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RESUMEN

El riesgo a padecer cancer de colon se ve disminuido con el consumo de
vegetales en la dieta, debido al efecto quimioprotector de ciertos fitoquimicos a
través de la induccion de enzimas de fase 2 (EF2). La moringa es una planta con
alto valor nutricional y con propiedades medicinales, cuyas hojas contienen
glucosinolatos con elevado poder inductor de EF2. Sin embargo, aun no existen
estudios que describan el efecto protector de la moringa en modelos animales. El
objetivo del trabajo fue describir la contribucion de la moringa en la induccién de
EF2, asi como evaluar su efecto protector contra el desarrollo del cancer de colon.
Para caracterizar el modelo de cancer-inflamacién del colon, ratonas ICR fueron
tratadas con el carcinégeno azoximetano (7.5mg/kg, via i.p., 1 dosis, al dia 0) y
con dextran sulfato de sodio (1 y 1.5% en agua de beber, del dia 7 al 14),
alimentadas con dieta control y dieta con el anti-inflamatorio nimesulide (0.04 p/p)
y fueron sacrificadas a los 10, 13 y 35 dias. Al evaluar el proceso inflamatorio a
los 13 dias, se encontraron linfocitos infiltrados, pocos neutréfilos y zonas con
inflamacion en los cortes histopatologicos de la mucosa del colon. Ademas, el
numero de fosas cripticas aberrantes (FCA) no se redujo en ratonas tratadas
durante 35 dias con la dieta con nimesulide. Para evaluar el efecto protector,
primeramente se observo que los animales aceptaron la dieta con moringa (33%
y 50% p/p) y no presentaron una pérdida significativa de peso. En el modelo de
cancer-inflamacion del colon se presentd una disminucion del nivel de
peroxidacién de lipidos (75%) y de la actividad de TNFa (85%) en ratones
tratados durante 13 dias con moringa (40% p/p). Sin embargo, la presencia de
neutréfilos y linfocitos en la mucosa del colon, asi como un incremento en la
actividad enzimatica de la mieloperoxidasa (2.5 veces), demostraron un mayor
dafno en los animales tratados con moringa. A los 35 dias, la moringa aumento
significativamente la actividad hepatica de EF2, pero no se observé una reduccion
significativa en el numero de FCA. A pesar del efecto inductor de la Moringa sobre
EF2, la disminucion del dafio oxidativo y de biomarcadores de inflamacién, aun
es necesario realizar mas estudios para determinar la dosis correcta de moringa
en modelos animales.

Palabras Clave: Moringa, enzimas de fase 2, cancer de colon, inflamacion,
azoximetano, dextran sulfato de sodio, fosas cripticas aberrantes, dafio oxidativo,
biomarcadores de inflamacion, nimesulide.



ABSTRACT

Eating vegetables might substantially reduce colon cancer risk because of the
chemoprotective effect through phase 2 enzyme (P2E) induction by natural
compounds called phytochemicals. Moringa (Moringa oleifera) is a plant with a
high nutritional value and medicinal properties; its leaves contain glucosynolates
with a potent P2E induction activity. However, there are no studies that describe
the chemoprotective effect of moringa in animal cancer models. This project was
focused on describing the moringa’s contribution on the P2E induction and its
effect against the colon cancer development. To characterize the initiated-
inflammation promoted mouse colon carcinogenesis model, ICR female mice were
treated with the carcinogen azoxymethane (7.5 mg/kg b.w., via i.p., 1 single dose
at day 0) and with dextran sodium sulfate (1 and 1.5% in drinking water, at days
7-14). Animals were fed with control diet and 0.04% w/w nimesulide diet and
sacrificed at 10, 13 and 35 days. Evaluation of the inflammatory process at day
13, the nimesulide and control groups showed infiltration of lymphocytes and a
few neutrophils, as well as inflammation marks on histopathological slides of
mouse colon mucosa. In addition, no significant decrease on aberrant crypt foci
(ACF) number was found in mice treated with nimesulide diet (0.04% w/w), an anti-
inflammatory agent, for 35 days. In order to determine the chemopreventive effect
in a colon cancer model, moringa diet acceptance was first evaluated,
demonstrating that animals accepted the moringa diet (33% and 50% w/w) and
showed no significant weight loss. In the inflammation-colon carcinogenesis
mouse model, lipid peroxidation level was reduced (75%), as well as TNFa
activity (85%), in mice treated with moringa diet (40% w/w) during 13 days.
However, neutrophil and lymphocyte infiltration, as well as, the increase in
myeloperoxidase activity (2.49-fold) in colon mucosa, revealed a major damage in
moringa-treated animals. At day 35, hepatic P2E induction was promoted by
moringa, but there was no ACF reduction in mouse colon. Although, moringa
significantly induced P2E, while diminishing oxidative damage and inflammation
markers, further work is necessary in order to investigate the correct dose-
response of moringa in animal models.

Key Words: Moringa, phase 2 enzymes, colon cancer, inflammation,
azoxymethane, dextran sodium sulfate, aberrant crypt foci, oxidative damage,
inflammation markers, nimesulide.
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1. INTRODUCCION.

El cancer ha sido objeto de estudio y de intensas investigaciones durante
muchos afos, encaminadas a encontrar una posible cura, es considerado una
enfermedad con gran impacto sobre la salud humana. En nuestro pais, segun
datos epidemiolégicos sobre mortalidad, los tumores malignos son la segunda
causa de muerte (INEGI, 2002).

En especifico, el cancer de colon ha tomado gran importancia pues es uno
de los canceres mas comunes en los paises de occidente por su alta incidencia.
En México, particularmente en el estado de Querétaro, durante el afio 2003, 3 de
cada 100 defunciones que ocurrieron por neoplasia fueron atribuidas al cancer de
colon, de acuerdo a lo reportado por Servicios de Salud del Estado de Querétaro.

Un gran numero de las enfermedades malignas se desarrollan a partir de
las zonas infectadas e inflamadas de los tejidos u érganos (Kuper y col., 2000;
Shacter y Weitzman, 2002). La mayoria de las enfermedades con padecimientos
de inflamacién crénica estan asociadas con un elevado riesgo a padecer cancer,
por ejemplo la colitis ulcerativa con el cancer de colon (ltzkowitz y Yio, 2004).

En el padecimiento del cancer de colon, los factores que resultan
determinantes en su desarrollo son los cambios en el estilo de vida, las
exposiciones a diferentes sustancias que pueden causar dafio al ADN, la
predisposicion genética y los factores ambientales asociados a la dieta (alto
consumo de grasa y bajo consumo de fibra) (Chen y col., 2005).

El dafo oxidativo es otro factor que puede desencadenar el desarrollo del
cancer de colon. Este fendbmeno ocurre cuando la produccion de oxidantes
sobrepasa los mecanismos de proteccidn de los antioxidantes y que puede verse
incrementado por la disminuciéon de los movimientos peristalticos del intestino a
causa del bajo consumo de fibra. El cancer de colon es 30 veces mas alto que el
cancer del intestino delgado debido a que el colon esta mas expuesto a niveles
altos de bacteria fecales (Chadwik y col., 1992). La microflora intestinal es una
fuente importante de especies reactivas del oxigeno y del 6xido nitrico, especies

causantes del estrés o dafio oxidativo y del dafio al ADN (Stone y col., 2002).
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Entre los carcinbgenos empleados en modelos animales con gran similitud
con la carcinogénesis de colon en humanos, se encuentra el azoximetano (AOM),
metabolito reactivo intermediario proveniente del pro-carcindgeno dimetilhidrazina.
Ademas, este modelo se utiliza para determinar el efecto de las diferentes dietas
quimioprotectoras y de los agentes que pudieran prevenir o intervenir en el
desarrollo del cancer de colon. Su administracién en los roedores induce la
formacion de fosas cripticas aberrantes (FCA). Estas ultimas son lesiones
precursoras del cancer de colon y su determinacion predice la formacion de
tumores en estudios con roedores. Las FCA se han empleado como
biomarcadores del cancer de colon porque presentan una rapida y simple forma
de rastrear compuestos en la dieta que puedan causar o inhibir el cancer de colon
(Wargovich, 2001).

En el area de quimioprevencion del cancer es evidente que la terapia
antiinflamatoria es eficaz contra la progresion de neoplasias y la conversién de
estas lesiones en malignas. Gracias a la habilidad que poseen para disminuir la
inflamacion, las drogas no esteroidales antiinflamatorias (NSAIDs), como por
ejemplo la nimesulide, son consideradas como posibles factores que intervienen
en los mecanismos de quimioproteccion del cancer. Los quimicos inductores de
proteinas antioxidantes y de enzimas de fase 2 son potenciadores de la
desintoxicacion de los carcindégenos, por lo que resultan agentes protectores
contra el desarrollo de cancer, como por ejemplo la 3H-1,2-ditiol-3-tiona (D3T)
presente en los vegetales cruciferos.

Diversas investigaciones demuestran las propiedades protectoras que
poseen los fitoquimicos a través del bloqueo de uno o mas pasos que
desencadenan al cancer. En este sentido, se ha estudiado el efecto
quimioprotector de los glucosinolatos, fitoquimicos contenidos en las plantas como
la moringa. La Moringa oleifera es un arbol originario de la India y es fuente natural
de antioxidantes y glucosinolatos. Tradicionalmente, se le considera como una
panacea para la cura de alrededor de 300 enfermedades. Por sus propiedades
popularmente conocidas y por su potencial como agente protector, es critico

realizar estudios para investigar el efecto medicinal de esta planta (Fahey, 2005).
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2. ANTECEDENTES.

2.1. CANCER.

El cancer es una enfermedad producida por cambios en la conducta de las
células, provocada por modificaciones en la informacion genética de las mismas.
Debido a estas alteraciones, las células cancerosas proliferan sin control formando
tumores malignos que tienden a crecer de manera invasiva, destruyendo tejidos y

organos normales (Karp, 2003).

