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RESUMEN
El cancer de colon (CC) es una de las neoplasias comunes en México, asociada a

inflamacion, y la etiologia incluye habitos alimenticios. Un mecanismo de proteccion
propuesto ante procesos inflamatorios es mediante la produccion de metabolitos
secundarios por la microbiota intestinal, los cuales intervienen en vias de
senalizacion relacionadas con inflamacion y proliferacion celular. ElI garambullo
(Myrtillocactus geometrizans), fruta rica en compuestos bioactivos, ha demostrado
prevenir el desarrollo de lesiones preneoplasicas en un modelo animal de CC. Sin
embargo, no se han dilucidado por completo los mecanismos asociados al efecto
preventivo del garambullo. El objetivo de este proyecto fue determinar el efecto
quimiopreventivo del garambullo en fase temprana de cancer de colon in vivo
mediante la modulacién de la microbiota intestinal y biomarcadores inflamatorios y
de proliferacion celular. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley asignadas
aleatoriamente a grupos experimentales (n=3 por grupo): 1) Control 2)
Azoximetano-dextran sulfato de sodio (AOM/DSS), 3) Residuo de garambullo con
AOM/DSS y 4) Garambullo con AOM/DSS. EIl periodo experimental fue de 16
semanas. La caracterizacion del microbioma se realizé en la region V3-V4 del gen
16s rRNA de muestras de heces en las semanas 0, 8 y 16. Al finalizar el estudio se
identificaron proteinas de inflamacion mediante un microarreglo de proteinas y los
biomarcadores de proliferacion celular por inmunohistoquimica. Los tratamientos
con garambullo y residuo de garambullo a la semana 8 aumentaron la abundancia
de los géneros Shuttleworthiia, Subdoligranulum, Lactobacillus, Faecalibacterium, y
Alloprevotella, géneros asociados con mecanismos protectores del colon. Los
tratamientos a las 16 semanas disminuyeron la expresion de biomarcadores pro-
inflamatorios; ICAM-1, TNF-a, VEGF, CCL20 y CX3CL1, y aumentaron la expresiéon
de proteinas anti-inflmatorias: IL-1ra, CCL5 y L-selectina. Ademas, el consumo de
garambullo aumenté los niveles de expresion de E-cadherina, Claudina-1, B -actina
y MUC2. Los tratamientos con garambullo y residuo de garambullo mostraron un
efecto preventivo en el modelo inducido con AOM/DSS mediante la modulacién del
perfil de la microbiota, marcadores inflamatorios y de proliferacion celular.

Palabras clave: garambullo, microbiota intestinal, inflamacion, cancer de colon.



ABSTRACT
Colon cancer (CC) is one of the most common neoplasms in Mexico, associated

with inflammation, and its etiology includes dietary habits. One proposed protective
mechanism against inflammatory processes is through the production of secondary
metabolites by the gut microbiota, which are involved in signaling pathways related
to inflammation and cell proliferation. Garambullo (Myrtillocactus geometrizans), a
fruit rich in bioactive compounds, has been shown to prevent the development of
preneoplastic lesions in an animal model of CC. However, the mechanisms
associated with the preventive effect of garambullo have not been fully elucidated.
The objective of this project was to determine the chemopreventive effect of
garambullo in early-stage colon cancer in vivo by modulating the gut microbiota and
inflammatory and cell proliferation biomarkers. Sprague-Dawley rats were randomly
assigned to three experimental groups (n=3 per group): 1) Control, 2)
Azoxymethane-dextran sulfate sodium (AOM/DSS), 3) Garambullo residue with
AOM/DSS, and 4) Garambullo with AOM/DSS. The experimental period was 16
weeks. Microbiome characterization was performed using the V3-V4 region of the
16S rRNA gene from fecal samples collected at weeks 0, 8, and 16. At the end of
the study, inflammatory proteins were identified using protein microarrays, and cell
proliferation biomarkers were identified by immunohistochemistry. Treatments with
garambullo and its residue at week 8 increased the abundance of the genera
Shuttleworthiia, Subdoligranulum, Lactobacillus, Faecalibacterium, and
Alloprevotella, genera associated with protective mechanisms in the colon.
Treatments at 16 weeks decreased the expression of pro-inflammatory biomarkers,
including ICAM-1, TNF-a, VEGF, CCL20, and CX3CL1 and increased the
expression of anti-inflammatory proteins including IL-1ra, CCL5, and L-selectin.
Furthermore, garambullo consumption increased the expression levels of E-
cadherin, claudin-1, B-actin, and MUC2. Treatments with garambullo and garambullo
residue showed a preventive effect in the AOM/DSS-induced model by modulating

the microbiota profile, inflammatory markers, and cell proliferation.

Keywords: garambullo, gut microbiota, inflammation, colon cancer.
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1. INTRODUCCION

El cancer de colon (CC) es el tercer cancer de mayor frecuencia en México y a nivel
mundial (Sung et al., 2021). Uno de los principales factores de riesgos asociados al
CC es el tipo de dieta. Se ha demostrado que un alto consumo de carne roja y
procesada aumenta el riesgo de desarrollar CC (Rawla et al., 2019). Por otro lado,
el consumo de alimentos ricos en fibra y polifenoles presentes en vegetales y frutas
es considerado un factor protector, debido a que ejercen efectos preventivos y
anticarcinogénicos. Una vez que la fibra y los polifenoles son metabolizados por el
huésped se producen metabolitos secundarios como los acidos grasos de cadena
corta (AGCC) los cuales intervienen en vias de sefalizacion que disminuyen la
presencia de proteinas pro-inflamatorias, inducen apoptosis, activan la respuesta
inmune y también pueden intervenir en la modulacion de la microbiota coldnica,
promoviendo la salud colénica (Long et al., 2021). De tal manera, es de suma
importancia la busqueda de alimentos ricos en compuestos bioactivos con efectos
quimiopreventivos como el garambullo (Myrtillocactus geometrizans), el cual ha
demostrado poseer una cantidad importante de fibra dietética y fitoquimicos. El fruto
de garambullo ha demostrado ser una fuente de sustrato para la generacion de
AGCC los cuales se sabe que intervienen en diversos mecanismos de accion que
promueven la salud colonica (Sanchez-Recillas et al., 2024). Ademas, el consumo
de garambullo durante 16 semanas en un modelo animal inducido con AOM/DSS
ocasiond una disminucion de las lesiones premalignas caracteristicas del CC,
llamadas fosas de criptas aberrantes (FCA) (Godinez-Santillan et al., 2024), lo que
indica que el garambullo ejerce un papel protector en una etapa temprana del CC.
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el determinar el efecto
quimiopreventivo del garambullo en fase temprana de cancer de colon in vivo a
través de la modulacion de la microbiota intestinal, junto con biomarcadores de

inflamacion y proliferacion celular.



2. ANTECEDENTES

2.1 Epidemiologia de cancer de colon

A nivel mundial el cancer de colon (CC) se encuentra ocupando el tercer lugar en
incidencia y mortalidad dentro de todos los tipos de cancer (Bray et al., 2024; Sung
et al., 2021). En el afio 2020 se diagnosticaron 1.93 millones de casos nuevos y
0.94 millones de muertes en todo el mundo. Actualmente se estima que 5.25
millones de personas en todo el mundo se encuentran viviendo con un cancer de
colon, y se estima que para el 2040 existan 3.2 millones de casos nuevos a nivel
mundial (Xi & Xu, 2021). Mientras tanto, en México, en el afio 2018 el CC fue la
segunda causa mas comun de muerte en ambos sexos, y en la actualidad, el
Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) en 2020 lo coloca como el tercer cancer

de mayor frecuencia en México y a nivel mundial (Espinosa-Tamez et al., 2021).

Tanto en México como a nivel mundial, en las ultimas décadas se ha observado que
la tasa de incidencia del CC ha disminuido en personas mayores de 50 anos,
mientras que la misma tasa ha aumentado en adultos jovenes menores de 50 afios,
lo cual se ha asociado a un estilo de vida mas sedentario y a habitos dietarios poco
saludables (Sung et al., 2021). Existen diversos factores que influyen en la
generacion de CC. Entre los factores no modificables se incluyen los factores
genéticos, en los que el caracter esporadico comprende del 60 al 65% de los casos,
y estan relacionados con mutaciones genéticas somaticas adquiridas o con
alteraciones epigenéticas asociadas a factores de riesgo modificables (Xi & Xu,
2021). Dentro de los factores de riesgo modificables existen los ambientales, entre
los que se encuentran el estilo de vida (consumo de alcohol, tabaco y baja actividad
fisica), asi como el tipo de dieta consumida (Rawla et al., 2019). Se ha demostrado
que el alto consumo de carne roja y procesada, asi como de alcohol, son factores
que aumentan el riesgo de desarrollar CC, mientras que los alimentos ricos en fibra
como vegetales y frutas son considerados factores protectores, debido a que
presentan efectos preventivos y anticarcinogénicos mediante diversos mecanismos

moleculares (Magalhaes et al., 2012). El CC resulta ser, por lo tanto, una patologia



de gran importancia a nivel mundial y para la que una prevencion eficaz, diagndstico
oportuno, y una terapia adecuada de tratamiento llegan a ser factores determinantes

para la sobrevivencia del paciente (Rawla et al., 2019).

2.2 Carcinogénesis del colon

ElI CC conlleva una serie de mutaciones acumuladas en algunos genes especificos,
entre los que se encuentran oncogenes, genes supresores tumorales y genes
reparadores del ADN (Zamorano-Ponce et al., 2008). De forma general, el proceso
de carcinogénesis del colon se divide en 4 estadios: iniciacidon, promocion,
progresion y neoplasia (Figura 1). En el estadio de iniciacion hay alteraciones a nivel
de ADN, en donde algun mutageno o la exposicion a una inflamacion cronica
transforma las células epiteliales normales. Esto genera mutaciones que alteran la
regulacion de la expresion de algunos genes (Zamorano-Ponce et al., 2008),
principalmente del gen apc (poliposis adenomatosa de colon), un gen supresor
tumoral que regula negativamente la via Wnt/B-catenina. Esta via favorece la
proliferacion y recambio celular dentro de las criptas coldnicas, teniendo como
objetivo el mantenimiento de la mucosa. En condiciones basales, apc se asocia con
B-catenina y produce su degradacion, pero cuando apc se encuentra mutado esta
unién a B-catenina no se realiza, lo que permite su acumulacion a nivel intracelular,
por lo que posteriormente se transloca al nucleo uniéndose al ADN (Schmitt &
Greten, 2021). Esto genera un fenotipo hiperproliferativo y antiapoptético, y asi se
desarrollan las primeras lesiones de la carcinogénesis de colon, conocidas como
fosas cripticas aberrantes (FCA) (Sanabria et al., 2012). Las FCA son variables
histopatolégicas consideradas el “estandar de oro” que permiten detectar una fase
temprana del cancer de colon tanto en humanos como en roedores. En comparacion
con las criptas basales, las FCA se caracterizan por tener un mayor tamafo, mayor
espacio pericriptal, un epitelio engrosado y contar con aberturas ovales en lugar de

circulares (Zamorano-Ponce et al., 2008).

Al paso de la fase de promocién, las células iniciadas anormales acumulan

mutaciones oncogénicas, asi como un aumento de citocinas proinflamatorias que le
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confieren un fenotipo maligno para finalmente dar paso a la fase de progresion y

transformarse en un cancer (Schmitt & Greten, 2021).

Epitelio normal Adenoma temprano Adenoma tardio

Disbiosis de la Fusion de criptas

microbiota 1Pro|iferacién
intestinal celular

-

& &

W \_/

Biomarcadores de
inflamacion

Figura 1. Carcinogénesis del colon. La carcinogénesis del colon se divide en cuatro
etapas; iniciacion, promocion, progresion hasta llegar a una neoplasia. En la etapa de
iniciacion y promocion se observa una disbiosis de la microbiota intestinal, lo que da
lugar a un estado inflamatorio debido al aumento de biomarcadores de inflamacién.
Seguido de un aumento de la proliferacion celular, que provoca la fusién de criptas
coldnicas y da paso a la formacion de las primeras lesiones preneoplasicas, conocidas
como fosas de criptas aberrantes (FCA o ACF, por sus siglas en inglés). Modelo
adaptado de Terzic et al., 2010.

2.3 Marcadores moleculares en cancer de colon

Un evento iniciador dentro del CC es la transformacion de células epiteliales, ya sea
por mutaciones espontaneas, mutagenos ambientales o cambios epigenéticos, en
la que se induce un ambiente inflamatorio y proliferativo de células epiteliales
malignas, lo que permite la progresion del CC. El proceso de inflamacion en el CC
puede deberse al aumento del estrés oxidativo, lo que ocasiona dafio al ADN

(ruptura de cadena sencilla o doble) de las células epiteliales. Asimismo, el proceso
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de inflamacioén afecta la funcién de la barrera intestinal aumentando la exposicion
de las células intestinales a mutagénicos ambientales o permitiendo el paso de
patogenos (Luo & Zhang, 2017). Dentro del CC se han descrito algunas vias de
sefalizacion asociadas a su progresion. Algunas de estas vias son inducidas por
receptores de citocinas que controlan procesos de iniciacién y promocion del CC,
como lo es la activacion del factor nuclear kB (NF-kB), el fator de necrosis tumoral
(TNF) y el factor de transcripcion STAT3 (Luo & Zhang, 2017; Schmitt & Greten,
2021). EI NF-xB es un regulador en el proceso de inflamacion, que puede activarse
por componentes bacterianos como lipopolisacaridos (LPS) o por citocinas
proinflamatorias como TNF-a e interleucina 1 (IL-1), permitiendo el aumento de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y dano al ADN. De este modo, la via de
sefalizacion mediada por NF-kB estimula la expresion de interleucinas
proinflamatorias, genes antiapoptoticos y factores de angiogénesis, promoviendo
asi la supervivencia, la proliferacién y la invasion de células malignas (Schmitt &
Greten, 2021). De igual manera, IL-6 dentro del CC puede activar vias de
senalizacion intracelular que incluyen JAK/STAT, Ras/ERK (cinasa regulada por
senal extracelular) (Luo & Zhang, 2017). Dentro de los marcadores proliferativos,
la activacion de STAT3 mediada por IL-6 puede inducir la expresion de factores
antiapoptaticos, como BCL-2 y BCL-XL, lo que, a su vez, promueve la supervivencia
y la proliferacion de células epiteliales malignas (Atreya & Neurath, 2005). Ademas,
la via COX-2, que puede activarse por factores de crecimiento o por citocinas
proinflamatorias, ha mostrado un papel importante en la inflamacion del colon, ya
que permite la expresion de proteinas antiapoptéticas como BCL-2 (Schmitt &
Greten, 2021). Por otra parte, dentro de los mecanismos epigenéticos involucrados
en el CC, las sefales inducidas por IL-1B, IL-6 y TNF pueden intervenir en el
silenciamiento de genes supresores de tumores debido a que controlan la expresion
de las ADN metiltransferasas (DNMT1y DNMT3), lo que causa cambios en el patrén
de metilacion y, por lo tanto, en la expresion de genes involucrados en las vias de
CC (Li et al., 2020).

