribuido a la fermentacion de carbohidratos
indigeribles, como fibra dietética, debido a que no se encontraron cambios
estadisticamente significativos en los valores de pH en las diferentes secciones del
colon analizadas (cecal y coldnico) y en heces de las ratas; ademas, no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas en los valores de &cidos grasos de cadena

corta, principalmente, en &cido propionico y butirico.

En relacién a los resultados obtenidos por el ensayo de bioaccesibilidad, se
encontrd que los tratamientos (Linaza y su FNDT) contienen compuestos fendlicos
con baja bioaccesibilidad, y que éstos ademas presentan capacidad antioxidante
elevada posterior al proceso de digestion in vitro; por lo tanto, se propone que los
compuestos fendlicos de linaza y FNDT, expresados como fenoles totales,
flavonoides totales y taninos condensados, podrian ser los responsables del efecto
quimioprotector; no obstante, no se descarta a los lignanos, ya que se ha informado
de su alto poder antioxidante y su efecto preventivo contrata el cancer de colon
(Touré and Xueming, 2010).
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Los resultados de bioaccesibilidad sugieren que los compuestos fendlicos, ya
mencionado, serian conducidos por la fibra dietética de los tratamientos (Linaza y
FNDT) al colon, en donde serian biotransformados por la microbiota, produciéndose
otros compuestos con igual o mayor capacidad antioxidante, éstos compuestos
incrementarian el estatus antioxidante en el colon, el cual esta relacionado por la
prevencion de algunas enfermedades, incluyendo el cancer de colon, o bien podrian
influir o participar en la expresion de algunos genes relacionados con el desarrollo

del cancer de colon.

En base a los resultados obtenidos por la metodologia de RT-PCR, se sugiere
que la linaza a la dosis de consumo (dos cucharadas) presenta un efecto preventivo
contra el cancer de colon, debido a que incremento la expresion de p53 'y p21. El gen
supresor de tumor p53 generalmente es expresado por algin dafio al ADN; no
obstante, existen reportes que indican que su expresion también puede ser inducida
por agentes quimiopreventivos naturales. La expresion de p2l1 es
transcripcionalmente regulada por el gen supresor de tumor p53, debido a un dafio al
ADN y/o por varios mecanismos independientes de p53. El inhibidor de los
complejos ciclina dependiente de quinasa P21 ¢P¥"4™ (como también se le conoce),
inhibe los complejos Cdk/Ciclin, lo cual impide rio abajo la fosforilacion de rb
generandose arresto al ciclo celular en las fases G1-S y G2-M (Figura 7.10) (Poole et
al., 2004).

La fraccion no digerible total (FNDT) Gnicamente incremento la expresion de
p21, sugiriendo también arresto al ciclo celular en las fases G1-S y G2-M, como se
menciono anteriormente. Ademas, se encontré que la FNDT disminuyd la expresion
de bcl-2 (gen antiapoptotico) e incrementd la presion de bax (gen proapoptotico), lo
cual indujo la salida del citocromo C de la mitocondria hacia el citosol, una vez en el
citosol, el citocromo C interactu6 con el complejo apoptosomico, el cual esta
conformado por Apaf-1 y pro-caspasa-9, propiciando la activacion de la caspasa-9
(caspasa inductora), finalmente caspasa-9 activé a caspasa-3 (caspasa efectora)
induciendo apoptosis via mitocondria (Figura 7.11). En resumen, se propone que los

mecanismos de accion fueron arresto al ciclo celular por parte de la linaza y su
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FNDT; sin embargo, también se encontr6 que la FNDT indujo apoptosis via

mitocondria.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que la linaza presenta cantidades signifcativas de
compuestos fendlicos, debido a que los extractos metanolicos presentaron buena
habilidad reductora y secuestradora de radicales libres. Ademas, después del proceso
de digestion in vitro, los valores de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales
y capacidad antioxidante incrementaron hasta 4.6 veces; sin embargo, el indice de
bioaccesibilidad (IB%) y el remanente de capacidad antioxidante contenida en la fase
acuosa (RFA%) indicaron que los compuestos fendlicos en la linaza y su capacidad
antioxidante presentan baja biodisponibilidad, sugiriendo que la mayoria de los
compuestos fendlicos en la linaza llegarian al colon donde tenrian algun efecto

benefico.

El ensayo in vivo mostré que la linaza entera y a la dosis de consumo
analizada (16 g/kg), disminuyo la multiplicidad de criptas; no obstante, el ensayo de
RT-PCR mostr6 que ambos tratamientos, linaza y su fraccion no digerible total
(FNDT), influyeron la expresion de de genes implicados en el desarro de cancer de
colon, como p53, p21, caspasa-3, bax y bcl-2. Es decir, la linaza increment6 la
expresion de p53 y p21, generando arresto al ciclo celular en las fases G1-S y G2-M;
la FNDT incrementd la expresion de p21, pero independiente de p53, ocasionando,
también, arresto al ciclo celular; asimismo, la FNDT disminuyo la expresién de bcl-2

e incremento la expresion de bax y caspasa 3, induciendo apoptosis via mitocondria.

El efecto benefico contra el desarrollo de cancer de colon presentado por la
linaza y su FNDT es atribuido a los compuestos fenolicos, como lignanos, acido p-
hidroxibenzoico, acido ferulico, entre otros, ya que los datos de bioaccesibildad
mostron la baja biodisponibildad de los compuestos fendlicos y de la capacidad

antioxidante.
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