En los analisis de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se indica que,
desde la edad madura hasta la vejez, una de las principales causas de muerte en
las mujeres es el cancer y las cardiopatias en los hombres. En cuanto a la
mortalidad, los tumores malignos son la segunda causa de muerte en México
(SSA, 2005). En 2002 fallecieron 58,599 personas por cancer, lo cual representa
un 12.7% del volumen total de las defunciones registradas (Figura 2.1) (INEGI,
2002).

2.2 Encéfalo
Encéfalo 31
Laringe

Traquea, bronquios y pulmoén 16 0

7.2 Traquea, bronquios y pulmén
12.9 Mama

7.9 Estomago

7.9 Higado y vias biliares

5.2 Pancreas

Estomago 9.6
Higado y vias biliares 7.4
Pancreas 4.9

Prostata 14.8
Colon 3.7

14.4 Cuello del utero
3.7 Colon

5.1 Leucemia
2.6 Linfoma no-Hodgkin
30.9 Otros

Leucemia 6.7
Linfoma no-Hodgkin 3.5
Otros 27.7

Figura 2.1. Distribucién porcentual de las defunciones por tumores malignos segun
sexo, 2002 (Fuente: INEGI. Estadisticas vitales 2002. Base de datos).
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2.1.1 Biologia celular del cancer.

Una célula cancerosa se distingue del resto de las células normales
porque posee un crecimiento sin control. En cambio, las células normales crecen y
responden a influencias inhibitorias del ambiente que detienen su proliferacion.
Por lo tanto, las células cancerosas son incapaces de detectar estas sefales y
continuan creciendo hasta formar un tumor, convirtiéendose en una amenaza
dentro del cuerpo (Karp, 2003). La malignidad de las células cancerosas se debe a
que tienden a producir metastasis, proceso en el cual las células tienen la
capacidad de invadir tejido circundante al liberarse y viajar a través del torrente
sanguineo o vasos linfaticos para formar tumores secundarios en otros érganos o

lugares del cuerpo (Doll y Peto, 1987).
En comparacion con las células normales, las células cancerosas:

e Se pueden multiplicar en ausencia de factores estimuladores del
crecimiento requeridos para la proliferacion de células normales, y son
resistentes a senales que normalmente programan la muerte celular, es
decir, a la apoptosis (Lodish y col., 2003).

e Presentan alteracion cromosomica aberrante, alteracion denominada
aneuploidia (uno 0 mas cromosomas).

e Sufren cambios morfolégicos en el citoesqueleto, el cual se encuentra
desorganizado y reducido (Figura 2.2).

e Pierden la capacidad de adherirse, por lo tanto son capaces de emigrar y
moverse dentro del cuerpo.

e Pierden la inhibicion por contacto con otras células, por lo que continuan
creciendo en capas formando la masa tumoral.

e Son inmortales porque contintan dividiéndose de manera indefinida (Karp,
2003).

17



Figura 2.2. Imagen de células malignas de un cancer de colon (Garcia, 2007).
2.1.2 Factores etiologicos del cancer.

Los datos actuales indican que cambios en el estilo de vida y exposiciones
a diferentes sustancias pueden modificar el riesgo de cancer en humanos.
Algunos factores genéticos (sindromes de cancer hereditario, genes de
susceptibilidad hereditaria, entre otros) también influyen en el riesgo de cancer.
Por lo que, la mayoria de los canceres humanos no son tan so6lo una secuela
genéticamente determinada del envejecimiento, sino mas bien una manifestacion
de la conducta personal y cultural, superpuesta a la susceptibilidad hereditaria de
cada individuo (De Vita y col., 2000).

Se cree que la mayoria de los canceres se originan a partir de una célula
que ha experimentado una mutacién somatica. Pero para que la progenie de esta
célula se transforme en cancerosa, ésta ha de sufrir cambios, los cuales requieren
de varias mutaciones adicionales a las dadas por factores exdgenos o ambientales
y enddgenos o hereditarios (Toroella y Villa Trevifio, 1998; Karp, 2003). La
elevada incidencia de cancer en ciertos grupos profesionales (deshollinadores,
ladrilleros) hizo sospechar el origen quimico de los canceres humanos (De Vita y
col., 2000).

A las sustancias carcinogénicas que pueden provocar cambios en el
genoma se les llama agentes genotdxicos. Ejemplos de estas sustancias quimicas

son: el hollin y el humo del cigarro (causan simples cambios puntuales en la
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secuencia de los nucledtidos). Por otro lado, otros factores capaces de inducir
cancer son las radiaciones ultravioleta (provocan rupturas y translocaciones de
cromosomas), los virus tumorales (introducen en las células ADN extrafo), los
habitos alimenticios y las exposiciones laborales (Toroella y Villa Trevifio, 1998;
Karp, 2003).

El desarrollo de un cancer requiere de la presencia de varias mutaciones
causada por agentes carcinogeénicos (iniciacion), los cuales transforman una
célula normal a una célula cancerosa, y de un proceso de seleccion clonal. Este
proceso consiste en que la o las mutaciones le confieren a la célula una ligera
ventaja de proliferacion sobre las otras células. Una célula proveniente de la
progenie mutada sufre una segunda mutacion que permitira a sus descendientes
proliferar de forma mas descontrolada y formar un pequefio tumor benigno
(promocion). Una tercera mutacion en este tumor permitira formar una masa de
células o tumor maligno (progresion), que a su vez, al ser mutadas las células
podran emigrar y formar colonias hijas en otros sitios (metastasis) (Figura 2.3)
(Lodish y col., 2003).

Numerosas fuentes evidenciales concluyen que, ademas de los factores
genéticos, los factores nutrimentales tienen un papel importante en la etiologia de
ciertos canceres, como ejemplos notables tenemos al cancer de mama y al cancer
de colon. En 1983, Wynder y colaboradores demostraron que la reducciéon de los
niveles de grasa en la dieta de un 20% a un 10% por peso, produce una inhibicién
significativa de la tumorigénesis en mama, debido al efecto positivo que tiene la
grasa sobre la proliferacién de las células transformadas. Asi mismo, se han
encontrado en experimentos sobre la carcinogénesis que existen varios nutrientes
que pueden actuar como promotores o con efectos protectores (Wynder y col.,
1983).
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Figura 2.3. Proceso de la carcinogénesis quimica (modificada de Surh, 2003).
2.1.3 Cancer de colon.

El colon o intestino grueso es la parte del intestino comprendido desde el
ciego hasta el recto. Su funcién principal es extraer agua de las heces. En los
mamiferos, el colon esta dividido en cinco regiones: colon ascendente, el cual se
encuentra en el lado derecho del abdomen; el colon transverso, el colon

descendente del lado izquierdo; el colon sigmoideo y el recto.

El intestino grueso es el responsable de almacenar los desechos del
organismo, de retener y de mantener el balance de agua y de absorber algunas
vitaminas, como la vitamina K. Es en esta parte anatdmica donde los residuos de
los alimentos no aprovechados se convierten en heces y son eliminados del
organismo gracias a los movimientos peristalticos del intestino. Cuando estos

movimientos son anormales o escasos, las heces se acumulan provocando que
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las células coldénicas estén en contacto constante con las toxinas contenidas en
los desechos del sistema digestivo. Por su exposicion prolongada a téxicos o

carcinégenos, el colon es un érgano susceptible al cancer.

El cancer de colon es uno de los canceres mas comunes y son varios los
factores que afectan su progreso. Se considera que en el desarrollo del cancer de
colon estan involucrados los factores ambientales asociados a la dieta (consumo
alto de grasa y bajo consumo de fibra), al estilo de vida, a la predisposicion
genética y a la susceptibilidad de cada individuo (Chen y col., 2005). Sin embargo,
casi el 75% de los canceres colorrectales ocurren en personas mayores de 50
afios con ningun otro riesgo que el de la edad (Sociedad Americana para el
Estudio del Cancer, 2003).

En paises desarrollados como: Estados Unidos, Nueva Zelanda, Canada,
Australia y el noroeste de Europa, el cancer de colon es la segunda causa de
muerte, después del cancer de pulmoén en el hombre y del cancer de mama en la
mujer (Pinols-Felis, 1995).

Segun las estadisticas del INEGI 2002, la morbilidad hospitalaria (egresos
por tumores durante un afio) en el 2002 fue de 70,745 mujeres y 54,228 hombres
quienes se atendieron por algun tumor maligno. En los varones, el 44.4% de los
egresos se debe al de leucemia, 23.9% al de traquea, bronquios y pulmén, 14.3%
al de estbmago y 10% por el de colon. En México, especificamente en el estado
de Querétaro durante el afio del 2003, 3 de cada 100 defunciones que ocurrieron
por neoplasia fueron atribuidas al cancer de colon, de acuerdo a lo reportado por

Servicios de Salud del Estado de Querétaro.
2.1.4 Modelos de cancer de colon en animales.

Estudios donde se emplean modelos animales proveen la oportunidad de
probar y definir el papel de los factores exdgenos y enddgenos en la etiologia del
cancer de colon. A este respecto, la induccion de cancer de colon en roedores

mediante la administracion de los compuestos azoximetano (AOM) vy
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dimetilhidrazina (DMH), ha sido ampliamente utilizada. Este tipo de modelos bien
establecidos muestran una gran similitud con la carcinogénesis de colon en
humanos (Corpet y Taché, 2002). Entre los carcindgenos que se emplean de
manera menos frecuentemente que el AOM y la DMH, se encuentran las aminas
heterociclicas y las nitrosaminas (metilnitrosourea y la N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina). Las aminas heterociclicas se encuentran en nuestra dieta diaria,
pues son producidas al calentar a altas temperaturas la carne, el pan o el aceite.
Son modelos mas representativos de la realidad, en comparacién al AOM, pero
son menos especificas y menos potentes como agentes carcinogénicos en
modelos experimentales. Debido a la especificidad del AOM como carcinégeno de
colon en animales (ratas o ratones), este modelo es también utilizado para
determinar el efecto de las diferentes dietas quimioprotectoras y de los agentes

que pudieran prevenir o intervenir en el desarrollo del cancer de colon.
2.2 CARCINOGENOS COLONICOS.