Durante el CC, hay una falla mecanica de la barrera epitelial que se caracteriza por

un adelgazamiento de la capa interna de moco, una disminucion de MUC2 y una
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reduccion de las proteinas que conforman las uniones estrechas y adherentes de la
barrera epitelial. Las vias de senalizacion, como TLR4 — MyD88 — NF-kB/cinasa
de la cadena ligera de miosina (MLCK), promueven el desensamblaje de las uniones
estrechas y la fuga paracelular, mientras que las alteraciones de la E-cadherina
deterioran aun mas las uniones adherentes, facilitando la translocaciéon microbiana.
Por lo tanto, la via LPS-TLR4-MyD88-NF-kB es fundamental en la respuesta
inflamatoria dentro de la red barrera epitelial-microbiota-inflamacion (Dong et al.,
2026).

Estos biomarcadores proliferativos e inflamatorios se han asociado con la formacién
de FCA en la fase temprana del CC. En un estudio realizado por Xiao y col. en 2018,
se demostrd, mediante un modelo animal, un aumento en la expresion de citocinas
inflamatorias, como IL-6, IL-8 y TNF-a, en relacion con una mayor presencia de FCA
(Xiao et al.,2018). Ademas, este trabajo mostré que la formacién de FCA y los
biomarcadores inflamatorios se relacionaban con una disbiosis de la microbiota
intestinal, caracterizada por una disminucion de Bacteroidetes en los ratones que
presentaron FCA (Xiao et al., 2018). De igual manera, se reportd una relacion entre
alteraciones en los patrones de metilacion de genes y la formacién de FCA al
transferir heces de pacientes con CC a ratones libres de gérmenes, lo que indica
una relacion entre FCA, la microbiota y las alteraciones del ADN (Sobhani et al.,
2019). De tal manera que estos estudios muestran que una disbiosis del perfil
microbiano puede reflejar el principio de lesiones premalignas en el colon, asociadas

a marcadores inflamatorios.

2.3.1. Biomarcadores de inflamacion celular

2.3.1.1. Molécula de adhesioén intracelular-1 (ICAM-1, CD54)

La molécula de adhesién intracelular-1 (ICAM-1, CD54) es una glucoproteina de la
superficie celular que pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas (lg) de las
CAM. Esta conformada por 5 dominios extracelulares similares a las lg, un dominio
transmembranal y una cola citoplasmatica corta. La ICAM-1 se expresa en células
epiteliales, fibroblastos y células inmunitarias. Dentro de sus funciones esta la
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interaccion célula-célula, célula-matriz extracelular, sefalizacion celular y proceso
inmunoldgico. ICAM-1 desempefia un papel importante en la respuesta inmunitaria
(Qiu et al.,, 2022). El aumento de la expresion de ICAM-1 refleja una mayor
inmunidad frente a las células tumorales, lo que las vuelve mas susceptibles a la
lisis mediada por linfocitos. Por lo tanto, ICAM-1 desempefa un papel importante en
la patogénesis del CC. La expresion de ICAM-1 se encuentra inducida por una
variedad de citoquinas inflamatorias, en el caso de las células epiteliales (CE) la
expresion de ICAM-1 es inducida por NF-kB en respuesta a la estimulacién con
TNF-a o IL-1B. Asimismo, ICAM-1 puede modular la permeabilidad de las CE al
regular la produccion de citocinas como CCL5 e IL-8, ambas moléculas alteran la
permeabilidad de las CE. De tal manera que ICAM-1 actua como un biosensor para
la transduccidén de sefiales externas asociadas a la regulacion de una funcion
efectora de las células inmunitarias en un proceso de inflamacién y la tumorigénesis
(Bui et al., 2020).

2.3.1.2. Antagonista del receptor de interleucina 1 (IL-1ra)

IL-1ra es un polipéptido de 17 kDa, compuesto por 12 hélices beta y dos unidades
helicoidales, con una estructura muy similar a la de IL-1a e IL-13. La IL-1ra es un
antagonista natural presente en CE, especifico del receptor de IL-1 (IL-1RI), que
impide la unién de la IL-1 (IL-1a e IL-1B). La IL-1 es una citocina proinflamatoria que
estimula la respuesta local y sistematica al promover el reclutamiento de células
inflamatorias al sitio de inflamacién mediante la induccion de la expresion de
moléculas de adhesion en las CE y la liberacion de quimiocinas proinflamatorias,
una respuesta que se observa en el CC (Fields et al., 2019). La IL-1ra bloquea la
actividad de la IL-1, influyendo en la inflamacién, ya que los knockout de IL-1ra
presentan una respuesta inflamatoria excesiva (Gabay et al., 2010). Por otro lado,
el aumento de la expresion de IL-1ra, endégena o exdgena, ha demostrado
disminuir la respuesta inflamatoria en modelos de colitis, y la administracion de IL-
1ra se ha propuesto como un régimen terapéutico para diferentes neoplasias,
incluida la CC (Lopetuso et al., 2013).
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2.3.1.3. L- selectina

La L-selectina tiene un papel fundamental en la adhesion de leucocitos al endotelio,
al mediar la captura inicial y el anclaje, y al desempefar un papel importante en la
respuesta inflamatoria e inmunoldgica. La selectina L se expresa exclusivamente en
los leucocitos, incluidas las células mieloides y las células T. Sus ligandos
endoteliales son las moléculas de adhesion celular dependientes de la glicosilacion
(PSGL-1). La union al ligando desencadena una cascada de sefalizacion
intracelular en los leucocitos, inducida por la union de la selectina P de las plaquetas
o de la selectina E endotelial (Raffler et al., 2005). La L-selectina actua en procesos
de inflamacion agudos o cronicos, presentes en enfermedades como la colitis o la
CC, asi como ante infecciones bacterianas. De tal manera que la neutralizacion de
las interacciones mediadas por L-selectina puede atenuar la infiltracion de
leucocitos en sitios inflamatorios y, por lo tanto, reducir la progresién de la

inflamacion (Borsig, 2018).

2.3.1.4. Quimiocinas (CXCL7, CCL5, CCL20 y CX3CL1)

Las quimiocinas son péptidos cortos de bajo peso molecular, de 8 a 10 kDa; se
dividen en cuatro clases principales segun la ubicacidn de los dos primeros residuos
de cisteina (C) en la secuencia de aminoacidos: CCL, CXCL, XCL y CX3CL. Las
quimiocinas intervienen en la respuesta inflamatoria y tumoral. Se encargan de
reclutar células inmunitarias, como linfocitos T, macréfagos, eosinéfilos y basdfilos,
hacia las areas de inflamacion y afectan la invasién o migracién tumoral al facilitar
la infiltracion de células inmunitarias en el tejido tumoral (Zou et al., 2022). Estudios
demuestran una relacion entre la sobreexpresion de quimiocinas en el CC. CCL20
desempefia un papel importante en la progresién tumoral, el bloqueo de CCL20 se
ha relacionado con la supresion tumoral dentro del CC (Wang et al., 2019). La
expresion de CCL5 desempena un papel importante en la respuesta inmunitaria
adecuada frente a la progresion tumoral, donde en el CC se ha reportado una
sobreexpresion que contribuye al escape inmunitario de las células tumorales. En

tejidos de CC, el aumento de la expresion de CCL5 se correlaciona positivamente
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con la cantidad y la actividad de linfocitos T citotoxicos (CD8%), que inhiben el
crecimiento tumoral, lo que evidencia un efecto antitumoral. Sin embargo, la funcion
de CCL5 aun no esta del todo clara en la progresién del CC (Chen et al., 2019). La
deteccion de quimiocinas contribuye al diagnoéstico temprano y al tratamiento del
CC. La expresion de CCL20, CCL5 y CXCLY7 se utiliza como indicador diagndstico
del CC (Zou et al., 2022).

2.3.1.5. Inhibidor tisular de metaloproteasas 1 (TIMP- 1)

TIMP-1 pertenece a la familia de metaloproteasas inhibidoras tisulares, por lo que
inhibe la actividad proteolitica de las metaloproteasas de matriz (MMP) mediante la
formacion de complejos estequiométricos no covalentes. La expresion de TIMP-1
se incrementa en el inicio y la progresion del CC, lo que la convierte en un
biomarcador pronéstico potencial para pacientes con CC (Song et al., 2016a). TIMP-
1 actua como un inhibidor intracelular del movimiento de las células cancerosas, lo
cual se relaciona con la expresion y la funcion de MMP9. En un modelo de colitis
ulcerosa inducida con DSS se observdé que MMP9 se encuentra regulada
positivamente, ademas, TIMP-1 inhibe la actividad angiogénica de los macréfagos
de forma especifica mediante MMP9, por lo que la accién de TIMP-1 sobre MMP9
tiene un efecto sobre la progresion de la colitis ulcerosa y la progresién de CC
(Huang et al., 2019a).

2.3.1.6. Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF- a)

TNF-a es una citocina multifuncional producida principalmente por células
inmunitarias, como macréfagos y monocitos. Sus principales funciones son la
regulacion de la respuesta inmunitaria, la proliferacién celular, la apoptosis y las
reacciones inflamatorias. Dentro del CC, TNF-a promueve la proliferaciéon de células
tumorales al activar la via de NF-kB. En modelos in vivo se ha reportado un aumento
de la expresion de TNF-a en patologias como la colitis ulcerosa y la enfermedad de

Crohn, asi como su asociacion con la progresion del CC. Durante una respuesta
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inflamatoria inicial y de propagacion, TNF-a induce la produccion de otras citocinas,
quimiocinas y moléculas de adhesion endotelial (Y. Li et al., 2025). Asimismo, TNF-
a aumenta la permeabilidad vascular, lo que facilita el reclutamiento de leucocitos
activados en el sitio de la inflamacion. Por lo tanto, TNF-a es considerado un
promotor de la inflamacion, la angiogénesis y la diseminacion tumoral (Terzi¢ et al.,
2010).

2.3.1.7. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

El VGEF desempefia un papel importante en la progresion del cancer al facilitar la
angiogénesis. Contribuye al establecimiento del microambiente tumoral
inmunosupresor al aumentar la acumulacién de células supresoras derivadas de
células mieloides y de linfocitos T reguladores, asi como al inhibir la maduracion de
las células dendriticas. En pacientes con CC se ha relacionado el aumento en la
expresion de VGEF con una progresion del CC por lo que en la actualidad en la
clinica se utilizan inhibidores dirigidos a este marcador. Asimismo, se ha relacionado
el papel de la microbiota intestinal en la modulaciéon de VGEF al afectar el entorno
intestinal, con metabolitos asociados principalmente a los grasos de cadena corta.
Los cuales interactuan con la via oncogénica del VEGF para modular el efecto
tumoral (Gong et al., 2024).

2.3.2 Biomarcadores de proliferaciéon celular

2.3.2.1. Células de Uniones intercelulares — barrera epitelial

E-cadherina es la principal proteina que conforma las UA, forma interacciones
célula-célula y se une intercelularmente a la B-catenina, participando en la via Wtn-
B-catenina que es importante en la regulacion génica relacionada a la adhesion,
proliferacion y diferenciacién celular. La interaccion de E-cadherina/p-catenina
mantiene bajos los niveles de la fraccion citoplasmatica de B-catenina al inhibir la

senalizacion Wnt (via que regula procesos celulares como la diferenciacion, la
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proliferacion, la migracion y la polaridad) y la transicion epitelio-mesenquimal (TEM).
La union E-cadherina/B-catenina ocasiona el secuestro de B-catenina en la
membrana plasmatica, inhibiendo la activacion de Wnt, lo que a su vez evita la
translocacién nuclear de [(-catenina y, por lo tanto, la unién de [B-catenina al
complejo TCF/LEF (TCF: factor de células T y LEF: factor de union a potenciador
linfoide), que inicia la transcripcion de los genes diana de Wnt. Por lo tanto, la
actividad transcripcional inductora del crecimiento de la B-catenina puede ser
contrarrestada por la E-cadherina, que, a su vez, induce la detencion del ciclo celular

o la apoptosis (Lialios & Alimperti, 2025).

De este modo, la E-cadherina contribuye a la correcta diferenciacién y migracion
celulares desde las criptas. La pérdida de E-cadherina provoca una migracion
celular acelerada y una diferenciacién aberrante. Ademas, se ha reportado que la
ausencia de E-cadherina altera la via de transporte paracelular, esto, a su vez,
mostré una pérdida de Claudina-1, lo que muestra la relacion de E-cadherina con
proteinas de UE (Hou et al., 2021). Esto provoco la deficiencia en la eliminacion de
patdogenos al reducir la presencia de péptidos antimicrobianos y, por lo tanto,
predisponer al desarrollo de una enfermedad inflamatoria intestinal como el CC. Por
lo tanto, E-cadherina es necesaria para el mantenimiento de la arquitectura y funcién
del epitelio, ya que su ausencia puede afectar la maduracion de las células
calciformes y de Paneth (Gierynska et al., 2022). Los estudios han confirmado que
la reduccion de la E-cadherina agrava la colitis inducida por DSS. La disociacién
dependiente de tirosina quinasa de los complejos E-cadherina/B-catenina del
citoesqueleto es el principal mecanismo implicado en la destruccion de UE y UA por

estrés oxidativo (Hou et al.,2022; Lialios y Alimperti et al., 2025).

Las UE son las principales reguladoras de la permeabilidad paracelular, son una red
de proteinas ubicadas en el apice de la membrana lateral de las células epiteliales,
incluyendo claudinas. Las claudinas son proteinas transmembranales que forman
dos bucles extracelulares que interactuan con sus homologas de las células vecinas

(Barbara et al., 2021). El déficit de Claudina-1 en ratones ocasiona la formacion
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anormal de UE, lo que induce al desarrollo de cancer y metastasis (Gierynska et al.,
2021).