Un carcindgeno es un agente que cuando se administra a los animales sin
tratamiento, o bien, en condiciones normales, incrementa significativamente la
incidencia de neoplasmas de uno o mas tipos histogenéticos, comparado con la

incidencia en animales sin tratamiento o controles (Klaassen y col., 1996).
2.2.1 Metabolismo de activacion e inactivacién del azoximetano (AOM).

El AOM es un metabolito reactivo intermediario proveniente del pro-
carcinégeno dimetilhidrazina (DMH). Después de ser activado metabdlicamente
dentro del organismo, la DMH es biotransformada al AOM, a los radicales con
centros de carbono (i6n metilcarbonio) y a las especies reactivas del oxigeno por

los diferentes sistemas enzimaticos (Gamberini y Leite, 1997).

La DMH es rapidamente absorbida a través del torrente sanguineo y, una
vez en el higado o en el intestino, es biotransformada por enzimas de fase 1
(principalmente por el sistema de citocromo CYP450 o flavin monooxigenasas) a

AOM, éste a su vez es metabolizado por el citocromo CYP2E1 a
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metilazoximetanol (MAOM). Posteriormente, este metabolito es biotransformado
por las enzimas de fase 2 (UGT, GST, NQO1) a metilazoximetanol glucoronidado
y es eliminado del organismo. Cuando no es eliminado, en el intestino, éste es
convertido de nuevo por la enzima Beta-glucoronidasa, presente en los
colonocitos, a metilazoximetanol. Este ultimo metabolito da Ilugar al i6n
metilcarbonio, el cual se cree es el carcinégeno final con capacidad para unirse
covalentemente con proteinas, ADN y ARN para formar aductos y asi ejercer su

efecto genotdxico a nivel del colon (Jackson y col., 2000).

HIGADO O INTESTINO

1,2-dimetilhidrazina azoximetano metilazoximetanol
DMH AOM MAOM
CH;-NH-NH-CH;3; CH;-[O]N=N-CHj3; CH;-[O]NH-NH-CH,OH
Enzimas de fase 1 Enzimas de fase 1
(flavin-monooxigenasas) (flavin-monooxigenasas)

metilazoximetanol ——  metilazoximetanol glucoronidado + Bilis
MAOM

Enzimas de fase 2

(UGT, GST, NQO1)
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metilazoximetanol glucoronidado ___ ,  metilazoximetanol
MAOM
Beta-glucuronidasa
(microflora o colonocitos)

CH;" |][”:ll> DNA de células de colon

I6n metilcarbonio Alquilacion O°-metilguanina
metilcarbonio

Figura 2.4. Mecanismos de activacion y conjugaciéon del AOM in vivo (Corpet y
Taché, 2002).
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Sin embargo, varios de los metabolitos intermediarios de la DMH y del
AOM son conjugados por enzimas de desintoxicacion de fase 2, como la UDP-
glucuronosil transferasa (UGT) o la glutation-S-transferasa (GST), o desactivados
por reacciones de reduccion catalizadas por la enzima quinona reductasa (NQO1),

facilitando de esta manera su eliminacion o excrecion del organismo (Figura 2.4).

Estudios in vivo muestran que la administracién de AOM (10 mg/kg p.c., 1
sola dosis i.p.) en ratones ICR induce la formacion de fosas cripticas aberrantes
(Kohno y col., 2005).

2.2.2 Fosas cripticas aberrantes: lesiones inducidas por el AOM.

Las fosas cripticas aberrantes (FCA) son lesiones precursoras del cancer
de colon. En 1987, Ranjana Bird fue el primero en detectar FCA en roedores a las
4 semanas después de la administracion del carcinogeno AOM. Las FCA son

faciles de identificar en el colon, poseen las siguientes caracteristicas histoldgicas:

- Son dos o tres veces mas grandes que las fosas cripticas normales.

- Son elevadas cuando se observan al microscopico.

- Tienen una hendidura en la parte superior (Figura 2.5).

- Tienen una capa gruesa de células epiteliales que se tifien con azul de

metileno y colorean un tono mas oscuro que las criptas normales.

Tejido normal

Figura 2.5. Estructura de una fosa criptica aberrante en comparacion con el tejido
normal. a) fosas cripticas del tejido normal; b) fosas cripticas aberrantes en tejido
danado (Suzuki y col., 2004).
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Se ha demostrado que las FCA:

e Son inducidas por los carcinégenos colénicos, como por ejemplo el AOM,
de forma de dosis-especie dependientes.

e Su numero y crecimiento se ven modificados por moduladores de la
carcinogénesis del colon y predicen la formacién de tumores en varios
estudios en roedores.

e Tienen una correlacion directa con el riesgo a padecer cancer, el tamafio y
el numero de adenomas en humanos.

e Los cambios genotipicos y morfoldgicos de las FCA en colon humano son
similares a aquellos en colon animal, asi como también las alteraciones

presentes en los tumores.

En estudios realizados sobre la prevencion del cancer, las FCA se han
utilizado como un biomarcador del cancer de colon porque presentan una rapida y
simple forma de rastreo de compuestos en la dieta que puedan causar o inhibir el
cancer de colon. La determinacion de las FCA se considera como un modelo de
quimioproteccion sumamente interesante porque en estudios preclinicos en
roedores inducidos quimicamente, permite encontrar agentes potenciales, dietas y
tratamientos que puedan proteger contra el desarrollo de tumores intestinales
(Wargovich, 2001).

En el 2005, Kohno demostré6 que mediante el uso de drogas
antiinflamatorias se podia reducir el numero de FCA inducidas por la
administracion de AOM vy, en consecuencia, se disminuia la incidencia de

neoplasmas en el colon.

2.3 INFLAMACION Y CANCER.

La inflamacion se define como la primera respuesta del sistema inmune a
las infecciones o a la irritacion. La inflamacién se caracteriza por la presencia de

enrojecimiento, sensacion de calor, hinchazon, dolor y disfuncion del 6rgano
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afectado. En respuesta al dano del tejido u érgano, se inicia la activacién de una
cascada de sefiales quimicas que preparan al organismo para curar la zona
afectada. En este proceso estan involucradas la activacion y migracion de los
leucocitos (células del sistema inmunoldgico entre las que se incluyen neutrofilos,
monocitos y eosindfilos) desde el sistema circulatorio al sitio o zona afectada
(Coussens y Werb, 2002).

2.3.1 La asociacidn entre el cancer y la inflamacién crénica.

Un gran numero de las enfermedades malignas se desarrollan a partir de
las zonas infectadas e inflamadas de los tejidos u érganos (Kuper y col., 2000;
Shacter y Weitzman, 2002). Las infecciones persistentes que atacan a un
organismo pueden inducir a la inflamacion cronica. Los leucocitos liberados
durante la inflamacién producen especies reactivas de oxigeno para luchar en
contra de una infeccion (Maeda y Akaike, 1998). Estas especies reaccionan con
oxido nitrico para formar peroxinitrito, un compuesto altamente mutagénico. Por lo
tanto, el constante dano y regeneracion del tejido, en presencia de especies
altamente reactivas del nitrégeno y del oxigeno liberadas por las células
inflamatorias, interactian con el ADN del epitelio en proliferacion y dan como
resultado alteraciones permanentes, deleciones o rearreglos del genoma. Se ha
observado que las mutaciones en el gen p53 se presentan con la misma
frecuencia en los tumores tanto como en las enfermedades de inflamacion cronica,
como por ejemplo la artritis reumatoide y la enfermedad inflamatoria del intestino

(cuyas siglas en inglés son IBD) (Yamanishi, 2000).

La mayoria de las enfermedades con padecimientos de inflamacién
cronica estan asociadas con un elevado riesgo a padecer cancer. Como ejemplos
de esta asociacion, inflamacion-cancer, se encuentran la hepatitis con el
hepatoma, la gastritis con el cancer gastrico y la colitis ulcerativa con el cancer del
colon. El riesgo a desarrollar cancer de colon aumenta dependiendo de la duracion

de la colitis (condiciéon inflamatoria o ulcerativa del colon). Este tipo de cancer es
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dificil diagnosticarlo antes de los 7 afios en personas que padecen colitis. Asi
mismo, es importante considerar que a mayor sea la superficie del colon afectada
por la colitis, mayor sera el riesgo a padecer cancer de colon (ltzkowitz y Yio,
2004).

2.3.2 Respuesta inmunologica a la inflamacion.

Los neutrofilos son las células caracteristicas de la inflamacion, se
presentan cuando el tejido es atacado o infectado por bacterias y en
consecuencia, se produce inflamacion. Estas células pertenecen a la clase de los
glébulos blancos del sistema inmune, se originan en la médula 6sea y realizan
importantes funciones como la fagocitosis y la liberacién de mensajeros quimicos
extracelulares, con la finalidad de matar y degradar a las bacterias. Al tehir
secciones del tejido inflamado con la técnica de la hematoxilina y eosina, los
neutroéfilos son células faciles de identificar al microscopio, pues poseen un nucleo
poli lobulado y un citoplasma granulado (Figura 2.6). Estas células miden de 12 a
15 micrometros, son el tipo mas frecuente de leucocito (50-75% de leucocitos).
Ademas, participan en la eliminacién de parasitos de gran tamafo y en la
modulacién de la respuesta inmune. Los granulos de los neutréfilos contienen en
su estructura a las enzimas mieloperoxidasa, la alfa-glucoronidasa y la peroxidasa,

entre otras (Coussens y Werb, 2002).
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Figura 2.6. Imagen de neutréfilos tefidos con la técnica H&E.
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2.3.3 Marcadores de inflamacion.