2.3.2.2. Células de uniones intercelulares y microbiota intestinal

La interaccion entre bacterias y la barrera epitelial desempefia un papel esencial en
la regulacion de la permeabilidad epitelial mediante la modulacion de la expresion y
el ensamble de las UE (Barbara et al., 2021). Los patégenos también influyen en la
disociacion de las proteinas de UE y UA, al inducir vias de sefalizacion
responsables de la regulacion negativa o positiva de la expresion génica de células
de uniones intercelulares y el citoesqueleto, provocando un desorden en dichas
estructuras. La ruptura de esta barrera por patégenos activa, a su vez, a las células
inmunitarias localizadas en la lamina propia para inducir una respuesta
proinflamatoria, lo que provoca una desregulacion de las UE y UA y contribuye a
enfermedades como el CC (Lialios & Alimperti, 2025b). Por otro lado, la generacion
de AGCC por parte de la microbiota intestinal contribuye a mantener la integridad
de la barrera epitelial y a restaurar su funcién. Se ha descrito el efecto del acido
butirico en la modulacion de las UE y las UA, ya que regula positivamente el gen
que codifica las proteinas de las UE. Ademas, los AGCC pueden reducir la
permeabilidad de la barrera mucosa intestinal al aumentar la expresién de Claudina-
1 (Tian et al., 2024).

2.3.2.3. MUC2

Dentro de la cripta coldnica, las células calciformes que se encargan de la formacién
de la barrera de la mucosa a través de la secrecion de la proteina MUC2. La proteina
MUC?2 se encuentra glicosilada y presenta tres dominios: el dominio N-terminal, el
dominio central —compuesto por el nucleo proteico (denominado secuencia PTS),
que contiene los aminoacidos prolina, treonina y serina— y el dominio C-terminal
(Liu et al., 2020). La capa de moco es la primera linea de defensa que recubre los
colonocitos a lo largo del tracto gastrointestinal. En el colon, la capa de moco se
encuentra organizada en dos capas: la capa interna firme y la capa externa laxa. La

capa interna, anclada a las células epiteliales, presenta una organizacion plana y
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laminar, lo que impide la penetracion bacteriana. Por lo que esta libre de microbiota.
La capa externa se forma a partir de la interna mediante el procesamiento
proteolitico de MUC2 polimerizada por las bacterias del huésped. Esta capa externa
es laxa, no esta adherida a las células epiteliales y alberga multiples
microorganismos (Etienne-Mesmin et al., 2019). La cadena de oligosacaridos de
MUC?2 proporciona sitios de adhesion a las bacterias comensales intestinales y
favorece la colonizacién por parte de probidticos. Estos pueden aumentar la
secrecion de MUC2 y proteger la barrera mucosa frente a la adhesion y la invasion
de patégenos. MUC2 mejora la union de la IgA (inmunoglobulina A) y de los péptidos

antimicrobianos al epitelio intestinal (Liu et al., 2020).

2.3.2.4. MUC2 y microbiota intestinal

La capa de moco previene la inflamacién al mantener la separacion e la microbiota
intestinal y las células epiteliales. Por lo tanto, la presencia de la microbiota intestinal
en el moco es necesaria, ya que los microorganismos producen metabolitos
secundarios beneficiosos tanto para el huésped como para la capa mucosa. El
moco, ademas, es una fuente de energia, por lo que puede modular el perfil de la
microbiota intestinal, favoreciendo la homeostasis intestinal. La microbiota intestinal
se alimenta de la fibra dietaria no digerible por el huésped, sin embargo, la capa de
moco es una fuente alternativa de glicanos derivados del huésped. El moco crea
nichos selectivos que sirven como sitio de fijacidon para microorganismos, llamados
microorganismos asociados al moco. Los glicanos de las mucinas proporcionan
nutrientes a las bacterias mucoliticas, que favorecen su crecimiento y colonizacion,
asi como una fuente de carbono y energia. Estas bacterias digieren los glicanos
mediante exoglucanasas que eliminan residuos de azucares y, una vez eliminados
todos los glicanos, el nucleo proteico de la mucina se degrada. Este proceso
conduce a la formacion de MUC2 y, finalmente, a la degradacién del moco. No todas
las bacterias pueden degradar glicanos, por lo que los glicanos degradados pueden,
a su vez, ser utilizados por otras bacterias que los digieren. Esta plasticidad
metabdlica, que permite convertir glicanos dietéticos en glicanos mucosos, es

beneficiosa para la microbiota cuando la dieta carece de carbohidratos, ya que
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favorece la supervivencia de la microbiota intestinal en ausencia de fibra dietética
(Gierynska et al., 2021). Sin embargo, la privacion de la fibra dietética puede tener
graves consecuencias para el huésped al provocar la pérdida de la mucosa. Por lo
tanto, existe una fuerte correlacion entre la pérdida de la capa de moco dependiente
de la dieta, resultado de la falta de MUC2, y la proteccion frente a la infeccidén por
bacterias entéricas. Algunas bacterias degradadoras de moco incluyen
Akkermansia muciniphila, Bacteroides thetaiotaomicron, Bifidobacterium bifidum,
Bacteroides fragilis, Ruminococcus gnavus y Ruminococcus torques. Estas
especies son productoras de AGCC mediante la fermentacion de glicanos como una
fuente de energia (Zhou et al., 2020; Gierynska et al., 2021;(X. Wang et al., 2022).
La suplementacidon con Lactobacillus acidophilus puede aumentar la expresion de
MUC2 en las células de CC HT29. Asi como el tratamiento con Bacillus y aceite de
olivo, ante una lesion inducida por E.coli enterotoxigénica (que degrada la barrera
intestinal mediante la secrecion de serina proteasas, acelerando asi la entrada de
toxinas en las células intestinales), se ha observado que este tratamiento potencia
la secrecion de MUC2. Mientras que Bifidobacterium dentium regula la sintesis de
moco y puede aumentar la secrecion de MUC2 (Liu et al., 2020). Algunas bacterias,
como Bacteroides thetaiotaomicron y Faecalibacterium prausnitzii, promueven la
homeostasis del epitelio colénico mediante modificaciones en la diferenciacion de
las células calciformes, en la expresion de genes relacionados con MUC2 y en la
glicosilacion de la mucina. Asimismo, la produccion de AGCC, en especial el
butirato, puede mejorar la funcion de la barrera mucosa mediante la modulacién de

la produccioén y la expresion de MUC2 (Suriano et al., 2022).
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Figura 2. Modelo de biomarcadores de inflamacion y de proliferacion en el cancer de
colon. Durante la progresion del CC se presenta un estado de inflamacion; existe un
aumento de biomarcadores inflamatorios como TNF-a, IL-18, NF-kB, junto con una
disminucién de MUC2, proteinas de uniones adherentes (E-cadherina) y uniones estrechas
(Occludina, Claudina-1), lo que aumenta la permeabilidad de la barrera epitelial, dando paso
a la translocacién de patégenos junto con una disminucién de AGCC por parte de la
microbiota. En condiciones de homeostasis intestinal, la microbiota se encuentra en
equilibrio, lo que permite la generacion de AGCC, favorece una respuesta inmunitaria
equilibrada y mantiene la integridad de la barrera epitelial. AGCC (acidos grasos de cadena

corta). TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa). IL-13 (interleucina 1-beta). NF-kB (factor
nuclear kappa B). UA (uniones adherentes). UE (uniones estrechas) (Liu et al., 2020;
Gierynska et al., 2021).
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2.4 Microbiota intestinal

La microbiota intestinal esta compuesta por aproximadamente 35 mil especies de
bacterias, distribuidas en los filos Firmicutes (Bacillota), Bacteroidetes
(Bacteroidota) y Proteobacterias (Pseudomonadota). De estos, el 90% de los
microorganismos son anaerobios y el 70% se encuentra en el colon. El tipo de
microbiota presente en cada individuo puede modificarse por diversos factores
asociados al huésped, entre los que destaca la dieta propia de cada persona. En el
huésped, la microbiota intestinal desempefia un papel importante en el desarrollo
del sistema inmune, en el mantenimiento de la homeostasis de la mucosa intestinal,
asi como en la nutricibn humana y en su metabolismo (Macfarlane & Macfarlane,
2012). Entre las funciones metabdlicas mas importantes de las bacterias del colon
se encuentra la digestion de proteinas y carbohidratos, incluida la fibra dietética.
Debido a que dichos alimentos no son digeridos durante su paso por el tracto
gastrointestinal, llegan al colon sin ser absorbidos y, por lo tanto, son metabolizados
por la microbiota coldnica, que a su vez los utiliza como fuente de energia
(Ramakrishna, 2013). EI metabolismo de proteinas y de la fibra dietética por parte
de las bacterias del colon se lleva a cabo mediante un proceso de fermentacion que
da lugar a la formaciéon de metabolitos secundarios. Entre los que se encuentran
compuestos fendlicos, vitaminas y AGCC, principalmente en forma de sales como
acetato, propionato y butirato. Los AGCC, a su vez, se convierten en una fuente de
energia para el huésped al ser absorbidos y metabolizados por el organismo, donde,
ademas, intervienen en diversas funciones dentro de las células epiteliales, como el
transporte, el metabolismo, la diferenciacién y el crecimiento, lo que refleja una

relacion bidireccional entre la microbiota intestinal y el huésped (O’Keefe, 2016).

Se ha propuesto en diversos estudios que el perfil de la microbiota intestinal de un
individuo puede verse modificado en funcion de sus habitos alimentarios. En donde,
al haber un mayor consumo de alimentos con fibra dietética fermentable y de

fitoquimicos unidos a la fibra dietética (contribuyentes a la fibra antioxidante, aunque
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esta denominacién requiere pruebas adicionales), estos presentan un mayor

impacto benéfico para el huésped.

2.5 Microbiota y cancer de colon

En los ultimos afos, se ha descrito el papel de la microbiota intestinal en la salud
colonica, al mismo tiempo que se ha caracterizado la presencia de ciertas bacterias
en la promocién del CC. Al haber una disbiosis, que se refiere a la alteracién en la
composiciéon de la microbiota, se favorece una mayor presencia de bacterias
patégenas como Escherichia coli, Fusobacterium nucleatum, y Bacteroides fragilis.
Estas bacterias pueden generar metabolitos genotdxicos que dafian las células
intestinales, lo que compromete la funcion de la barrera intestinal y favorece un
ambiente proinflamatorio (Schmitt & Greten, 2021). Se sabe, por ejemplo, que F.
nucleatum activa la sefalizacion de (B-catenina en las células epiteliales del colon,
aumenta la expresion de oncogenes como Myc e induce sefales proinflamatorias
como TNF-a e IL-17 (Rubinstein et al., 2013). Ademas, el aumento de bacterias
patdogenas puede provocar la formacién de biopeliculas que inducen sefales
proinflamatorias involucradas en vias de senalizacion como NF-kB y STATS3, lo que
promueve el desarrollo del CC (Schmitt & Greten, 2021). Por el contrario, cuando
existe una microbiota saludable compuesta por bacterias de los géneros
Bacteroidetes, Firmicutes, Bifidobacterium, Lactobacillus, Propionibacterium entre
otras, se favorece una mayor produccién de AGCC. Estos ultimos estan asociados
a receptores GRP que promueven la inhibicion de las desacetilasas de histonas
(HDAC) y provocan una disminucion de la inflamacién mediante la inhibicion de la
expresion de COX-2, NF-«kB, TNF-a e IL-1B y la induccion de senales
antiinflamatorias como la produccion de IL-10 (Y. Yang & Jobin, 2017). Ademas,
estudios han demostrado el papel de la microbiota intestinal en fase temprana de
CC. Por ejemplo, un estudio realizado por Do Carmo et al., (2021) demostro
cambios en el perfil de la microbiota en un modelo animal con CC alimentado con
extracto de berry brasilefia (Myrciaria jaboticaba). En ese estudio, los ratones
tratados mostraron una disminucion de FCA, asi como una menor abundancia de

bacterias patégenas, de interleucinas proinflamatorias como TNF-a y una
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disminucién de la expresién de COX-2 (Do Carmo et al., 2021). Por otra parte, Shen
y col. en el 2020 observaron una disminuciéon de la FCA en relacién con una
disminucién de interleucinas inflamatorias como IL-13, IL-6, IL-10 y TNF-a, y un
aumento de bacterias benéficas (Lachnoclostridium, Alistipes, Roseburia,
Lactococcus) en un modelo animal con CC alimentado con un té de hojas populares
chinas llamado té Huang-qin (Shen et al., 2020). De este modo, la evidencia previa
sugiere que la ingesta de alimentos ricos en compuestos bioactivos puede ejercer
un papel quimioprotector frente al CC al modular el perfil de la microbiota intestinal
y contribuir con una disminucion de lesiones preneoplasicas, asi como a una menor

expresion de biomarcadores proliferativos e inflamatorios.

2.6 Dietay microbiota

La fibra dietética se define como aquella que no es absorbida ni digerida en el
intestino delgado, sino que pasa directamente al colon para ser fermentada por la
microbiota colénica. Su consumo por parte del huésped constituye uno de los
principales factores responsables de la modificacién del perfil de la microbiota
intestinal, asi como de la produccion de sus metabolitos secundarios. Diversos
estudios muestran que un aumento en la ingesta de fibra dietética, ya sea por
tiempos prolongados o de forma temporal (24 h), modifica la diversidad de especies
bacterianas (Holscher & Microbiome,). Una revision sistematica realizada por
Dreher (2018) concluyé que un microambiente coldnico saludable, determinado por
un aumento en la diversidad de bacterias benéficas y, por lo tanto, un aumento en
la sintesis de AGCC, se origina, a su vez, por el consumo de fibra, asi como por la
presencia de polifenoles (Dreher, 2018). Los polifenoles son compuestos bioactivos
de origen natural asociados a mecanismos antioxidantes y antiinflamatorios,
contribuyendo, a su vez, a la proteccion del colon (Singh et al., 2017). De acuerdo
a su solubilidad, los compuestos fenodlicos pueden clasificarse en solubles o
extraibles (CFE) y solubles o no extraibles (CFNE). Estos ultimos se encuentran
asociados a la matriz de la fibra dietaria, por lo que esta fibra también se conoce

como fibra antioxidante (FA). La baja solubilidad de los CFNE les permite alcanzar
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el colon, donde son liberados y metabolizados por la microbiota, lo que genera
efectos benéficos, entre ellos la reduccion del estrés oxidativo, que promueve el
proceso tumoral (Flint et al., 2014). De igual forma, se ha visto que el consumo de
FA puede modificar el perfil de la microbiota intestinal al promover el crecimiento de
especies de Lactobacillus, provocando un microambiente saludable para el intestino
(Pozuelo et al., 2012).

2.7. Garambullo (Myrtillocactus geometrizans)

2.7.1. Descripcién
El garambullo es una especie cactacea endémica de México, adaptada a regiones

aridas y semiaridas de estados como Hidalgo, San Luis Potosi, Guanajuato y
Querétaro. El fruto comestible, también llamado berry de cactus por su semejanza
a las bayas en cuanto a su forma globular y de color purpura intenso, tiene una
altura de 1.2 cm y un diametro en promedio de 1.5 cm. Su piel o cascara es delgada
y fina, mientras que su pulpa es de consistencia gelatinosa, la cual a su vez contiene
numerosas semillas negras menores a un milimetro de tamafo (Guzman-
Maldonado et al., 2010) (Figura 3).

Figura 3. Apariencia externa e interna del fruto de garambullo
(Mytrillocactus geometrizans). Tomado de Hernandez-Lopez et al., 2008.
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2.7.2. Caracteristicas nutracéuticas

El garambullo es considerado un fruto con gran potencial nutricional, ya que es una
fuente importante de vitamina C, potasio, calcio, magnesio, hierro y cobre. Dentro
de su contenido nutrimental se ha descrito que 100 g de garambullo fresco aportan
10.4 g de carbohidratos, 2.1 g de proteinas y 3.54 g de fibra, siendo esta ultima
mayor en comparacion con frutos similares como arandanos y zarzamoras, por lo
que se considera una excelente fuente de fibra dietaria (Ramirez-Rodriguez et al.,
2020).

El garambullo también es un alimento rico en compuestos bioactivos. Dentro de
estos compuestos bioactivos se encuentran las betalainas (29.5-36.9 mg/kg),
fenoles solubles (9.21-10.46 g/kg), taninos condensados (1.20-2.94 g/kg) y acidos
fendlicos como el acido cafeico, galico y vanilico (33.57-39.77 mg/kg) (Guzman-
Maldonado et al., 2010; Ramirez-Rodriguez et al., 2020). Los compuestos fendlicos
presentes en el garambullo se han relacionado con mecanismos antioxidantes
intracelulares, ya que intervienen en la eliminacion de radicales libres en procesos
inflamatorios y carcinogénicos (Guzman-Maldonado et al., 2010; Lépez-Palestina et
al., 2018). De este modo, su presencia en el garambullo le confiere a este fruto una
alta capacidad antioxidante, equiparable a la de la frambuesa, la zarzamora y la
fresa (Herrera-Hernandez et al., 2011). Recientemente, tras realizar una digestion
in vitro del garambullo, se reporté un aumento en la produccidén de metabolitos con
alta capacidad antioxidante y de caracter no digerible en el intestino delgado
(Sanchez-Recillas et al., 2022). Estos resultados dieron pie a evaluar la fraccidon no
digerible/metabolitos del garambullo, la cual llega al colon (Sanchez-Recillas et al.,
2024), donde, una vez fermentada por la microbiota intestinal, genera metabolitos
secundarios con un efecto benéfico a nivel local y probablemente sistémico. Acorde
con estos antecedentes, se sugiere que el consumo del garambullo resulta ser una
fuente importante de fibra antioxidante, la cual es generada por sus altos niveles de
fibra dietética junto con la presencia de fitoquimicos con actividad antioxidante con

los que cuenta. Por lo tanto, el consumo de garambullo podria contribuir a prevenir
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las primeras etapas de la carcinogénesis del colon debido a sus propiedades

nutracéuticas.

2.7.3. Efectos del garambullo en la salud

Mediante un modelo de digestion in vitro se determind que el garambullo presenta
metabolitos con alta capacidad antioxidante y de caracter no digerible en el intestino
delgado, lo que sugiere que la fraccion no digerible/metabolitos del fruto alcanza el
colon (Sanchez-Recillas et al.,2022). Ademas, en estudios previos se ha
demostrado que el garambullo es una buena fuente de sustrato para la generacién
de AGCC en modelos de fermentacion in vitro (Sanchez-Recillas et al., 2024) e in
vivo (Godinez-Santillan et al., 2024). Ademas, se ha demostrado que el consumo
de garambullo en un modelo murino inducido con AOM/DSS por 16 semanas,
disminuy6 significativamente la presencia de FCA y su multiplicidad, asi como la
displasia epitelial e infiltracion de linfocitos (Godinez-Santillan et al., 2024). Esto
demuestra que el garambullo desempefia un papel protector en una etapa temprana
del CC.
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3. Justificacion

Actualmente, el CC es una de las patologias de mayor prevalencia en el mundo. En
México este es uno de los tipos de cancer mas frecuentes en la poblacién y su
desarrollo suele asociarse a multiples factores entre los que destacan los habitos
alimentarios. La prevencion del CC puede deberse al consumo de alimentos ricos
en fitoquimicos o compuestos bioactivos que pueden ejercer efectos
quimiopreventivos y/o de modulacién de la microbiota intestinal. La evidencia previa
sugiere que la ingesta de alimentos y sus compuestos bioactivos protegen frente a
procesos inflamatorios o carcinogénicos en modelos tempranos de CC, mediado
por la modulacion de la microbiota coldnica y través de la produccidon de metabolitos
secundarios. Estos ultimos contribuiran a promover la homeostasis intestinal e
interferiran en la disminucién de la activacion de vias de sefalizacion implicadas en
procesos tumorales. De tal manera que, al existir una asociacion inversa entre el
perfil de la microbiota intestinal y el CC, resulta de suma importancia buscar
alimentos ricos en compuestos bioactivos con efectos quimiopreventivos. El
garambullo es un fruto que ha demostrado contener una cantidad significativa de
fibra dietética y compuestos fitoquimicos. Asi como el prevenir el desarrollo de
lesiones preneoplasicas en un modelo animal de CC. No obstante, a la fecha no se
han investigado por completo los mecanismos relacionados con el efecto protector
del garambullo en la salud coldnica. Por lo tanto, se propone que su consumo en un
modelo de rata en fase temprana de cancer de colon pudiera modificar el perfil
microbiano y los biomarcadores asociados a la inflamacion y la proliferacion celular,

permitiendo retrasar las primeras lesiones preneoplasicas de CC.
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4. Hipétesis
Un consumo de garambullo presenta efectos quimiopreventivos en la fase temprana

de cancer de colon in vivo mediante la induccién de cambios en el perfil de

microbiota intestinal y de biomarcadores inflamatorios y de proliferacién celular.

5. Objetivo general
Determinar el efecto quimiopreventivo del garambullo en la fase temprana de cancer

de colon in vivo a través de la modulacién de la microbiota intestinal y de

biomarcadores inflamatorios y de proliferacioén celular.

5.1 Objetivos especificos

e Caracterizar las diferencias en los perfiles de la microbiota intestinal entre los

grupos experimentales.

¢ Identificar las diferencias en la expresion de marcadores inflamatorios en el

tejido coldnico entre los grupos experimentales.

e Determinar las diferencias en la expresién de marcadores de proliferacion

celular en el tejido colonico entre los grupos experimentales.
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6. METODOLOGIA

6.1 Bioética y seguridad

Las muestras de heces y de tejido coldnico de las ratas utilizadas en este proyecto
fueron obtenidas a partir de otro proyecto de doctorado previamente aprobado por
el comité de bioética de la UAQ (numero 11522). La reutilizacion de estas muestras
contribuyé a poner en practica las 3R en el trabajo con animales, permitiendo
aprovechar al maximo las muestras de animales en tratamiento y evitar el uso de

un mayor numero de animales.

Es importante recalcar que todos los procedimientos se realizaron acuerdo con la
NOM-062-200-1999 y el protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética de la
Facultad de Medicina, UAQ. Los especimenes fueron ratas de la cepa Sprague-
Dawley; se mantuvieron en el Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM,
Campus Juriquilla, en un cuarto con temperatura ambiente de 24 £ 2 °C, con ciclos
de luz-oscuridad: 12/12 horas, provistas de agua y alimento ad libitum, en
condiciones de limpieza y ventilacion constantes. A su arribo, las ratas se les
permiti® una semana de aclimatacién y, posteriormente, fueron asignadas a los
diferentes grupos experimentales. Se llevaron a cabo los lineamientos de laboratorio
de bioseguridad de nivel Il. El uso de bolsa roja para residuos bioldgicos, uso de
guantes y bata, asi como medidas generales de seguridad se aplicaron en todo

momento durante la fase experimental.

6.2 Recoleccion y tratamiento del garambullo
El garambullo fue recolectado en la comunidad de Garabatillo, Celaya, Guanajuato,

en junio de 2021. Una vez recolectado, el garambullo (G) fue lavado con agua
corriente sin tallar. En seguida, se liofilizé y se molid, obteniendo el fruto en polvo,
que se almacend en bolsas selladas a -80 °C. El residuo de garambullo (RG), que
se refiere a la fraccion de fibra no digerible junto con los compuestos bioactivos no
solubles, se obtuvo mediante una extraccién con metanol-agua (30:70 v/v) del

garambullo liofilizado. Se centrifugd a temperatura ambiente a 10.000 g durante 10
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minutos y se filtré con papel Whatman (0.20 um). El sobrenadante se descarté y se

obtuvo el RG, que se almacend en bolsas selladas a -80°C.

6.3 Fase experimental in vivo

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley con peso inicial de 75 + 5 Kg de 4
semanas de edad. Una semana después de la aclimatacion, las ratas se asignaron

al azar a uno de los siguientes 4 grupos de tratamiento (n=3 por grupo) (Figura 4):

1) Grupo control (C): Este grupo fue alimentado con dieta basal ad libitum y recibioé

una inyeccion subcutanea de agua en la semana 3 y 4.

2) Grupo azoximetano-dextran sulfato de sodio (AOM/DSS): Este grupo recibio
dieta basal ad libitum mas una inyeccién subcutanea de AOM (10 mg/kg de peso
corporal, disuelto en 1 ml de solucion fisiolégica), una vez a la semana por dos
semanas. En la 3er y 4% semana del periodo experimental, se adicion6 DSS al 2%

v/v disuelto en agua de consumo por 7 dias.

3) Grupo garambullo con induccion con AOM/DSS (G+AOM/DSS): Este grupo
recibio tratamiento con garambullo (5 g/kg de peso corporal) diariamente,
administrado en forma de croqueta (pellet) una vez por dia durante el periodo
experimental (16 semanas), a su vez que se le administré6 AOM/DSS vy dieta basal.
La dosis se seleccion6 de acuerdo con lo reportado previamente por Reynoso et al.

(1999) como dosis inocua.

4) Grupo residuo de garambullo con induccién con AOM/DSS (RG+AOM/DSS):
Este grupo recibié el tratamiento con residuo de garambullo (5 g/ kg de peso
corporal) diariamente administrado en forma de pellet, una vez por dia durante el
periodo experimental (16 semanas), junto con un complemento de dieta basal e

inyeccién subcutanea de AOM. El DSS fue administrado oralmente.
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Disefio experimental Tejido

colénico

¢ 3 [

y - > S
8 P T T
Ratas de la IAd racia | I
cepa apracion
Sprague Dawley P AOM 10mg/Kg +DSS 2% Semana 8 Semana 16
Semana 0 Semana3 Semana 4

Control negativo (C): Inyeccién subcutanea con solucién salina

Dieta basal

Azoximetano-dextran sulfato de sodio (AOM/DSS)

Dieta basal

Garambullo e induccién con AOM/DSS (G+AOM/DSS): garambullo una vez al dia (5g/kg de peso )

Dieta basal

Residuo de garambullo e induccién con AOM/DSS (RG+AOM/DSS): Residuo de garambullo una vez al
dia (5g/kg)

Dieta basal

Figura 4. Diseiio experimental in vivo. C: control, dieta basal e inyeccién subcutanea
de solucion fisiologica. AOM: Azoximetano. DSS: dextran sulfato de sodio. G:
garambullo. RG: residuo de garambullo.

A partir de la primera semana de tratamiento se registré el peso de las ratas para ir
ajustando los tratamientos semanalmente. Las muestras de heces fueron
recolectadas en tres tiempos; inicial (0 semanas), medio (8 semanas) y final (16
semanas). Previo a la recoleccion de heces, las ratas de cada grupo fueron
colocadas en cajas individuales sin aserrin, como regularmente se mantienen, lo

que permitié tomar muestras de heces individuales.

Posteriormente, al término del periodo experimental los animales fueron
sacrificados siguiendo los lineamientos descritos en la solicitud previamente
enviada al Comité de Bioética. Se tomaron muestras de tejido coldnico para la

determinacién de biomarcadores de inflamacion y proliferacion celular.