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima contenida en los neutrofilos y es
un indicador de la infiltracion de neutrofilos, un nivel alto de actividad de MPO nos
indica una mayor acumulaciéon de neutroéfilos en el tejido. La determinacion de la
MPO, junto con la determinacion del factor de necrosis tumoral (TNFa), se
consideran biomarcadores de la inflamacién, los cuales nos indican las
condiciones inflamatorias en las que se encuentra el tejido a analizar. Ambos
marcadores se pueden determinar en la mucosa o en el musculo del colon
(Kinoshita y col., 2006).

TNFa juega un papel importante en la inflamacion de la mucosa del colon,
directamente induce disfunciones motoras en el musculo colénico. Este factor es
producido principalmente por los macrofagos, los monocitos y los neutroéfilos y su
funcidn es regular la respuesta del sistema inmune ante la inflamacion. TNFa
también estimula la produccion de citoquinas propias de la inflamacién. Kinoshita y
colaboradores (2006), mediante el uso de animales modificados genéticamente y
deficientes en este factor, demostraron que TNFa esta relacionado con la
inflamacion de la mucosa del colon ya que es una pieza clave como mediador en
la inflamacion, ademas, participa activamente en los eventos tempranos de la

formacién de tumores.

2.3.4 Daino oxidativo ocasionado por la inflamacién.

El cancer de colon es 30 veces mas alto que el cancer del intestino
delgado. En contraste al intestino delgado, el colon esta expuesto a niveles altos
de bacteria fecales (Chadwik y col., 1992), cuyo contenido es del 50% en la
materia seca de las heces. La actividad respiratoria de la microflora en las heces
es una fuente importante de radicales superéxido (O2”) (Babbs, 1990). Ademas de
las especies reactivas del oxigeno (ROS), el 6xido nitrico también es generado en
el colon, especialmente en la enfermedad inflamatoria del intestino y también

estas especies son producidas por los neutrofilos durante el proceso inflamatorio.
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Esto demuestra que el colon esta expuesto a altos niveles de estrés o
dafio oxidativo. A causa de este estrés, se propicia el dafio al ADN y la rapida
division de las células epiteliales del colon (Figura 2.7). Este dano puede
escaparse de los mecanismos de reparacion del ADN y convertirse en mutaciones

somaticas (Stone y col., 2002).

Inflamacion, infeccidén o irritacion

|

Respuesta del sistema inmune

/ N\

Linfocitos Neutréfilos
/ Mpy \
ROS y Oxido nitrico
1 Fagocitosis TNFa
Peroxinitrito de.hacteras 1
1 Rapido crecimiento

de tumores

Dano oxidativo

Peroxidacion de lipidos

|

Daio al ADN
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Figura 2.7. Modelo propuesto sobre la asociaciéon entre la inflamacion y el cancer
(Modificado de Coussens y Werb, 2002).

El dafio oxidativo ocurre cuando la produccion de oxidantes sobrepasa los
mecanismos de proteccidon de los antioxidantes. La falta de ejercicio fisico, fumar,
la dieta estilo occidente y el consumo excesivo de alcohol, son factores que
modulan el estrés o dafio oxidativo y, en consecuencia, son importantes en la
etiologia del cancer de colon (Kune, 1992; Richter, 1995; Chao, 2000; Thune,
2001). En cambio, el consumo de vegetales y frutas, los cuales tienen un alto
contenido de antioxidantes, pueden prevenir las mutaciones somaticas en las
células coldnicas causadas por la generacion de radicales libres o por
subproductos de la peroxidacion de lipidos que podrian desencadenar al cancer

(Stone y col., 2002) (Figura 2.7). La peroxidacion de lipidos es la incorporacién de
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oxigeno en aquellos lipidos que contienen uno o mas dobles enlaces entre sus
atomos de carbono. Este proceso determina, en sistemas biologicos, el dafio en
membranas. Es por ello que la determinacion de peroxidacion de lipidos en un

tejido, nos indica el dafio oxidativo que éste ha sufrido a causa de la inflamacién.
2.3.5 Nimesulide: droga antiinflamatoria.

Tal vez la mejor evidencia sobre la importancia de la inflamacién durante
la progresion de neoplasmas proviene del estudio sobre el riesgo a padecer
cancer entre los pacientes y usuarios constantes de la aspirina y de las drogas
antiinflamatorias no esteroidales (NSAIDs). Este tipo de estudios indican que el
uso de estas drogas puede reducir el riesgo a padecer cancer de colon en un 40-
50% y que incluso puede ser un tratamiento preventivo para el cancer de pulmén,
esofago y estobmago (Coussens y Werb, 2002). Dentro del grupo de las drogas no
esteroideas se encuentra la nimesulide (Figura 2.8), droga con propiedades

analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias.

0x .20

HaC”  NH

NO,

Figura 2.8. Estructura quimica de la droga antiinflamatoria nimesulide.

Esta droga pertenece a la familia de las sulfonamidas y se emplea en el
tratamiento de ciertos padecimientos como la osteoartritis y los desérdenes
propios de las articulaciones. La nimesulide se utiliza para disminuir los efectos de
la colitis en modelos de carcinogénesis en roedores, es una droga con accion
inhibitoria de la proteina COX-2, la cual convierte al acido araquidénico para
producir prostaglandinas, las responsables de inducir inflamacién en tejidos

dafados. Su importancia en este tipo de modelos radica en que tiene la capacidad
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de eliminar la formacion de fosas cripticas aberrantes inducidas por AOM en

animales (Kohno y col., 2005).
2.3.6 Dextran sulfato de sodio: promotor de inflamacién.

Los procesos de inflamacion aguda y crénica son de gran importancia
entre los factores involucrados en los eventos de oxidacion, implicados a su vez,
en el dafio del ADN del epitelio del colon (Maeda y Akaike, 1998). El dextran
sulfato de sodio (DSS) (Figura 2.9) es un polimero sintético de polisacarido con la
capacidad de inducir procesos de inflamaciéon aguda o crénica, como por ejemplo
la colitis, al irritar la membrana de la mucosa del colon (Tanaka y col., 2001, 2003).
Cuando el DSS es administrado por periodos largos (660 dias o 22 semanas)
promueve el desarrollo del cancer de colon, al incrementar la proliferacion celular
durante la promocion de la inflamacion (Hirono y col., 1992), mientras que por
periodos cortos de exposicion promueve la formacion de FCAs y potencia el
desarrollo de este tipo de cancer (Whiteley y col., 1996). Es por esto que el
modelo del DSS en animales es util para el estudio de la colitis relacionada con la

neoplasia del colon (Cooper, 2000; Tanaka, 2000).
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Figura 2.9. Estructura quimica del dextran sulfato de sodio.
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2.4 ESTRATEGIAS DE PROTECCION CONTRA EL CANCER.

Es evidente que la terapia antiinflamatoria es eficaz contra la progresion
de neoplasias y contra la conversidon de estas lesiones en malignas. El reto en el
futuro sera encontrar terapias adecuadas que permitan regular la respuesta
inflamatoria y la respuesta inmunolégica del organismo. Tales terapias deberan
contar con la capacidad de disminuir las propiedades promotoras de tumores de
las células de infiltracion (linfocitos y citoquinas pro-inflamatorias) y, por otro lado,
aumentar las propiedades supresoras de tumores de las citoquinas

antiinflamatorias (Coussens y Werb, 2002).

Dado que el factor TNFa es una de las varias vias en que la inflamacién
actua como promotor de tumores, el empleo de anticuerpos con eficacia
terapéutica en las enfermedades inflamatorias podria tener utiles aplicaciones en

la terapia contra el cancer (Shanahan y St. Clair, 2002).

Por otro lado y gracias a la habilidad que poseen las NSAIDs (como la
nimesulide) para disminuir la inflamaciéon, estas drogas son consideradas como
posibles factores que intervienen en los mecanismos de quimioproteccion del
cancer porque inhiben a la proteina COX-2, productora de prostaglandinas, las

responsables de inducir inflamacion en los tejidos dafiados (Kohno y col., 2005).

Se han identificado diversos mecanismos moleculares que regulan
respuestas de quimioproteccion contra el cancer a través de activadores de
transcripcion de genes, como lo es el elemento de respuesta a antioxidantes
(AREs). Diversos estudios reportan que factores de transcripcion de genes, tales
como c-Jun, Jun-B, Jun-D, c-Fos, Fra1, Nrf1 y Nrf2 se unen a los AREs e inducen
la transcripcion de genes de enzimas de desintoxicacién de carcindbgenos y de
proteinas antioxidantes (Venugopal y Jaiswal, 1996; Itoh y col., 1997), las cuales
forman parte del sistema de defensa celular y cuya induccion responde

principalmente a quimicos inductores monofuncionales (Kwak y col., 2001).
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Los quimicos inductores de proteinas antioxidantes y de enzimas de fase
2 (EF2) son potenciadores de la desintoxicacion de los carcinégenos y, por tanto,
protegen contra las mutaciones y la iniciacion de las neoplasias (Kensler y col.,
1992). Se han identificado a dos grupos importantes de quimicos inductores
presentes en los vegetales cruciferos: los isotiocianatos y las ditioltionas (Zhang y
col., 1992). El sulfurofano (SFN) y la 3H-1,2-ditiol-3-tiona (D3T) son compuestos
representativos de cada uno de estos grupos, respectivamente, y han sido

ampliamente estudiados como agentes quimioprotectores del cancer.