6.4 Determinacidn del tipo de microbiota intestinal

6.4.1 Analisis metagenémico

Se tomaron muestras de heces de cada grupo de forma basal, medial y final. Una

vez recolectadas las muestras en tubos de recoleccion fecal DNA/RNA shield (Zymo
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Reserch® No. de catalogo R1101), los cuales fueron almacenados a -20°C.
Posteriormente se llevo a cabo la extraccion de DNA utilizando el kit de extraccion
fecal No. D4300 (ZymoBiomics DNA miniprep Kit). La calidad del DNA fue
determinada usando un espectofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA). La identificacion taxonomica del perfil de la microbiota se
realizd por parte de ZymoBiomics mediante un secuenciador lllumina. Un total de
tres muestras por grupo (siendo cada muestra un conjunto de ADN de tres ratas) se
diluyeron con agua estéril a una concentracion de 20 yg/uL. Las muestras fueron
procesadas y analizadas por el servicio de secuenciacion metagendémica dirigida
(Zymo Research, Irvine, CA) de ZymoBIOMICS. Las muestras de ADN se
prepararon para la secuenciacion dirigida con el kit de preparacién de bibliotecas
NGS Quick-16S™ (Zymo Research, Irvine, CA). La biblioteca de secuenciacion se
prepard mediante reacciones de PCR en tiempo real. Los productos finales de la
PCR se cuantificaron con lecturas de fluorescencia de qPCR y se agruparon
basandose en la misma molaridad. La biblioteca combinada final se limpié con
Select-a-Size DNA Clean & Concentrator™ (Zymo Research, Irvine, CA) y luego se
cuantific6 con TapeStation® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) y Qubit®
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA). Como control positivo de cada extraccion
de DNA se utilizdé el estandar comunitario microbiano ZymoBIOMICS® (Zymo
Research, Irvine, CA). La biblioteca final se secuencio en lllumina® MiSeq™ con un
kit de reactivos v3 (600 ciclos). Las secuencias de amplicones unicas se
identificaron a partir de lecturas sin procesar utilizando el canal Dada2 y las
secuencias quiméricas se eliminaron con el canal Dada2. La asignacién de
taxonomia se realizé con Uclust de Qiime v.1.9.1. utilizando signé la base de datos
Zymo Research. Se realizo una PCR cuantitativa en tiempo real para determinar la
abundancia relativa y se configuré con una curva estandar, la cual se realizé con
ADN plasmidico que contenia una copia del gen 16S preparada en diluciones
seriadas de 10 veces. Los cebadores utilizados fueron los mismos que los usados
en la preparacion de bibliotecas dirigidas. La ecuacién generada por la curva
estandar del ADN plasmidico se utilizé para calcular el numero de copias del gen

en la reaccion para cada muestra. El volumen de entrada de la PCR (2 pl) se utilizd
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para calcular el numero de copias de genes por microlitro en cada muestra de ADN.
La cantidad de ADN por microlitro de muestra de ADN se calculd utilizando un
tamafno de genoma supuesto de 4,64 x 106 pb, el tamafo del genoma de

Escherichia coli. para muestras 16S (protocolo ZymoBiomics).

6.4.2 Caracterizacion de la microbiota intestinal

La caracterizaciéon de la microbiota intestinal incluyeron: alfa diversidad, beta
diversidad, analisis de abundancia relativa y diferencia de abundancias. Para la
abundancia relativa se determinaron los niveles taxondmicos filo, familia, género y
especie. En cuanto al analisis de alfa diversidad se calcularon los indices de
Shannon y Chao1, usando como test estadistico la prueba no paramétrica de
Wilcoxon. La beta diversidad se analiz6 mediante CODA (método de analisis para
datos composicionales) y, la distancia entre la composicion microbiana se calculd
mediante el analisis de Bray-Curtis, utilizando como test estadistico del analisis
permutacional multivariado de varianza (PERMANOVA). En cuanto al analisis
diferencial de abundancias (DAA), se calculé mediante el uso del paquete DESeq2
en donde ambos utilizan un modelo lineal generalizado para la comparacién de
taxones individuales entre los grupos experimentales. Los analisis se realizaron con

el programa RStudio.

6.5 Microarreglo de proteinas de inflamacién

Para determinar los biomarcadores inflamatorios se utilizé un microarreglo de
proteinas de inflamacion (SMA092, Full Moon BioSystems) conformado por 20

anticuerpos distintos de captura.

Inicialmente, se llevé a cabo una extraccion de proteinas de los tejidos de colon
correspondientes a cada grupo con tratamiento. Especificamente, se pesaron 200
mg de tejido de colon distal formado por una mezcla (pool) de tres ratas dentro de
cada grupo experimental. Los tejidos fueron colocados en una solucion

amortiguadora (buffer) de lisis conformado por PBS 1x y un coctel de inhibicion de
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proteasas (Sigma-Aldrich). Las muestras fueron homogenizadas con un politron
durante 10 min, seguido de la adicion de Triton X-100 y centrifugacion (10000x g
por 5 min) para remover residuos celulares. Una vez obtenido el sobrenadante se
llevé a cabo una cuantificacién de proteinas mediante el uso del kit de analisis de

proteinas por el método del acido bicinconinico (BCA) (No.P011, ABP Biosciences).

Posteriormente, para determinar la expresion relativa de las proteinas de
inflamacion, se bloquearon las membranas de nitrocelulosa originales del
microarreglo, la cual contenia 20 anticuerpos de captura diferentes. A continuacion,
se les afadié 500 uL de las muestras de proteinas extraidas mezcladas con un
coctel de anticuerpos biotinilados de deteccion. Las muestras fueron incubadas
dentro de cada membrana de anticuerpos, seguido de una deteccion por
estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP). La deteccién de
proteinas se hizo mediante el uso de un fotodocumentador acoplado a una camara
de quimioluminiscencia, el cual permitié obtener imagenes que mostraron sefales
positivas ante la presencia de proteinas dentro de las membranas. A continuacion,
se llevo a cabo la identificacion de cada proteina expresada utilizando las guias de
identificacion del microarreglo. Finalmente, se determind el porcentaje de densidad
de expresion correspondiente a cada proteina mediante el uso del programa

ImageJ.

6.6. Analisis Inmunohistoquimico de tejidos colénicos

Se realizd un analisis inmunohistoquimico para determinar la presencia
biomarcadores de proliferacién celular en tejido colénico de los grupos de
tratamiento. Para ello, se realizaron cortes de 5 pm de tejido coldnico previamente
filado con formaldehido al 4% v/v previamente recubierto con parafina. Los tejidos,
una vez cortados, se colocaron en laminillas con carga electroestatica positiva
(premium charged slides). Posteriormente se realizé un desparafinado calentando
los tejidos en un horno de conveccion a 60°C por 15 min. Se continué con un tren
de desparafinado de xilol, etanol 100% v/v, etanol 96% v/v, etanol 70% v/v y agua
tridestilada durante un periodo de 5 min en cada solucion. Después, se procedio a

la recuperacion antigénica calentando las laminillas en una soluciéon amortiguadora
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de citratos pH 6.0 en vaporera durante 20 min a 98°C. Las muestras se lavaron con
PBS por 10 min. Se continué con el bloqueo de peroxidasa endégena dejando
incubar las muestras con peroxido de hidrogeno al 3% durante 45 min. Terminado
el tiempo de incubacion las muestras se lavaron con PBS 1x por 10 min. Para
continuar con el bloqueo inespecifico con suero de caballo al 20 % y Tween por 30
min. Al finalizar, las muestras se lavaron con PBS 1x por 5 min. En seguida, las
muestras se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente, anti-MUC2 (No.
sc-7314), anti-E-cadherina (No.sc-8426 HRP), anti-Claudina-1 (No. sc-166338
HRP) o anti-Beta-actina (No.sc-47778 HRP), a una concentraciéon 1:100 dejandose
incubar durante toda la noche a 4°C. Se continu6 con lavados con PBS 1x y se
procedi6 a la incubacién de las muestras con el anticuerpo secundario m-lgGk BP-
HRP (No. sc-516102) a una concentracion 1:100 durante 3 horas a 4°C. Al término,
las muestras se lavaron con PBS 1x por 10 min y se continué con el revelado con
DAB (0.01g en 10 mL de amortiguador TRIS 0.1M pH 4.5). Esta solucion se preparo
20 minutos antes en agitacion y una vez disuelto el DAB (3,3'-diaminobenzidina) se
agregaron 900 pL de perdxido de hidrogeno (H202), dejando las muestras incubar
con DAB+H202 por 10 min. Al finalizar, las muestras se lavaron con agua
tridestilada y se llevo a cabo el contraste con hematoxilina agregando 200 pL por 1
min. Una vez lavadas las muestras con agua tridestilada, se llevd a cabo el tren de
deshidratacion, agua tridestilada, etanol 70% v/v, etanol 96% v/v, etanol 100% v/v y
xilol durante un periodo de 5 min en cada solucion. Al término se llevé a cabo el
montaje de los tejidos con cubreobjetos con resina sintética. Para determinar la
presencia de cada anticuerpo se tomaron fotografias por cada tejido utilizando un
microscopio de 6ptico. Para el analisis de los datos, se utilizaron 5 fotografias por
cada tejido, usando 3 muestras de tejidos de 3 ratas diferentes por cada grupo
experimental para cada anticuerpo. Las imagenes fueron analizadas mediante el
uso del programa Imaged (Fiji version 2.16.0/1.54, NIH, Bethesda, MD, USA).
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Tras el analisis de la parametricidad de los datos, las diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos se determinaron mediante el analisis estadistico de
analisis de varianza (ANOVA) de Wilcoxon para la diversidad a. Para la diversidad
B se utilizd6 PERMANOVA. Se asumio significacion estadistica en p<0.05 para todas
las pruebas. Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar
(DE) de tres ratas por grupo. Los analisis se realizaron con el programa RStudio
version 3.3.0.3. En cuanto a los andlisis de biomarcadores de inflamacién los
resultados son expresados como la media + DE dos repeticiones. Para lo
biomarcadores de proliferacion celular, los resultados se expresaron como la media
+ DE de tres repeticiones. Para ambos biomarcadores, se utilizé un analisis de
varianza (ANOVA) de una via para calcular las diferencias estadisticamente
significativas, seguida de una prueba post-hoc de Tukey como post hoc p< 0.05.
Estos analisis adicionales se realizaron con el programa estadistico JMP versién 7.0
(SAS Institute, INC).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Caracterizacion del perfil de la microbiota intestinal

8.1.2. Alfa diversidad

Los resultados sobre la alfa diversidad, referida como la riqueza de especies o el
numero total de especies en una muestra ya sea observado o estimado (Luz Calle,
2019) se muestran en la Figura 5. Los resultados indican que no hubo diferencias
significativas en cuanto a la alfa diversidad mediante el indice de Shannon y Chao1
al comparar los cuatro grupos experimentales dentro de cada ventana de tiempo.
Por otra parte, al comparar cambios en la riqueza de especies a lo largo del tiempo
por cada grupo experimental el grupo AOM/DSS mostré un aumento (p<0.05) en la

riqueza de especies mediante el indice de Chao1 de la semana 8 y 16 respecto a la

semana 0.
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Figura 5. Alfa diversidad. A) indice de Shannon. B) indice de Chao1. Los datos se muestran
como la media * desviacion estandar de tres muestras de heces. Analisis estadistico de Wilcoxon
para determinar diferencias significativas entre los grupos y a lo largo del tiempo. Asterisco (*)
indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) intergrupales y a lo largo del tiempo.
AOM/DSS= Azoximetano/dextran sulfato de sodio, G+AOM/DSS= Garambullo inducido con
Azoximetano/dextran sulfato de sodio, RG+AOM/DSS= Residuo de garambullo inducido con
Azoximetano/dextran sulfato de sodio.
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8.1.3 Beta Diversidad

En cuanto al analisis de beta diversidad, el cual nos indica las diferencias en la
composicidn de la microbiota entre las muestras (Luz Calle., 2019), los resultados
se muestran en la Figura 6. A la semana 0 los cuatro grupos experimentales
mostraron un agrupamiento entre ellos, indicando que hay similitud en su
composicién microbiana y, mostrando que todos los grupos en el tiempo inicial
contaron con una semejanza en la composicion de su microbiota intestinal en
comparacion a la semana 8 y 16. Por otra parte, los grupos control (semana 8 y 16)
y RG+AOM/DSS (semana 16) mostraron una composiciéon de microbiota similar al
presentarse un agrupamiento de dichos grupos. La similitud en la composicion de
microbiota entre el grupo control y el RG+AOM/DSS sugiere que el consumo de RG
a las 16 semanas no esta permitiendo el crecimiento de bacterias asociadas a la
induccion con AOM/DSS. En cuanto a los grupos AOM/DSS en la semana 8,
G+AOM/DSS semana 8 y 16 y RG+AOM/DSS semana 8 presentan similitud en la

composicién de su microbioma.
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Figura 6. Beta diversidad. Plot PCoA (analisis principal de coordenadas) de distancia de Atchison.
Los circulos indican diferencias estadisticamente significativa p<0.05. Analisis estadistico
PERMANOVA y ANOSIM. AOM/DSS= Azoximetano/dextran sulfato de sodio, G+AOM/DSS=
Garambullo inducido con Azoximetano/dextran sulfato de sodio, RG+AOM/DSS= Residuo de

garambullo inducido con Azoximetano/dextran sulfato de sodio.
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8.1.4. Abundancia relativa

Como parte del analisis metagendmico de la microbiota intestinal presente en los
cuatro grupos experimentales se determind la abundancia relativa por nivel
taxonoémico. A nivel de filo Firmicutes (Bacillota), Bacteroidetes (Bacteroidota) y
Proteobacterias (Pseudomonadota) fueron los de mayor abundancia dentro de los
cuatro grupos experimentales y durante los tres tiempos evaluados (Figura 7). Los
aumentos en la abundancia de Bacillota y Bacteroidota, tras 8 y 16 semanas en
grupos tratados con G, coincide con lo reportado en ratas alimentadas con Ziziphus
Jujuba Mill. (Ji et al., 2018), arandano (Cai et al., 2019) y con la baya Aronia (Aronia
melanocarpa) (Liu et al., 2021). Por otro lado, Bacteroidota y Bacillota son los
principales grupos de bacterias que intervienen en el metabolismo de polisacaridos
no digeridos en el colon (Dreher, 2018). La relacion de ambos filos son de gran
importancia en el mantenimiento de la homeostasis intestinal, en donde al haber un
aumento o disminucion de su ratio se considera disbiosis (Ji et al., 2020). Estos
resultados muestran una mayor abundancia de Bacillota con respecto al resto de
los filos en los cuatro grupos experimentales. Es interesante destacar que dentro de
este filo se pueden encontrar especies asociadas a inflamacién y CC, asi como otras
especies de bacterias productoras de acido butirico benéficas para colon (Chang et
al., 2022a).
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Figura 7. Abundancia relativa de los cuatro grupos experimentales. Nivel
filo. AOM/DSS= Azoximetano/ dextran sulfato de sodio, G+AOM/DSS=
Garambullo inducido con azoximetano/dextran sulfato,
RG+AOM/DSS=Residuo de garambullo inducido con azoximetano/dextran

En cuanto a la abundancia relativa a nivel familia (Figura 8), los resultados muestran
que las familias mas abundantes fueron Prevotellacae, Lactobacillaceae,
Ruminococcaceae y Lachnospiracea en los cuatro grupos experimentales. La
presencia de estas familias en modelos in vivo alimentados con Evodia rutaecarpa
inducidos con AOM/DSS (Wang et al., 2021) y con arandano inducido con DSS (Cai
etal., 2019) se ha reportado previamente. A las 8 y 16 semanas dentro de los grupos
G+AOM/DSS y RG+AOM/DSS se puede observar una mayor abundancia de las
familias Lactobacillaceae y Lachnospiracea en comparacion a los grupos AOM/DSS
y control. Ambas familias intervienen en el mantenimiento de la homeostasis
intestinal y en la produccion de AGCC (Ferreira-Lazarte et al., 2021). Por otra parte,
a las 8 y 16 semanas los resultados muestran una mayor abundancia de la familia
Erysipelotrichaceae en el grupo AOM/DSS en comparacion al grupo control,
G+AOM/DSS y RG+AOM/DSS. EI aumento en la abundancia de
Erysipelotrichaceae se ha descrito en modelos de ratones inducidos con AOM/DSS

asociada a un estado de inflamacion (Tajasuwan et al., 2023).
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Figura 8. Abundancia relativa de los cuatro grupos experimentales. Nivel
familia. AOM/DSS= Azoximetano/ dextran sulfato de sodio, G+AOM/DSS=
Garambullo inducido con azoximetano/dextran sulfato,
RG+AOM/DSS=Residuo de garambullo inducido con azoximetano/dextran
sulfato de sodio.

A nivel de género, hubo una mayor abundancia de los géneros dentro del espectro
de Prevotellaceae, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae y Bacteroidales, ademas
de Lactobacillus, Rombustia, Alloprevotella y Balutia dentro de los grupos
experimentales (Figura 9). A las 8 y 16 semanas se puede observar que los grupos
con G+AOM/DSS y RG+AMO/DSS mostraron una mayor abundancia de los
géneros Lactobacillus, uno dentro del grupo de Lachospiraceae, Alloprevotella,
Blautia, Faecalibacterium y Prevotella respecto del grupo AOM/DSS vy control. El
aumento de Alloprevotella en los grupos con RG y G es similar a lo reportado por
Wang et al. (2021) en un modelo animal inducido con AOM/DSS y alimentado con
Evodia rutaecarpa. Las bacterias dentro del género Alloprevotella son productoras
de AGCC por lo que intervienen en la salud colonica al correlacionarse
negativamente con factores inflamatorios y positivamente con la integridad de la
barrea intestinal (Wang et al., 2021). Por otra parte, el grupo AOM/DSS mostré una
mayor abundancia de los géneros Romboutsia, Turicibacter y Clostridium respecto

al grupo control y los grupos alimentados con G y RG. El aumento en la abundancia
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del género Romboutsia ha sido previamente reportado por Chang et al. (2022) en
un modelo animal inducido con AOM/DSS, en donde se ha asociado a las bacterias
de dicho género con procesos de iniciacion tumoral de CC (Mangifesta et al., 2018).
De igual forma, el aumento de abundancia de los géneros de Turicibacter y
Clostridium coincide con lo reportado en modelos de ratas inducidos con AOM/DSS
y que se han descrito son bacterias asociadas a inflamacion (Tajasuwan et
al.,2023).
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Figura 9. Abundancia relativa de los cuatro grupos experimentales. Nivel
género. AOM/DSS= Azoximetano/ dextran sulfato de sodio, G+AOM/DSS=
Garambullo inducido con azoximetano/dextran sulfato,
RG+AOM/DSS=Residuo de garambullo inducido con azoximetano/dextran
sulfato de sodio.
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En cuanto a los resultados de abundancia relativa a nivel de especie (Figura 10) al
tiempo 0, 8 y 16 semanas hubo una mayor abundancia de especies Lactobacillus
intestinalis, Rombutsis ilealis, Lactobacillus jhonsoni y Alloprevotella sp13513. El
aumento de dichas especies a la semana 8 y 16 fue mayor en los grupos con
G+AOM/DSS y RG+AOM/DSS. Asi mismo a las 16 semanas se puede observar
una mayor abundancia de la especie Faecalibacterium prausnitzii en los grupos
alimentados con G y RG. F. prausnitzii es una de las principales bacterias
productoras de acido butirico, ademas de que se ha descrito su papel en la
disminucion del nivel de inflamacién en enfermedades como la enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD), colitis ulcerosa y cancer de colon. Ademas, ha
demostrado efecto probiético al reducir la formacion de fosas cripticas aberrantes
en un modelo de rata inducido con AOM (Dikeocha et al., 2022). Integrando la
informacion con los resultados dentro del grupo de trabajo, el aumento de F.
prausnitzii en los grupos tratados con G y RG podria explicar la prevencién en el
desarrollo de fosas cripticas aberrantes en ratas inducidas con AOM/DSS en
modelo in vivo (Godinez-Santillan et al., 2024). Por otra parte, en los grupos con
AOMY/DSS se puede observar una mayor abundancia de especies como Turicibacter
sanguinis la cual se ha reportado aumentada en ratones inducidos con AOM/DSS
(Chung et al., 2021).
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Figura 10. Abundancia relativa de los cuatro grupos
experimentales. Nivel especie. AOM/DSS= Azoximetano/ dextran
sulfato de sodio, G+AOM/DSS= Garambullo inducido con
azoximetano/dextran sulfato, RG+AOM/DSS=Residuo de garambullo
inducido con azoximetano/dextran sulfato de sodio.
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8.1.5 Analisis diferencial de abundancias (DAA)

En analisis diferencial de abundancias nos indica las diferencias estadisticamente
significativas en los grupos taxonémicos individuales entre dos o mas grupos (L.
Yang & Chen, 2022). Los resultados observados en la Figura 11 muestran las
comparaciones entre los grupos a nivel de género. En la Figura 9A se muestran las
especies mas abundantes del grupo control respecto del grupo AOM/DSS a las 8 y
16 semanas. Se puede observar que las especies estadisticamente (p<0.05) mas
abundantes en el grupo control en ambas semanas fueron Acetitomaculum,
Anaerosporobacter, Faecalibacterium, Marvirbryantia, Subdologranum,
Shutteworthia y Blautia. La presencia de estos géneros de bacterias en el grupo
control permitié establecer un perfil de microbiota en los animales sin tratamiento.
En donde los resultados muestran una presencia de géneros de bacterias asociadas

a el mantenimiento de la homeostasis intestinal (Shen et al., 2020).

La Figura 11B muestra los géneros de bacterias mas abundantes dentro del grupo
G+AOM/DSS respecto del grupo AOM/DSS a las 8 y 16 semanas. Los resultados
muestran que a las 8 semanas el género Faecalibacterium (p<0.05) se presenta con
mayor abundancia en el grupo G+AOM/DSS. El género Faecalibacterium ha estado
descrito como un género de bacterias asociado a la promocion de la salud coldnica,
productoras de AGCC y a una disminucion en la inflamacion ratones inducidos con
AOM/DSS (Ferreira-Lazarte et al.,2020). A las 16 semanas se muestra una mayor
abundancia de los géneros Acetitomaculum, en donde se encuentran bacterias
productoras de acido acético, asi como una mayor abundancia del género
Escherichia-Shigella, el cual es un género de bacterias asociado a la activacion del
AOM dentro del colon, ya que una vez que el AOM es administrado de forma
intravenosa, es metabolizado por el citocromo P450 por la isoforma CYP2E1 donde
se hidroxila su grupo metilo formando un metabolito llamado metilazoximetanol
(MAM). EI MAM en el higado es conjugado con acido glucurénico para ser
transportado y eliminado por la bilis en el intestino. Una vez que llega al colon, E.

colii, a través de la enzima B-glucuronidasa hidroliza el conjugado y libera el MAM.
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Lo anterior permite que el MAM pueda absorberse y generar un intermediario
altamente reactivo que es el ion metildiazonio, el cual metila al ADN en la O6-
metilguanina (O6meG), generando aductos y conduciendo a mutaciones
transcripciones G:G - T: A (guanina alquilada se aparea con timina en lugar de

citosina) y dando paso a la progresion del CC (Venkatachalam et al., 2020).

El género Escherichia-Shigella se asocia a con bacterias patégenas oportunistas
que pueden colonizar con frecuencia lesiones cancerosas (Vitali et al., 2022). La
presencia del género Escherichia-Shigella en los grupos G+AOM/DSS vy
RG+AOM/DSS podria indicar que el consumo de G y RG a las 16 semanas no
muestra un efecto modulador favorable sobre el perfil de la microbiota al no reducir
la abundancia de este género. Sin embargo, estudios previos realizados por
Godinez-Santillan et al., (2024) en el mismo modelo de estudio que aborda este
trabajo demostré que las ratas inducidas G por 16 semanas presentaron una
disminucion en B-glucuronidasa en heces. De tal manera que a pesar de observar
una mayor abundancia del género Escherichia-Shigella en los grupos que
consumieron G y RG a la semana 16 esto no es un indicador que exista una
actividad biologia relacionada con la progresion del CC inducida por AOM/DSS por

parte de las bacterias dentro de este género.
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Figura 11. Andlisis diferencial de abundancias. Los puntos por arriba de la linea indican
los géneros de bacterias que son significativamente mas abundantes (p<0.05) en los
grupos Control (Figura 11A), G+AOM/DSS (Figura 11B) y RG+AOM/DSS (Figura 11C) en
comparacion al grupo AOM/DSS. El andlisis se realizé con el paquete DESeq2.
AOM/DSS= Azoximetano/dextran sulfato de sodio, G+AOM/DSS= Garambullo inducido
con Azoximetano/dextran sulfato de sodio, RG+AOM/DSS= Residuo de garambullo
inducido con Azoximetano/dextran sulfato de sodio.
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En cuanto a la comparacion entre el grupo RG+AOM/DSS y el grupo AOM/DSS los
géneros mas abundantes dentro del grupo RG+AOM/DSS a las 8 y 16 semanas se
muestran en la Figura 11C. Los resultados indican a las 8 semanas una mayor
abundancia de géneros Shuttleworthia, Alloprevotella, Lactobacillus 'y
Faecalibacterium, mientras que a las 16 semanas se puede observar una mayor
abundancia de géneros Acetitomaculum, Alloprevotella y Escherichia-Shigella. De
tal manera que los géneros de bacterias mas abundantes en el grupo con
RG+AOM/DSS son géneros de bacterias asociados a protecciéon del colon,
disminucién de la inflamacion y productoras de AGCC (Ferreira-Lazarte et al.,2020).
Lo anterior indicar que el consumo del RG a las 8 semanas permitié6 una mayor
abundancia de bacterias asociadas a mecanismos de proteccién del colon en
comparacion a la semana 16 en donde se observa un aumento en el género

Escherichia-Shigella.

8.2. Biomarcadores de inflamacion celular

A partir de los tejidos de colon obtenidos de cada uno de los grupos experimentales
se identificaron biomarcadores de inflamacion. Los resultados obtenidos (Figura 12)
muestran la presencia de molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1), antagonista
del receptor de IL-1 (IL-1ra), molécula de adhesion L-selectina, quimiocina (CXCL7)
e inhibidor tisular de metaloproteinasa 1 (TIMP-1), y el ligando 20 de quimiocina
(CCL20) dentro de los cuatro grupos experimentales. Cabe sefialar que dentro del
grupo control negativo no se identifico ninguna proteina de inflamacion (Anexo
11.1). El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) sélo se encontrd expresado en el
grupo AOM/DSS. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) se expreso en
el grupo inducido AOM/DSS y el grupo RG+AOM/DSS. Por otra parte, los grupos
G+AOM/DSS y RG+AOM/DSS mostraron la expresion de la quimiocina 5 (CCL5).
Mientras que los grupos AOM/DSS y RG+AOM/DSS mostraron una expresion de la
proteina fractalquina (CX3CL1).
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Figura 12. Biomarcadores de inflamacion celular. Los datos se muestran como la media +
desviacion estandar de dos repeticiones. Andlisis estadistico de ANOVA de una via. Letras
diferentes en barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) mediante una
prueba post hoc Tukey-Kramer. AOM/DSS= Azoximetano/dextran sulfato de sodio,
G+AOM/DSS= Garambullo inducido con Azoximetano/dextran sulfato de sodio, RG+AOM/DSS=
Residuo de garambullo inducido con Azoximetano/dextran sulfato de sodio.

La expresion de la proteina ICAM-1 disminuyé en el grupo G+AOM/DSS en
comparacion a los grupos AOM/DSS y RG+AOM/DSS en donde se vio aumentada.
La proteina ICAM-1 es una glicoproteina de superficie celular de la superfamilia de
inmunoglobulinas que pertenece a las proteinas de adhesion celular debido a que
juega un papel importante en la interaccion célula-célula, célula-matriz extracelular,
sefalizacion celular y procesos inmunoldgicos. Estudios han demostrado que
ICAM-1 tiene un papel importante en la patogénesis del CC debido a que modula
funciones como apoptosis, motilidad celular y angiogénesis (Qiu et al., 2022). El
aumento en la expresion de ICAM-1 observado en los grupos AOM/DSS vy
RG+AOM/DSS puede ser debido a que ICAM-1 es una proteina pro-inflamatoria
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que su expresidon aumenta en un estado inflamatorio activada a través de la
estimulacion por lipopolisacaridos (LPS) o por interleucinas proinflamatorias como
TNF-a, IFN-y e IL-1 por medio de la activacion de la via de sefnalizacion NF-kB
(Mitselou et al., 2021). Asi mismo la mayor expresion en ICAM-1 se ha asociado
con la presencia de una disbiosis de la microbiota intestinal al verse alterada la
homeostasis de la barrera intestinal ocasionando la activacion de la via NF-kB
(Jenkins et al., 2019). En consecuencia, el incremento en la expresion de ICAM-1
puede relacionarse con el aumento de bacterias patdbgenas como Turicibacter,
Desulfovibrio, Allobaculum, Erysipelatoclostridium, Parasutterella y Anaeroplasma
presentes en los grupos AOM/DSS y RG+AOM/DSS a las 16 semanas como se
menciona en resultados anteriores. De igual mantera, se ha observado una mayor
expresion de ICAM-1 en ratones después de la administracion de DSS,
demostrando que el aumento en la expresion de ICAM-1 en tejido colonico se da en
las primeras fases de un proceso inflamatorio (Bendjelloul & Maly, 2000). Por otra
parte, la disminucion de la expresion de ICAM-1 observada en el grupo
G+AOM/DSS presenta similitudes con un estudio previo en el cual la administracion
de un extracto de Acai (Euterpe oleracea Martius), un fruto rico en compuestos
polifendlicos, mostré una disminucién en la expresion de ICAM-1 mediante la
inhibicion de la via NF-kB (Dias et al., 2014). Igualmente, un estudio previo habia
demostrado que el acido butirico puede disminuir la expresién de ICAM-1 mediante
la inhibicién de NF-kB (Zapolska-Downar et al., 2004), lo que puede relacionarse
con resultados anteriores obtenidos en este trabajo donde se observé que el grupo
que consumo G mostré un aumento en bacterias productoras de butirato como
Lactobacillus y Faecalibacterium. Esto podria indicar que un posible mecanismo por
el cual el consumo de G disminuyé ICAM-1 fue a través del aumento de bacterias

productoras de acido butirico.