2.4.1 La 3H-1,2-ditiol-3-tiona: potente agente inductor de enzimas de fase 2.

La 3H-1,2-ditiol-3-tiona (D3T) (Figura 2.10) es un compuesto sintético
considerado como un potente agente de protecciéon contra el cancer (Roebuck y
col., 2003). Este quimico posee la capacidad para inducir enzimas de fase 2 en
roedores (Ansher y col.,, 1983) y su administracion los protege contra la
carcinogénesis quimica. Aun no se sabe si el efecto inductor del D3T es tejido-
especifico, es decir, si tiene un mayor nivel de induccién enzimatica en cierto
organo o tejido. En diversos estudios en ratas, se ha demostrado que el D3T
disminuye la formacion de cambios preneoplasicos inducidos por aflatoxina B4 en
higado (Maxuitenko y col., 1996), ademas reduce la frecuencia de mutaciones en
el colon de ratas tratadas con 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-b]piridina (Yang
y col., 2001), e inclusive disminuye la formacion de aductos del DNA y la
tumorigénesis de mama inducidos por 7,12-dimetilbenz[a]antraceno (lzzotti y col.,
1999). Sin embargo, aun no existe suficiente informacion para sustentar la dosis

util de D3T para humanos (Roebuck y col., 2003).

Figura 2.10. Estructura quimica del la 3H-1,2-ditiol-3-tiona (D3T).
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2.4.2 Enzimas de fase 2 de desintoxicacion de carcinégenos.

La mayoria de los carcinégenos presentes en los alimentos, en el humo
del tabaco y en el lugar de trabajo son indirectos, es decir, requieren de una
activaciéon metabdlica por medio de sistemas enzimaticos enddégenos para ejercer
su efecto toxico bioldgico. La bioactivacion de carcinbgenos generalmente
involucra dos etapas, las cuales se les ha denominado como reacciones de fase 1
y de fase 2. Las reacciones de fase 1 son llevadas a cabo principalmente por el
sistema enzimatico de mono-oxigenasas del citocromo P450 e involucran la
introduccién de grupos funcionales en la molécula del carcinégeno. Generalmente,
las reacciones de fase 1 dan como resultado la bioactivacion de carcinégenos a
intermediarios electrofilicos mutagénicos, denominados carcindgenos finales
(Miller y Miller, 1966). Por otro lado, las reacciones de fase 2 incluyen reacciones
de conjugacion catalizadas por las enzimas glutation-S-transferasa (GST) y UDP-
glucuronosil transferasa (UGT); asi como también reacciones de reduccion
catalizadas por la enzima quinona reductasa (NQO1) y reacciones de hidrdlisis
catalizadas por la enzima époxido hidrolasa (EH), las cuales en la mayoria de los
casos conducen a la desintoxicacion de los carcinégenos del organismo (Pitot y
Dragan, 1996). Por lo tanto, la cantidad del ultimo carcinbgeno disponible para
interaccionar con el ADN representa, en parte, un balance competitivo entre las

reacciones de bioactivacion (fase 1) y de desintoxicacion (fase 2).
2.4.3 Mecanismos de regulacion de enzimas de fase 2.

Aunado a la presencia de polimorfismos genéticos, existen mecanismos
adicionales o exégenos que controlan positiva o negativamente las actividades de
las enzimas de la fase 2 (EF2) y que pueden contribuir o incrementar el desarrollo

de cancer.

Prochaska y Talalay (1988) definieron a los inductores monofuncionales
como aquellos compuestos electrofilicos que selectivamente inducen enzimas de
desintoxicacion de fase 2, sin ocasionar efecto alguno en la induccion de enzimas

de fase 1. Por otro lado, los inductores bifuncionales tienen la capacidad de elevar
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las actividades de enzimas de fase 2 (EF2), asi como enzimas de fase 1. En el
area de la quimioproteccion del cancer, aquellos compuestos que inducen
preferentemente EF2 son generalmente considerados benéficos ya que estimulan

la desintoxicacion de carcinégenos del organismo (Figura 2.11).

Inductor Carcinégeno
monofuncional . rE T
(D3T) fase 1

Intermediarios Citoplasma
reactivos

i Enzimas
fase 2

Productos de o
desintoxicacion & )
. 4 Nucleo

W
/ al ADN II‘

Excrecion Te—""_ Neoplasia

Estrés
oxidativo

Figura 2.11. Participacion de las enzimas de fase 2 en la desintoxicacion de

carcinégenos (Modificado de Ariga, 2005).

Entre los compuestos que inducen genes que codifican enzimas de
desintoxicaciéon de carcinégenos (EF2), se encuentra el agente quimioprotector
3H-1,2-ditiol-3-tiona (D3T). En estudios donde se emplearon analisis de
microarreglos de ADN, se demostro que el D3T promovid la participacion del factor
de transcripcion Nrf2 para la induccion de aproximadamente 200 genes, entre los
cuales se incluyen los genes que codifican para EF2 (Kwak y col., 2003). En 1997,
Itoh y colaboradores demostraron por primera vez el papel esencial de Nrf2 (en
inglés: Nuclear Factor-E2-Related Factor 2) en la regulacion de la expresion basal
e inducible de los niveles de mMRNA de GST y NQO1, mediante el empleo de
animales genéticamente deficientes en el factor Nrf2 (animales knockout). Los
resultados muestran que los diferentes érganos de los ratones knockout presentan

niveles de expresion basal (o constitutiva) e inducible de GST, NQO1, UGT, entre
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otras enzimas, menores a los observados en los animales silvestres (ltoh y col.,
1997; Ramos-Gdémez y col., 2001).

2.4.4 Rol de las enzimas de fase 2 en la susceptibilidad al cancer.

Las enzimas GSTs, la N-acetiltransferasa (NAT2) y la UGT, son enzimas
biotransformadoras encargadas de la defensa y desintoxicacion de los quimicos
endégenos y exdégenos con potencial carcinogénico. Estudios epidemiolégicos
muestran la existencia de la relacion entre las variantes alélicas de estas enzimas

y un incremento en el riesgo al desarrollo de cancer colorrectal (Ates y col., 2005).

La mayoria de las enzimas biotransformadoras poseen diversos
polimorfismos genéticos, los cuales pueden afectar directamente sus actividades
(Kiss y col., 2000). De tal forma que la presencia de alelos diferentes de las
enzimas biotransformadoras contribuyen directamente a la susceptibilidad al
cancer colorrectal (Kiyohara, 2000). Actualmente, se considera que el desarrollo
del cancer colorrectal estd determinado por una compleja interaccion entre los
polimorfismos genéticos de las enzimas, el estilo de vida, la dieta, los factores
ambientales, el historial familiar y del proceso inflamatorio (Marugame y col.,
2000).

2.4.5 Dieta: estrategia de proteccion.

En diversos estudios se ha encontrado que las personas que consumen
una dieta a base de vegetales, leche fermentada, huevos y rica en celulosa,

presentan una menor incidencia del cancer de colon (Phillips, 1975).

Graham (1978) reportd una disminucion en el riesgo a padecer cancer de
colon asociado con la ingesta de vegetales. Basadas en estudios epidemiologicos,
se pueden establecer tres hipotesis sobre el cancer de colon y el rectal: una
asociaciéon causal del total de la grasa saturada consumida, el efecto protector de

la fibra dietética y el efecto protector de las plantas y de los vegetales (Wynder y
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col., 1983). Por lo tanto, consumir una dieta que permita al organismo purificarse y
eliminar las toxinas acumuladas por el consumo de ciertos alimentos, y en la que
se reduzca el consumo de alimentos grasos, puede resultar como una alternativa
de proteccion contra el cancer. La evidencia sobre la capacidad de los vegetales y
las plantas para alterar las rutas de la carcinogénesis se ha obtenido a través de

estudios con animales con cancer inducido por carcinégenos quimicos.

En diversos estudios se ha reportado que los fitoquimicos, los metabolitos
secundarios contenidos en las plantas, interfieren con etapas especificas del
proceso de la carcinogénesis e inhiben, retardan o revertien la tumorigénesis
(Surh, 2003).

2.4.6 Moringa: posible alimento quimioprotector.

La Moringa oleifera es un arbol originario de la India, perteneciente a las
especies tropicales. En diversos reportes cientificos, a lo largo de dos décadas, se
han descrito las propiedades medicinales y nutricionales de este arbol.
Precisamente, estas bondades han sido aprovechadas en los paises donde se
presentan notables niveles de desnutricion, como es el caso de México en donde
se produce (Figura 2.12). De esta planta se acostumbra consumir las flores, frutos,
semillas y hojas (Figura 2.13). Por otro lado, la moringa es ampliamente
aprovechada también a nivel industrial (clarificacion del agua, aceite lubricante,

etc.).

La moringa es fuente natural de antioxidantes y glucosinolatos. Estos
ultimos son fitoquimicos con efecto protector contra el cancer porque inducen EF2
y en la moringa, especificamente esta contenido el 4a-L-ramnosiloxi benzil
isotiocianato. Esta planta, también medicinal, es de uso popular y es empleada de
manera empirica para el tratamiento de la colitis, de problemas digestivos y la
anemia. Tradicionalmente, se le considera como una panacea para la cura de
alrededor de 300 enfermedades. Por sus propiedades popularmente conocidas y
por su potencial como agente protector, es critico realizar estudios para investigar

el efecto nutraceutico de esta planta (Fahey, 2005).
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Figura 2.12. Principales zonas productoras de moringa y paises con problemas de

desnutricion.

Figura 2.13. La moringa: a) hojas; b) flor; c) semilla; d) arbol.
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El contenido nutricional de la moringa segun Fuglie (1999) es:

e 7 veces mas vitamina C que las naranjas (en 100 g de hoja fresca).
e 4 veces mas vitamina A que las zanahorias (en 100 g de hoja seca).
e 4 veces mas calcio que la leche (en 100 g de hoja seca).

e 3 veces mas potasio que los platanos (en 100 g de hoja seca).

e 2 veces mas proteina que el yogurt (en 100 g de hoja seca).

A pesar de que se ha demostrado que induce EF2 en cultivos celulares,
aun no se conocen los beneficios de la administracion de la moringa en sus
diferentes preparaciones (extractos, infusiones, cremas, aceites, emolientes,
polvos y potajes) para el tratamiento o la proteccion contra el cancer (Palada,
1996).

39



3. JUSTIFICACION.

El cancer ha sido objeto de estudio y de esfuerzos intensos de
investigacion durante muchos afios, encaminados principalmente a encontrar una
posible curacion, pues es considerado una enfermedad con gran impacto sobre la
salud humana. En especifico, el cancer de colon ha tomado gran importancia en
los paises de occidente en vias de desarrollo por su alta incidencia y por su
asociacion al tipo de dieta. Ademas, se ha encontrado que la inflamacién crénica

juega un papel determinante en esta patologia.

Es por esto que es de gran interés disefiar estrategias para reducir el
desarrollo del cancer de colon a través de agentes quimioprotectores. Entre estos
agentes se encuentra la gran diversidad de fitoquimicos, los metabolitos
secundarios contenidos en las plantas. Diversas investigaciones demuestran las
propiedades protectoras que poseen estos compuestos, a través del bloqueo de
uno 0 mas pasos que desencadenan al cancer. En este sentido, se ha estudiado
el efecto quimioprotector de los glucosinolatos, fitoquimicos contenidos en las
plantas como la moringa. Debido a su alto valor nutricional y a sus conocidas
propiedades medicinales, se ha propuesto a la moringa como un alimento
protector. No obstante, aun no existen estudios que describan el efecto
quimioprotector de la moringa en modelos de cancer de colon. Por lo que este
trabajo esta encaminado a describir la contribucion de la moringa en la induccion
de enzimas desintoxicantes de carcindgenos, asi como su potencial como agente

quimioprotector contra el desarrollo del cancer de colon en ratones.
4. HIPOTESIS.

La moringa tiene mayor capacidad de reducir la inflamacién y el cancer de
colon, al disminuir la incidencia de las lesiones preneoplasicas inducidas por el
AOM y promovidas por el DSS, a través de la induccion de enzimas de fase 2 y la
inhibicion de biomarcadores de inflamacion en comparacion con el D3T y la

nimesulide, respectivamente.
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5. OBJETIVOS.

5.1 General.

« Evaluar el efecto protector de la Moringa oleifera en un modelo de cancer-

inflamacion del colon iniciado con AOM y promovido con DSS en ratones de
la cepa ICR/CD-1.

5.2 Especificos.

1) Caracterizar el modelo de cancer-inflamacion del colon en ratones de
la cepa ICR inducido quimicamente con el carcinogeno AOM vy el
promotor de colitis DSS, mediante la:

- Evaluaciéon de las alteraciones histolégicas y la presencia de
células inflamatorias.

- Modulacién del proceso de inflamaciéon al detectar el dafo
ocasionado en la estructura de la mucosa del colon.

- Conteo e incidencia de las lesiones preneoplasicas.

2) Evaluar el efecto protector de la dieta a base de moringa sobre el

modelo animal de cancer-inflamacién del colon mediante la:

Aceptacion de la dieta a base de moringa.

- Induccién de enzimas de fase 2 en comparacién con el D3T.

- Determinacion de biomarcadores de inflamacién y modulacion del
proceso de inflamacion en la mucosa del colon en comparacion
con la nimesulide.

- Conteo e incidencia de lesiones preneoplasicas.
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6. METODOLOGIA.

El proyecto de investigacion se realizd en las instalaciones de la
Universidad Johns Hopkins, como parte del programa de intercambio académico
del CONACYT. Se trabajé como visitante cientifico en el laboratorio del Dr.
Thomas W. Kensler, del Departamento de Toxicologia, en la Escuela de Salud
Publica de la universidad (615 N. Wolfe St., Room E7201, Baltimore, MD, 21205,
EUA).

6.1 MATERIALES.

6.1.1 Material Quimico.

Carcinogeno.

El azoximetano (AOM) (C;HsN.O) fue adquirido a través de Midwest
Research Institute (#Lote: 8864-23-26) y se prepard a una concentracion final de
7.5 mg/Kg de peso corporal en solucion salina fisiolégica al 0.9% de NaCl (Sigma
Chemical Co., St Louis MO, EUA.).

Reactivos.

Los reactivos para la determinacion de la actividad enzimatica de GST y
NQO1, Tris-HCI, MgCl,, KCI, sacarosa ultrapura, NaHPO,4, Na;HPO,4, GSH, 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno  (CDNB), albumina bovina (BSA), flavin-adenin-
dinucledtido (FAD), nicotin-adenin-difosfato (NADP), glucosa-6-fosfato (G6P),
tetrazolio (MTT), glucosa-6-fosfato deshidrogenada (G6PD), menadiona,
dicumarol, NaH,PO4, Na;HPO4, Tween 20 se adquirieron en Sigma Chemical Co
(St Louis MO, EUA.). El acetonitrilo se adquirié en J. T. Baker Chemical Co.
(Phillisburg, NJ, EUA).

Los reactivos para determinar proteina por el método del acido

bicinconico (BCA), se adquirieron en Pierce (Rockford, IL, EUA).
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Los reactivos para las tinciones con azul de metileno y por hematoxilina y
eosina (H&E), xileno, hematoxilina, eosina, formalina, etanol y azul de metileno

también se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, EUA).

Los reactivos para la determinaciéon de los niveles de TNFa, la actividad
enzimatica de MPO y la determinacion de peroxidacion de lipidos se adquirieron

de igual manera en Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, EUA).

6.1.2 Material Biolégico.

Anticuerpos.

Los anticuerpos para TNFa se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology,
Inc. (Santa Cruz, CA, EUA).

Animales.

Se utilizaron ratones (20-21 g) hembras de 5-6 semanas de edad de la
cepa ICR/CD-1 silvestres del bioterio Harlan, Baltimore, MD, EUA. Para la
caracterizacion del modelo y para la evaluacion del efecto de la moringa, se
emplearon ratones hembras porque son escasamente utilizadas en el laboratorio
de la universidad; no son tan agresivas como los machos que se matan entre si y
porque en el modelo de cancer-inflamacion se ha observado que los parametros a
medir en los experimentos no se ven afectados por el efecto de las hormonas
femeninas (Kohno y col., 2005). Los ratones macho so6lo se emplearon para
evaluar la aceptacion de la dieta de moringa, debido a su disponibilidad para este
experimento de corto plazo. Se empled la cepa de ratones ICR/CD-1, originaria de
Suiza, ya que es una cepa util para realizar estudios en modelos de cancer y es
apta también para estudios anatomicos (estudios del colon). En todos los
experimentos, los animales se alojaron en jaulas de acrilico (5 animales por jaula
como maximo) en ambiente controlado de temperatura, luz y humedad (Figura
6.1). Se aclimataron por una semana con una dieta control o dieta basal libre de

antioxidantes (AIN 76) antes del tratamiento y se mantuvieron con agua ad libitum.
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Figura 6.1. Cuarto de animales con regulacién de temperatura, luz y humedad.

Hojas de moringa.

Se emplearon las hojas del arbol de la moringa, deshidratadas y molidas
(Figura 6.2). En todos los experimentos se empled el mismo lote de produccién, el
cual contenia 30 umol/g del glucosinolato 4a-L-ramnosiloxi benzil isotiocianato.
Dicho lote fue producido y caracterizado por el Dr. Jed W. Fahey del Laboratorio
“Brassica Chemoprotection” de la Escuela de Medicina de la Universidad Johns
Hopkins. La moringa fue dosificada en comederos de aluminio, uno por cada jaula.

Figura 6.2. Aspecto fisico de las hojas deshidratadas de moringa y del comedero de

aluminio.
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6.2 METODOS.

Con el fin de probar la hipotesis planteada, el proyecto fue dividido en dos
partes, la primera parte consistio en la caracterizacion del modelo animal de
cancer-inflamacién del colon y la segunda parte consisti6 en la evaluacion del

efecto quimioprotector de la moringa sobre el cancer de colon.

6.2.1 Caracterizacion del modelo de cancer-inflamacioén del colon.

En esta primera parte del proyecto se realizaron diferentes experimentos
para caracterizar el efecto del carcinogeno AOM, del promotor de inflamacién DSS
y del agente antiinflamatorio nimesulide (NIM) sobre el colon de los ratones

ICR/CD1 tratados a diferentes tiempos.

Tratamientos.

Se emplearon 76 ratones hembra ICR en estos experimentos. Después de
ser aclimatados por una semana, los animales fueron divididos en grupos de 3 a
10 ratones de acuerdo a la Figura 6.3. Cada 5 dias se registré el aumento de peso
en gramos de cada raton. Al dia cero de experimentacion a todos los ratones se
les administré, como dosis de iniciacién del cancer, AOM a una concentracién de
7.5 mg/kg de peso corporal, en una sola dosis via intraperitoneal (i.p). La dosis se
eligio en base a estudios previamente realizados en el Laboratorio de Toxicologia,
a cargo del Dr. Thomas Kensler, observandose el 100% de incidencia de FCA en
ratones ICR con dicha concentracién. El aserrin dentro de las jaulas fue removido
a las 48 horas después de la induccion del cancer para evitar el riesgo de
contaminacién con los metabolitos secundarios del AOM excretados por los
animales. Con el objeto de evaluar el efecto del DSS como agente promotor de
inflamacion, al dia 7 se les administré el 1% y 1.5% de DSS en el agua de beber a
diferentes tiempos (Figura 6.3) (Suzuki, y col., 2005). Los grupos 3 y 5 fueron
alimentados con NIM al 0.04% p/p mezclado en la dieta basal (control) en polvo a
partir del dia 3 hasta el dia 35 de experimentacion (Kohno y col., 2005). El resto de
los grupos (1,2 y 4) fueron tratados con dieta basal en polvo (control). Cada una

de las dietas fue dosificada en un comedero de aluminio por jaula (Figura 6.2),
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cuya capacidad es de 100-110 g de alimento molido, agregandose diariamente

alimento fresco a cada comedero.