La proteina IL-1ra se observé con mayor expresion en los grupos RG+AOM/DSS y
G+AOM/DSS en comparacion al grupo AOM/DSS. El aumento en la expresion de
IL-1ra muestra un posible papel protector del G y el RG ante la induccion de
AOM/DSS debido a que la IL-1ra es una interleucina anti- inflamatoria (Frenay et

al., 2022) que funciona como un antagonista del receptor de IL-1 (IL-1R) (Fields et
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al., 2019). Se sabe que la IL-1ra se une al receptor de IL-1 boqueando su actividad
proinflamatoria en modelos in vitro e in vivo. El bloqueo de la actividad de IL-1 resulta
de importancia en el CC debido a que la IL-1 se ha asociado con la progresion del
CC. Algunos estudios han demostrado el efecto anticancerigeno del aumento de IL-
1ra al disminuir tumores en modelos animales de xenoinjertos derivados de células
de CC humanas (Heo et al., 2021).

La expresion de la proteina L-selectina aumenté en el grupo G+AOM/DSS respecto
a los grupos AOM/DSS y RG+AOM/DSS. La expresion de la proteina L-selectina
responsable de la adhesion de los leucocitos al endotelio es de suma importancia
para la disminucién de la inflamacion aguda. Sin embargo, se ha reportado que
cuando existe una infiltracién excesiva de leucocitos en un proceso de inflamacién
esto puede aumentar la gravedad de una lesion (lvetic et al., 2019). Algunos
estudios han reportado que el bloqueo de la funcion de las selectinas puede prevenir
la infiltracion masiva de leucocitos en sitios de inflamacion y reducir la progresion
de la inflamacion y el daio al tejido (Borsig, 2018; Raffler et al., 2005). En un estudio
previo se ha indicado a la inhibicion de las selectinas como estrategia potencial para
controlar el estado de inflamacion en un modelo de colitis inducido con DSS (Zhang
et al.,, 2001). Sin embargo, aun es importante el determinar en qué medida la
modulacién de la respuesta inmunitaria mediada por selectina contribuye a una
progresion del cancer. De tal manera que acorde a los resultados obtenidos, se
puede sugerir que el consumo de G, al aumentar la expresion de L-selectina, esta
estimulando la activacion de una respuesta inmunoldgica en cuanto a la adhesion
de leucocitos ante la induccion del AOM/DSS. Sin embargo, como se menciona
anteriormente, la activacion de dicha respuesta excesiva puede llegar a causar dano
al tejido, por lo que el consumo de G no muestra un efecto protector ante la
induccién de AOM/DSS a través de la modulacion de L-selectina.

En cuanto a la proteina CXCL7, la cual participa en el reclutamiento de neutréfilos
en un proceso de inflamacion y es un biomarcador asociado con la progresion del
CC (Yang et al., 2015), no mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos, lo que indica que el consumo de G no tiene un efecto en la modulacién
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de dicho biomarcador. Por otra parte, el resultado indica que la proteina TIMP-1
presenté mayor expresion en el grupo RG+AOM/DSS en comparacion a los grupos
G+AOM/DSS y AOM/DSS. Estudios han demostrado que la expresion de TIMP-1
se encuentra aumentada al inicio y progresion del CC (Huang et al., 2019b;
Kapsoritakis et al., 2008). Anteriormente se demostr6 que la disminucion en TIMP-
1 puede suprimir la proliferacion, migracién, apoptosis e invasion de células de CC
in vitro (Song et al., 2016b). A pesar de que el grupo que consumié G mostré una
disminucién en la expresion de TIMP- 1 las diferencias no fueron estadisticamente
significativas al compararse con el grupo inducido con AOM/DSS, lo que indica que
el consumo de G y RG a la dosis y tiempo administrado no muestra un efecto

protector contra la induccién del AOM/DSS mediante la modulacion de TIMP-1.

El TNF-a solo se expres6 en el grupo con AOM/DSS en comparacion al grupo
G+AOM/DSS y RG+AOM/DSS. Lo anterior sugiere que el G ejerce un papel
protector ante la inflamacién inducida por AOM/DSS al no permitir la expresion del
TNF-a. El TNF-a es un biomarcador pro-inflamatorio que se produce durante una
respuesta inflamatoria inicial y propagada. Entre sus mecanismos de accion, se ha
descrito la regulacién la produccion de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y
moléculas de adhesion endotelial. Ademas, TNF-a aumenta la permeabilidad
vascular, lo que permite el reclutamiento de leucocitos activados al lugar de la
lesién. Todas estas actividades validan que esta proteina es promotora de

inflamacion, angiogénesis y progresion tumoral.

Los niveles de TNF-a aumentan en pacientes con enfermedades asociadas a
inflamacion intestinal como colitis ulcerosa y CC, asi como en modelos inducidos
con AOM/DSS (Heo et al., 2021). Se sabe que la expresion de TNF-a depende de
la activacién de NF-kB, lo que contribuye al proceso de inflamacion, por lo que el
bloqueo o disminucion de TNF-a podria ser eficaz para detener la progresion del
CC, algo observado en este estudio. Comparando con estudios previos, por
ejemplo, el consumo de frambuesa negra en un modelo murino inducido con DSS
demostrdé una disminucion de la ulceracion de la mucosa al suprimir los niveles de
TNF-a e IL-1, asi como la inhibicion de la via NF-xB (Chen et al., 2019).
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Complementariamente, en un modelo murino inducido con AOM/DSS se observé
que el consumo de fresa liofilizada disminuy6 al TNF-a e IL-1 asi como las lesiones
preneoplasicas. Esto se relaciona con el efecto protector que mostré el consumo de
G ante la induccion con AOM/DDS al disminuir las FCA, en donde se obtuvo un
menor grado de inflamacion en el tejido de ratas tratadas con garambullo (Godinez-
Santillan et al., 2024), lo cual coincide con los resultados presentados aqui, en

donde el grupo que consumié G mostré una disminucion de la expresion de TNF-a.

Los flavonoides presentes en frutas y verduras tienen propiedades antinflamatorias.
Al respecto, se ha descrito que flavonoides como la quercetina y el kaempferol,
presentes en garambullo (Sanchez-Recillas et al., 2022), contribuyen al bloqueo de
la activacion de la via NF-xB, provocando la disminuciéon de la respuesta
inflamatorias al inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias (Hasibuan et al.,
2024). Ademas, se ha reportado que las betalainas, otro tipo de compuestos
bioactivos presentes en garambullo, presentan actividad anti-inflamatoria debido a

que disminuyen marcadores como TNF-a, NF-xB e IL-1 (Lechner & Stoner, 2019).

Por otro lado, estudios han demostrado una correlacion entre la microbiota,
inflamacion y la presencia de TNF-a. Se ha observado una disminucion de la
expresion de TNF-a ante la presencia de Lactobacillus en modelos in vitro (Oh et
al., 2020). Esto podria indicar que el aumento de Lactobacillus observado en el
grupo que consumio G podria estar relacionado con la ausencia en la deteccién de
la expresion de TNF-a en el grupo G+AOM/DSS en comparacién a la disminucion

de Lactobacillus presente en el grupo AOM/DSS.

El VEGF es un factor angiogénico que aumenta la permeabilidad vascular en el CC.
El VEGF mostré mayor expresion en el grupo AOM/DSS, en comparacion al grupo
RG+AOM/DSS y G+AOM/DSS. La expresion de VEGF se ha asociado con la
progresion del CC siendo un indicador de un mal prondstico de CC, por lo que la
menor expresion en los grupos G+AOM/DSS y RG+AOM/DSS podrian indicar que
ambos tratamientos estan induciendo un efecto quimiopreventivo ante la
modulacién de VEGF. Esto puede ser debido a los compuestos con los que cuenta
el garambullo ya que se ha reportado que la rutina un glucésido de la quercetina
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presente en garambullo (Sanchez-Recillas et al.,2022) puede suprimir la
angiogénesis mediante la disminucion en la expresion de VEGF en modelos in vitro.
Asi mismo el acido 3,4-dihidroxicinamico, también presente en garambullo, reduce
la expresiéon de VEGF en células de cancer de colon HT-29 de forma dosis
dependiente (Gong et al., 2024).

La proteina CCL5 se expres6 en los grupos G+AOM/DSS y RG+AOM/DSS, pero no
se encontré expresada en el grupo AOM/DSS. CCL5 es una quimiocina que se
encarga de reclutar leucocitos como linfocitos T, macrofagos, eosindfilos y basofilos
hacia sitios de inflamacion. Su produccion por parte de los linfocitos es regulada por
la via NF-xB y es de suma importancia ante la induccién de la respuesta inmunitaria
en un proceso cancerigeno (Mielcarska et al., 2022). La funcién exacta de CCL5 en
la progresién de CC aun no esta del todo clara. Por ejemplo, en tejidos con
presencia de CC, el aumento de CCL5 tiene efecto antitumoral porque se
correlaciona positivamente con la cantidad y actividad de los linfocitos citotoxicos
CD8+, conocidos inhibidores del crecimiento tumoral y del proceso de metastasis,
(Chen et al.,2019). De acuerdo con los resultados aqui presentes relacionados con
el aumento de CCL5 en los grupos que consumieron G y RG, se podria sugerir un
incremento en la respuesta inmune ante la inflamacion dada por la induccion con
AOM/DSS.

En cuanto a la proteina CCL20, su expresion fue mayor en los grupos AOM/DSS y
RG+AOM/DSS en comparacion al grupo G+/AOM/DSS, en donde se observd
disminuida. La expresion de la proteina CX3CL1 fue mayor en los grupos AOM/DSS
y RG+AOM/DSS, mientras que en el grupo G+AOM/DSS mostré una disminucién
en su expresion. La concentracién de quimiocina CX3CL1 se incrementa ante una
respuesta inflamatoria de la mucosa intestinal, puesto que, en el proceso de
reclutamiento de células inmunes como monocitos, células dendriticas y linfocitos,
se promueve mayor expresion de su receptor (Atreya & Neurath, 2005).
Comparando con los resultados obtenidos en este trabajo, la disminucién de
CX3CL1 en el grupo inducido alimentado con G podria estar disminuyendo la
respuesta inflamatoria que producen tanto el AOM como el DSS. CCL20 promueve
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la proliferacidn celular y la metastasis, ademas de ser un biomarcador importante
en la progresion del CC (Wang et al., 2019). En modelos de colitis inducida con DSS
se ha visto un aumento en la expresion de CCL20, en donde el bloqueo de CCL20
con su receptor CCR6 han provocado la disminucién en la inflamacion intestinal en
modelos animales (Atreya & Neurath 2010). De tal manera que, de acuerdo con
nuestros resultados, la disminucion de CCL20 en el grupo G+AOM/DSS puede

indicar el efecto preventivo del consumo de G ante la induccion de AOM/DSS.

8.3 Biomarcadores de proliferacion celular

En cuanto a los biomarcadores de proliferaciéon celular, los resultados se muestran
en la Figura 13. Las proteinas E-cadherina y MUC2 aumentaron en tejido colonico
en el grupo control y en el grupo G+AOM/DSS en comparacién con AOM/DSS. A
su vez, el grupo RG+AOM/DSS no presentd diferencias estadisticamente
significativas. Respecto a Claudina-1, los resultados muestran una disminucion
estadisticamente significativa en el grupo inducido con AOM/DSS en comparacion

al grupo control y los grupos que recibieron el tratamiento con G y RG.
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Figura 13. Proteinas de proliferacion celular. A) Grafico de expresion de proteinas de
proliferacion celular de tejido colénico. Los datos se muestran la media + desviacion
estandar de tres repeticiones. Analisis estadistico de ANOVA de una via. Letras diferentes en
barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) mediante una prueba post
hoc Tukey-Kramer.AOM/DSS= Azoximetano/dextran sulfato de sodio, G+AOM/DSS=
Garambullo inducido con Azoximetano/dextran sulfato de sodio, RG+AOM/DSS= Residuo de
garambullo inducido con Azoximetano/dextran sulfato de sodio. B) Fotografias de
Inmunohistoquimica de tejido colénico. Las flechas rojas indican positividad del anticuerpo.
Objetivo 10x Codigo de color: café — expresion de proteina (DAB-HRP), azul — Hematoxilina.
Barra de escala— 100 yM.
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La disminucién en los niveles de E-cadherina, Claudina-1 y MUC2 en el grupo
inducido con AOM/DSS ha sido previamente reportado por diferentes autores en
tejido coldnico de animales inducidos con AOM y DSS (Shi et al., 2021a; Tian et al.,
2024; T.Wang et al., 2022; Zhou et al., 2022a). La induccion con ambos compuestos
ocasiona un estado de inflamacién en la mucosa colonica, asi como la formacion de
criptas epiteliales distorsionadas y distribuidas irregularmente sobre la lamina
propia, resultando en una mayor acumulacion de las células inflamatorias (Tian et
al., 2024). Shi et al. (2021) reportan un aumento en la liberacion de biomarcadores
pro-inflamatorios como TNF-a a causa de la inflamacion ante la induccion con
AOM/DSS. El aumento de TNF-a también observado en resultados presentados en
la Figura 12 causa dafno a la barrera intestinal al disminuir las proteinas de uniones
estrechas como E-cadherina y Claudina-1. En consecuencia, se presenta un
incremento de la permeabilidad intestinal ante la pérdida de la integridad de la
barrera intestinal, potenciando la traslocacion de patdogenos que estimulan la
respuesta inflamatoria de la mucosa (Shi et al., 2021a). La baja expresién del gene
Muc?2 esta relacionada con la aparicion y el mal prondstico del CC (Yue et al., 2025),
esto es debido a que la capa de moco compuesta por la proteinas MUC2 aumenta
la susceptibilidad de los patégenos ocasionando un estado de inflamacién y
disbiosis coldnica (Yan et al., 2023). Cuando se presenta disbiosis de la microbiota
intestinal, las bacterias patdgenas llegan a liberar toxinas bacterianas y se reduce
en la produccién de AGCC, degradando las proteinas de uniones estrechas (E-
cadherina y Claudina-1, entre otras), disminuye la capa de moco por parte de MUC2
y se altera la barrera epitelial. Se ha reportado que bacterias patégenas como
Bacteroides fragilis y E. coli promueve la progresion a un CC mediante dafio al ADN,
activacién de las vias Wnt/B-catenina y NF/kB en colonocitos y por la escision de E-
cadherina, lo que aumenta la permeabilidad intestinal (Yan et al., 2023; Tian et al.,
2024).