10 13 35 Dias
0o 1 2 3 7 ‘ ‘ 14 19 28
| | | | | | | |
N | [Tl | | |
GRUPO 1 ‘
AOM | ¥
n=3
GRUPO 2 ‘ "
AoM+DSs | 3 DS* CONTROL ¥
n=3 n=10
GRUPO 3 * _
AOM + DSS + NIM I m I 1% DSS I NIMESULIDE [0.04% pip] b
n=10
GRUPO 4 l’ 5 XX
AOM + DSS . || CONTROL )f
n=5 n=5 n=15
GRUPO 5 ‘
= H
AOM + DSS + NIM I u |1 5% DSS l NIMESULIDE [0.04% p/p] ¥
n=5 n=5 n=15
X Sacrificio Jy AOM (7.5 mg/kg peso corporal, 1 sola dosis i.p) N=76

Figura 6.3. Disefio experimental sobre la caracterizacion del modelo animal de
cancer-inflamacién del colon, mostrando los diferentes tratamientos y tiempos de

sacrificio.

Sacrificio y toma de muestras.

Los animales fueron sacrificados a los 10, 13 y 35 dias después de la
induccién con AOM de acuerdo al método de sacrificio descrito en el Anexo 2.
Posterior a la apertura de la cavidad abdominal del raton, se extrajo el colon y se
fij6 en 10% de formalina. A las 48 horas se realizaron cortes del recto y del colon
distal para ser evaluados histologicamente con la finalidad de determinar la
presencia de células inflamatorias (neutréfilos) y de células de infiltracidon

(linfocitos) en el tejido en animales tratados por 10 y 13 dias. Por otro lado, el
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colon extraido de los animales con 35 dias de experimentacion fue destinado para

el conteo de lesiones preneoplasicas (FCA).

6.2.2 Evaluacion del efecto quimioprotector de la moringa.

Esta segunda parte del proyecto correspondié al estudio del efecto
protector de la moringa, en comparacion con el agente quimioprotector del D3T y
la droga antiinflamatoria NIM, en el modelo de iniciacion-promocion del cancer de

colon.

Tratamientos, sacrificio y toma de muestras.

Primeramente y con la finalidad de evaluar la aceptacion de las hojas
deshidratas de moringa por parte de los ratones macho ICR, los animales fueron
tratados durante 6 dias con diferentes dietas después de ser aclimatados y
divididos en 3 grupos de 3 ratones. El criterio a seguir para determinar la
aceptacion de la moringa quedd establecido al variar el porcentaje en la dieta
durante los seis dias hasta encontrar la dosis aceptada por los ratones, segun se
describe en el Cuadro 6.1. Cabe aclarar que en este experimento no hubo

induccioén de cancer ni de colitis.

Cuadro 6.1. Composicion de dietas especiales administradas a ratones macho ICR

durante 6 dias.

Dieta control D3T Moringa Duracioén del
tratamiento
Grupo 1 100% Dias 1-6
Grupo 2 99.97% 0.03%* Dias 1-6
Grupo 3 0% 100% Dia 1
67% en pellet 33% Dias 2-3
50% en polvo 50% Dias 4-6

* (Kwak y col., 2003)
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Se usaron como grupos comparativos a los ratones alimentados con la
dieta control al 100% y los alimentados con la dieta de D3T al 0.03% p/p (Kwak y
col., 2003). Cada una de las dietas especiales fue mezclada con dieta control y
dosificada en un comedero de aluminio por jaula (Figura 6.2), cuya capacidad fue
de 100-110 g de alimento molido, agregandose diariamente alimento fresco a cada
comedero. Diariamente se registré el aumento de peso corporal y el consumo de

alimento de cada raton (Figura 6.4).

Ratones macho ICR (5-6 semanas)

o 6 Dias
| | | | | X

Sacrificio

GRUPO 1

DIETA CONTROL |

n=3

GRUPO 2
iETA DST | D3T [0.03% p/p] |
n=3

GRUPO 3
DiETA MORNGA | MORINGA [100%, 33%, 50% p/p] |
n=3
N=9

Figura 6.4. Diseio experimental sobre la evaluacién de la aceptaciéon de la dieta con

moringa a los 6 dias.

Los 9 ratones fueron sacrificados por asfixia con CO, (Anexo 2) 6 dias
después de iniciar el tratamiento con las dietas especiales. Se extrajo el higado de
cada uno de los ratones, se congel6 con nitrégeno liquido y se almacend a -70°C
hasta su analisis. Posteriormente, se determind la actividad enzimatica de la
NQO1 en higado como modelo para probar la capacidad inductora de la moringa
sobre enzimas de fase 2 en comparacion con el potente agente quimioprotector, el
D3T. La actividad enzimatica se expresé en nivel de induccion, es decir, la

actividad enzimatica normalizada con respecto al control. Asi mismo, se extrajo el
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colon y el intestino delgado, los cuales fueron lavados con PBS y cortados
longitudinalmente sobre una superficie de vidrio sobre hielo para poder conservar
los 6rganos mientras se obtenia la mucosa intestinal al raspar el tejido con una
espatula. Esta muestra también fue destinada al analisis de la actividad enzimatica
de la NQO1.

Una vez evaluada la aceptacién de las hojas de moringa y su capacidad
inductora bajo condiciones normales, se procedi6 a la determinacién del efecto de
la moringa sobre el proceso inflamatorio y su efecto sobre las enzimas de
fase 2 comparada con las dietas especiales. Para ello, los animales, después
de ser aclimatados y divididos en grupos por jaula, fueron tratados con AOM (7.5
mg/kg peso corporal, 1 sola dosis via i.p.) y DSS (1.5%) en el agua de beber. El
aserrin dentro de las jaulas fue removido a las 48 horas después de la induccion
del cancer para evitar el riesgo de contaminacién con los metabolitos secundarios
del AOM excretados por los animales. Posteriormente, los ratones hembra ICR

fueron tratados con las dietas especiales como se describe en el Cuadro 6.2:

Cuadro 6.2. Composicion de dietas especiales administradas a ratones hembra ICR
durante 13 y 35 dias.

Dieta control D3T Moringa Nimesulide
Grupo 1 100%
Grupo 2 99.97% 0.03%*
Grupo 3 60% 40%
Grupo 4 99.96% 0.04%"

3 Kwak y col., 2003; ® Kohno y col., 2005.

Cada una de las dietas especiales fue mezclada con dieta control y
dosificada en un comedero de aluminio por jaula (Figura 6.2), cuya capacidad fue
100-110 g de alimento molido, agregandose diariamente alimento fresco a cada
comedero. Se registré el aumento de peso corporal y el consumo de alimento por

cada ratén (Figura 6.5).
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Figura 6.5. Diseno experimental sobre la evaluacion del efecto quimioprotector de la

moringa. X = Sacrificio, |= AOM (7.5 mg/kg peso corporal, 1 sola dosis i.p.), N = 130.

Con la finalidad de evaluar las condiciones del tejido coldnico, se busco
por medio de analisis histopatoldgicos, la presencia de células inflamatorias y de
infiltracion (neutroéfilos y linfocitos) en la mucosa del colon de 10 animales (5 de
cada grupo) sacrificados a los 13 dias de experimentacion (Figura 6.5). Se les
extrajo el colon desde el ciego hasta el recto, se lavd con PBS, se fijé en formalina
y después de 48 horas se realizaron cortes transversales del recto y colon distal,

los cuales se fijaron en parafina para la tincion de hematoxilina y eosina (H&E).

Las condiciones inflamatorias del colon se confirmaron con la evaluacion
de marcadores de inflamacion y del dafo oxidativo a los 13 dias de
experimentacion. El colon fue cortado longitudinalmente sobre una superficie

sobre hielo para colectar la mucosa interna para la determinacion de marcadores
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de inflamaciéon, como la enzima mieloperoxidasa (MPO) y el factor necroético
tumoral (TNFa), también se midié la peroxidacién de lipidos (PL) como un

indicador del dano oxidativo.

El higado extraido de los 10 animales sacrificados (n=5) a los 13 dias de
experimentacion, segun el protocolo descrito en el Anexo 2 (Figura 6.5), se
congeld en nitrégeno liquido y fue almacenado a -80°C hasta el momento de la
determinaciéon de la actividad enzimatica de NQO1. La actividad enzimatica se
expreso en nivel de induccién, es decir, la actividad enzimatica normalizada con

respecto al control.

Finalmente y con el objeto de evaluar el efecto protector de la moringa
en el modelo de cancer-inflamacion, los ratones hembra ICR fueron inducidos
con AOM (7.5 mg/kg peso corporal, 1 sola dosis via i.p.) y DSS al 1% y al 1.5% en
el agua de beber. El aserrin dentro de las jaulas fue removido a las 48 horas
después de la induccidn del cancer para evitar el riesgo de contaminacion con los
metabolitos secundarios del AOM excretados por los animales. Los animales
fueron tratados con las dietas especiales (Cuadro 6.2) 4 dias antes del DSS para
contrarrestar la inflamacion inducida (Figura 6.5). Se registré el aumento de peso

corporal y el consumo de alimento por cada raton.