En cuanto al aumento en la expresién de E-cadherina, Claudina-1 y MUC2 en el
grupo que consumié G, los resultados son simulares a una investigacion previa
donde E-cadherina, Claudina-1 y MUC2 su expresiéon fue mayor en aquellos

animales que consumieron un tratamiento anti-inflamatorio llamado Chan Ling Gao
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que contiene compuestos antioxidantes provenientes de plantas como Curcuma
zedoaria, Rabdosia rubescens y Puerariae Lobatae Radix, lo que podria indicar el
posible efecto antiinflamatorio por parte del G al aumentar la expresién de E-
cadherina, Claudina-1 y MUC2. El aumento en la expresion de estas proteinas
indica el mantenimiento de la barrera intestinal, asi como la resistencia a la invasion
de patdgenos intestinales y por lo tanto la inhibicién del desarrollo del CC (Tian et
al., 2024). Ademas, esto coincide con el previamente reportado aumento en los
niveles de Claudina-1 en ratones tratados con corilina, un compuesto con alta
capacidad antioxidante derivado de la fruta y semilla de Psoralea corylifolia, similar
a lo mostrado en los animales a los que se les alimenté con G y RG (Chang et al.,
2022b). En ratones con CC inducido por AOM/DSS previamente se reportd un
incremento en la expresiéon de MUC2 y E-cadherina tras la administraciéon de un
alcaloide indol derivado de la planta Evodia rutaecarpa (EVO) (Wang et al., 2021).
Este resultado podria indicar la reversion del dafo inducido por el carcinégeno en

la barrera intestinal y un aumento de la permeabilidad intestinal.

Similarmente, Wang et al. (2021) muestran una correlacién positiva entre la
abundancia de géneros bacterianos como Bacteroides, Parasutterella vy
Lactobacillus y el aumento de la expresion de MUC2 y de Lachnospiraceae con E-
cadherina, asi como una correlacion negativa con TNF-a y otras proteinas
proinflamatorias. Complementariamente, la suplementacion dietaria con
Lactobacillus aumenta la expresion de los genes (MRNA) de Claudina-1, MUC2 y
E-cadherina en un modelo de colitis inducida con DSS (Shi et al., 2021b). Ambos
resultados también coinciden con lo observado en este trabajo, en el que los grupos
inducidos con G+AOM/DSS y RG+AOM/DSS presentaron un incremento de los
géneros Lactobacillus y Lachnospiraceae, asi como una disminucion de TNF-q, lo
que sugiere que el aumento de E-cadherina, Claudina-1 y MUC2 en estos grupos
podria relacionarse con el incremento observado de Lactobacillus (Figura 11C). El
aumento en la expresion de MUC2 y Claudina-1 en tejido colénico en animales
tratados con SWHQ (compuesta por tres hierbas: raiz de Scutellaria, raiz de
Sophora flavescens y raiz de Rehmannia) en comparacién con ratones tratados con

AOM/DSS también ha sido reportado, mostrando igualmente que los grupos que
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consumieron SWHQ tienen mayor abundancia de Faecalibacterium en comparacion
con del grupo AOM/DSS (Zhou et al., 2022b). Lo anterior coincide con los resultados
de las Figuras 11B y 11C, en las que el grupo administrado con G presenta un mayor
numero de Faecalibacterium (Figuras 11By 11C). Esto sugiere efectos reparadores

del G y RG sobre dafios a la barrera epitelial inducidos por AOM/DSS.

Los AGCC actuan mediante diversos mecanismos de accion para el mantenimiento
de la integridad de la barrera epitelial y la disminucion de la inflamacion ante el dafo
por AOM/DSS. Se ha reportado que los AGCC se disocian para producir H+ y
disminuir el pH del lumen intestinal, inhibiendo el crecimiento de bacterias
patdgenas, sumado a la formacion de péptidos antimicrobianos con el objetivo de
mantener la eubiosis bacteriana en el colon (Ma et al., 2022). El acido butirico
reduce el oxigeno en el lumen intestinal mediante la oxidacién del butirato, creando
las condiciones anaerobias necesarias y estabilizando el factor inducible por hipoxia
(HIF). HIF es un factor de transcripcion que actua sobre genes asociados con la
defensa antimicrobiana, la produccion de mucina y el factor de transcripcion
intestinal, implicado en la reparacion de la mucosa intestinal (Fernandez-Cantos et
al.,, 2021). El acido butirico, ademas de ser una fuente de energia para los
colonocitos, regula la expresion del gen Muc2 mediante la acetilacion y la metilacion
de las histonas del promotor de Muc2 (Gu et al., 2023). Ademas, pueden regular la
expresion de NHE3 (intercambiador Na+/H+3), que contribuye a la formacién de la
capa densa interna del moco, manteniendo el medio mucoso acido necesario para
la homeostasis de la microbiota intestinal (Yao et al., 2021). De igual manera, el
acido butirico, a través de la via de AMPK (proteina quinasa activada por AMP),
puede mejorar el ensamblaje de las UE y estimular la expresion de MUC2 en lineas
celulares de CC (Mirzaei et al., 2021). La disminucion de AMPK es responsable del
deterioro de la funciéon de la barrera epitelial inducido por el IFN-y (interferén
gamma) (Yang et al., 2017). El butirato promueve la funcion de la barrera epitelial al
inducir la expresion de genes implicados en el reensamblaje de proteinas de la UE
mediante factores de transcripcion como STAT3 (Venegas et al., 2019). Esto
sugiere que la pérdida de taxones productores de butirato elimina la sefalizacion

del acido butirico a través del receptor GPR109A y la inhibicion de histona
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desacetilasa (HDAC), vias que regulan la reparacion epitelial y la expresion de
genes de UE y Muc2 (Dong et al., 2026). De igual manera, la alteracion en la
expresion de proteinas de UE esta mediada por la cinasa de la cadena ligera de
miosina (MLCK) y la activacion de NF-kB. Esta sefal provoca la contractilidad de la
actomiosina, lo que ocasiona la apertura de la UE. Probi6ticos como Lactobacillus
pueden modular la expresién de MLCK al reducir la expresion rio arriba mediante la
inhibiciéon de activadores como NF-kB y citocinas pro-inflamatorias. Lactobacillus,
ademas, previene el aumento de la permeabilidad de la UE inducido por IL-1( al
inhibir la activacién de NF-kB y normalizar las proteinas como Claudina-1 (Ferris et
al., 2025). De tal manera que podemos sugerir que el G y RG, integralmente, al
modular positivamente el perfil de la microbiota intestinal, tienen un efecto sobre la
disminucién de proinflamatorios, lo que, a su vez, mantiene la integridad y

funcionalidad de la barrera intestinal.

De igual manera, los compuestos presentes en G pueden estar modulando el
aumento de la expresion de E-cadherina, Claudina-1 y MUC2. Se ha reportado que
los polisacaridos pueden inhibir la expresion de factores proinflamatorios, como IL-
18 y TNF-a, y proteger la barrera intestinal danada. Los polisacaridos pueden
promover la produccion de mucina MUC2. Se ha reportado que los polisacaridos de
manzana revierten la reduccién del grosor de la capa de moco inducida por una
dieta alta en grasas en un modelo animal. El tratamiento con polisacaridos de
Enteromorpha (algas verdes) estimula la expresion de MUC2 y previene la
destruccion de la barrera intestinal inducida por el cisplatino (Dong et al., 2026). La
administracién de fibra altera la tasa de liberacién de vesiculas mucosas en un
modelo animal, mientras que la deficiencia de esta provoca dafos en la capa de
moco al disminuir la produccién de MUC2 en ratones (Hou et al., 2021). Ademas,
los polifenoles desempefan un papel importante en la induccion de la expresién de
MUC2 y de proteinas de la UE en modelos animales y celulares, a través de
diferentes vias de sefalizacion. Estudios muestran que los polifenoles regulan
negativamente la via de sefalizacion NF-kB inducida por TNF-a, suplementacion
con berberina (compuesto antioxidante presente en Berberis vulgaris) disminuyo la

desintegracion de Claudina-1 inducida por TNF-a en células de HT-29. También
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pueden mejorar la funcion de la barrera epitelial al modular la via de sefalizacion
de MAPK (familia de quinasas proteicas). En la via de sefalizacion p38/MAPK, p38
promueve las sefiales durante un proceso inflamatorio. Por lo que p38 se une
directamente a NF-xB y la fosforila para inducir la transcripcion de genes
inflamatorios. Polifenoles, como quercetina, pueden reducir la fosforilacion de
p38/MAPK, teniendo un efecto sobre la expresion de claudinas en modelos in vitro
de CC, manteniendo la integridad de la barrera epitelial (Yang et al., 2017). Senales
inflamatorias como NF-kB alteran la expresion de Claudina-1 lo que resulta en
alteraciones en la barrera epitelial. Curcumina y quercetina inhiben NF-xB lo que
disminuye la expresion de TNF-a (Sadeghi Ekbatan et al., 2016). El tratamiento con
resveratrol estimula la transcripcion de MUC2 en ratas tratadas con 1,2-
dimetilhidrazina por lo que protege la integridad de la barrera intestinal (E-cadherina
y Claudina-1). El resveratrol y sus metabolitos microbianos, el acido 3-(4-
hidroxifenil)-propiénico (4HPP), activan la via de la AMPK. Esta accion contribuye
al mantenimiento de la funcion de barrera epitelial mediante la modulacién de la

expresion de las proteinas de las UE (Li et al., 2025).
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Figura 14. Esquema de resultados y posibles mecanismos de proteccion de G y RG ante la
induccion con AOM/DSS. 1. El residuo de garambullo contiene fibra dietaria y polifenoles, asi
como compuestos bioactivos con alta capacidad antioxidante. 2. Los animales inducidos con
AOM/DSS presentan una pérdida de la homeostasis intestinal, caracterizada por una disminucion
de la capa de moco (MUCZ2) y un aumento de los biomarcadores proinflamatorios TNF-a, VEGF e
ICAM-1. Junto con un aumento de bacterias patégenas de los géneros Desulfobivrio, Turicibacter
y Rombustia. 3 y 4. Los animales que consumieron G+AOM/DSS y RG+AOM/DSS mostraron una
mayor abundancia de géneros de bacterias, como Lactobacillus, Faecalibacterium, Alloprevotella
y Blautia, productoras de AGCC, al utilizar la matriz del garambullo y el residuo como fuentes de

sustrato. Los AGCC pueden inhibir la via NF-kB, lo que bloquea la liberacién de biomarcadores
proinflamatorios (TNF-a, VEGF e ICAM-1) y promueve la generacion de IL-1Ra. El acido butirico
estimula la produccion de MUC2 y de proteinas como la E-cadherina y la Claudina-1, lo que evita
la pérdida de la funcién de la barrera epitelial y de la capa de moco en el colon. Lo que indica el
efecto protector del garambullo y del residuo de garambullo frente a la induccion con AOM/DSS.
GPR43, GPR41 y GPR109A, receptores acoplados a proteinas G.
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9. CONCLUSIONES

Los cambios en la abundancia de las bacterias presentes en los cuatro grupos
experimentales a lo largo del tiempo se pudieron observar a nivel de filo, familia,
género y especie. Los cambios significativos en la abundancia de bacterias dentro
de los grupos experimentales se pudieron describir a nivel de género. El tratamiento
con RG a las 8 semanas mostro un aumento en la abundancia de géneros de
bacterias asociadas con mecanismos de proteccion del colon, al generar un
aumento del Shuttleworthiia, Subdoligranulum, Lactobacillus, Faecalibacterium y
Alloprevotella. Esto podria indicar que el consumo de RG que corresponde a la
fraccidén no digerible del G es una fuente de sustrato para el aumento de bacterias
benéficas para el colon. Asi mismo el consumo del G como fruto completo muestra
ser una buena fuente de sustrato para el aumento de bacterias del género
Faecalibacterium a las 8 semanas, pero no a las 16 semanas. El consumo de Gy
RG modulé la presencia de biomarcadores inflamatorios en tejido de colon al
disminuir la expresiéon de ICAM-1, TNF-a VEGF, CX3CL1 y CCL20 asociados a
mecanismos pro-inflamatorios, y aumentar la expresién de IL-1ra, una proteina anti-
inflmatoria, los cuales promueven una disminucion de la inflamaciéon causada por la
induccion de AOM/DSS. Por otro lado, el consumo de G y RG durante 16 semanas
no provocod cambios en biomarcadores inflamatorios como L-selectina, CXCL7,
TIMP-1, CCL5. Los grupos que consumieron G muestran un aumento en la
expresion de proteinas E-cadherina, Claudina-1 y MUC2. Mientras que el grupo que
consumié RG mostré una mayor expresion en Claudina-1. Esto demuestra que el
consumo de G esta teniendo un papel protector sobre el mantenimiento de la
barrera epitelial y la capa de moco ante la induccion con AOM/DSS. De tal manera
que el consumo de G y RG modularon positivamente el perfil de la microbiota
intestinal, asi como biomarcadores de inflamacion y proliferacién ante la
administracion con AOM/DSS, demostrando un efecto preventivo sobre la salud

colénica en un modelo animal de fase temprana de cancer de colon.
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11. ANEXO

11.1 Imagenes de los resultados de membranas de microarreglo de proteinas de
inflamacion de los grupos experimentales.

Control

AOM/DSS
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