Al dia 35 de experimentacion, los 90 animales de todos los grupos fueron
sacrificados por asfixia con CO,. Se extrajo el higado para la evaluacion de la
induccion enzimatica de GST y NQO1. También se extrajo el colon desde el ciego
hasta el recto, se midi6é su longitud, se lavo con PBS, se congeld y se tifid con

azul de metileno, para el conteo de lesiones preneoplasicas (FCA).

Las muestras de todos los experimentos fueron sometidos a las técnicas
descritas brevemente a continuacion. Estos analisis se encuentran detallados en
el ANEXO 2. Asi mismo, la informacidn sobre cada uno de los reactivos

empleados se especifica en el ANEXO 1.
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6.2.3 Actividades enzimaticas.

Se midié la actividad enzimatica de la glutation-S-transferasa (GST) en
higado y la quinona reductasa (NQO1) en diferentes 6rganos (higado, mucosa del
intestino delgado y del intestino grueso). Las muestras se lisaron directamente con
una soluciéon amortiguadora de homogenizaciéon que contenia Tris-HCI 50 mM (pH
7), MgCl, 10 mM y sacarosa 0.25 M a 4°C. El homogenizado se centrifugo a
10,000 x g por 15 minutos a 4°C. Posteriormente, el sobrenadante se

ultracentrifugd a 100,000 x g durante 1 h a 4°C.

Las actividades de GST y NQO1 se midieron en la fraccion citosoélica o
sobrenadante. La actividad total de la enzima GST se determiné mediante la
conjugacion del compuesto CDNB con GSH en presencia de 0.1% de BSA. El
producto se monitoreé a una longitud de onda de 340 nm a 25°C durante 2

minutos de reaccion (Habig y col., 1974).

La determinacién de la actividad de NQO1 se basa en la reduccion
enzimatica del colorante tetrazolium (MTT), dando como resultado un precipitado
azul-café, el cual se midié a una longitud de onda de 610 nm después de 5 min de

reaccion (Prochaska y col., 1992).

El contenido de proteina se determin6 mediante el método del acido
bicinconico (BCA, Pierce Inc.), empleando BSA como estandar, a una longitud de
onda de 562 nm. La actividad especifica para cada enzima se expresé como

Unidades / mg proteina, siendo una unidad equivalente a nmol/ ml/ min.

La actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO) se midié en el colon
homogenizado en solucién PBS 1X. La determinacidén se basa en solubilizar a la
enzima en el detergente bromuro de hexadexiltrimetilo de amonio (HTAB) al 0.5%
(Bradley y col., 1982). Dicha enzima esta contenida en los neutréfilos y una mayor
actividad enzimatica nos indica una mayor acumulacion de neutrdfilos en el tejido,

es decir, se comprueba la presencia de inflamacién en el colon. La actividad
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enzimatica se monitoreo a una absorbancia de 650 nm por 5 min y se expreso en

mU/ mg de proteina.

6.2.4 Conteo de FCA o lesiones preneoplasicas.

Una vez extraido y lavado con PBS, el colon se tifd con azul de metileno y
se procedi6 al conteo de las FCA o lesiones preneoplasicas con la ayuda del
microscopio (aumento 10x). Se determind el promedio de lesiones por raton por
grupo, asi como el tamafio del colon y la distribucion del tamafio de las lesiones en
el mismo. Este procedimiento se realizé con la ayuda del candidato a doctorado
Baktiar Karim, en las instalaciones del Laboratorio de la Escuela de Medicina de la

Universidad Johns Hopkins (Figura 6.6).

Figura 6.6. Conteo al microscopio de FCA en el colon de ratén ICR.
6.2.5 Analisis histopatolégico.

Para el analisis histopatoldgico, el colon se fijé en formalina al 10% por 48
hrs. y luego se realizaron cortes, empleando un bisturi, del recto y del colon distal.
Posteriormente se procesaron por la técnica clasica en parafina. Los cortes de
microtomo de 5 um, su fijacion en portaobjetos y su tincion con H&E se realizaron
en el Laboratorio de Patologia del Hospital Johns Hopkins. Las muestras se

observaron al microscopio y se evaluaron a aumentos de 10X, 20X y 40X.
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6.2.6 Niveles proteinicos de TNFa.

Los niveles del factor de necrosis tumoral alpha (TNFa) se determind
cuantitativamente con la ayuda del kit de ELISA eBioscience® en el colon

homogenizado con solucion PBS 1X.

6.2.7 Peroxidacion de lipidos.

El nivel de peroxidacion de lipidos (PL) en el colon homogenizado con
PBS al 1X se determiné mediante las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), las cuales representan los niveles de malondialdehido, un producto final
de la lipoperoxidacion. Se emple6 el método de separacion HPLC, el cual se basa
en la reaccion del acido tiobarbiturico (TBA) con el grupo aldehido del compuesto
malonaldehido, formando un aducto (TBA-MDA) cromdforo rosado con un maximo
de absorcién de 515 a 553 nm. El analisis fue realizado por Bill Osburn, estudiante
de doctorado del Departamento de Toxicologia de la Escuela de Salud Publica,
Universidad Johns Hopkins. Se utilizdé una columna supelcosil LC-18, de
dimensiones 0.46x25 cm, 5um. La fase movil consistié de 50 mM K;PO, (pH 6.4),
52.5% de alcohol metilico. Los resultados se expresaron como nmoles / mg

proteina (Rozowski y col., 2001).
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6.2.8. Analisis estadistico.

Para determinar diferencias en el numero lesiones preneoplasicas, tamafo
del colon, peso de los animales, consumo de alimento, induccién enzimatica,
peroxidacién de lipidos y los niveles de TNFa por efecto del tratamiento, se aplicé
el método de ANOVA de un solo factor (P < 0.05), seguido de una comparaciéon de

medias por el método de Tukey.

Para determinar diferencias en la distribuciéon del tamafio de lesiones
preneoplasicas (FCA) a lo largo del colon por efecto del tratamiento, se aplicé la

Prueba de X? para proporciones (tablas de contingencia).
Los resultados se expresaron como las medias + error estandar (EE) y

para el caso del peso de los animales y el consumo de alimento se expresaron

como medias * desviacion estandar (DE).
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES.
7.1 Caracterizacion del modelo animal de cancer-inflamacion del colon.

El enfoque de esta primera parte del proyecto consistiéo en caracterizar el
efecto del carcinogeno AOM vy del inductor de colitis DSS sobre el colon de los
ratones ICR/CD1 tratados a diferentes tiempos, evaluando su impacto en el
proceso de inflamacién del tejido colonico mediante estudios histopatolégicos y en

el desarrollo de lesiones preneoplasicas.

Para determinar la presencia de células inflamatorias (neutrdfilos) vy
células de infiltracion (linfocitos), se realizaron cortes transversales del tejido
colénico y se tifieron con hematoxilina y eosina. Las siguientes imagenes
corresponden a la tincion del corte de la seccién del recto de ratones ICR,
observadas a un aumento microscopico de 10 X (Figura 7.1.A). Se puede observar
que en el colon de raton, tratado con AOM y con 1% DSS (imagen A del grupo 1),
no hay presencia de neutréfilos en la mucosa del recto. Sin embargo, si se
esperaba encontrar estas células inflamatorias, ya que el DSS promueve la
aparicion de éstas. Suzuki y colaboradores (2004) demostraron que el tratamiento
con el 1% o mas de DSS y con AOM (10 mg/kg p.c.) posee la habilidad de
promover el crecimiento de tumores a partir del desarrollo de la inflamacién
(infiltracidn de células tales como neutrdfilos, linfocitos, macréfagos) en ratones
macho ICR después de 14 semanas de experimentacion. Estos mismos autores
indicaron que el 1% DSS en el agua de beber es la menor dosis que puede
promover una carcinogénesis del colon inducida con AOM en ratones macho ICR
(2005).

Sin embargo, en ambos grupos, en el tratado con AOM y 1% DSS y aquel
con AOM, se observa la infiltracion de linfocitos al tejido epitelial del colon,
indicados en la figura 7.1.B. Se sugiere que esta migracion celular se debi6 a la

respuesta natural del organismo ante el dafio ocasionado por el carcinégeno. Sin
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embargo, no se identificd la presencia de una cantidad significativa de neutrdfilos

en el colon.

GRUPO 1: AOM + 1%DSS GRUPO 2: AOM
Linfocitos
B)
7 -
/ ¥ "
_.|' A
GRUPO 1: AOM + 1% DSS GRUPO 2: AOM

Figura 7.1. Cortes histologicos del A) recto y B) colon de ratones ICR tratados con
1% DSS y sacrificados a los 13 dias. Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con
AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.), 1% DSS vy dieta control. Cada imagen es representativa
de cada grupo (n = 3); aumento microscopico: A) 10X y B) 40X.
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Por lo tanto, se requiri6 probar una dosis mayor de DSS (1.5%) para
caracterizar el proceso de inflamacion en el colon. Sin embargo, se encontré en
condiciones aparentemente normales el tejido colonico de los animales tratados
con 1.5% de DSS por solo 3 dias y sacrificados al dia 10 de experimentacion y
alimentados con dieta control y con la dieta con nimesulide. No se encontré la
infiltracion de linfocitos, ni la presencia de neutrdéfilos y no se observé dano de la
estructura de las fosas cripticas a causa de la inflamacion (Figura 7.2.A). Por lo
que se dedujo que el proceso de inflamacién en el colon de los ratones debe ser

evaluado a tiempos mayores de exposicion con DSS.

Posteriormente, cuando el tiempo de sacrificio se llevo hasta los 13 dias,
se observo en los cortes histolégicos que los animales tratados con DSS al 1.5%
presentaron destruccion de la estructura de las fosas cripticas (Figura 7.2.B). La
destruccion de las fosas cripticas es un fendmeno que precede a la inflamacién y
comienza a suscitarse en el nivel de las células epiteliales durante el desarrollo de
la colitis (Cooper y col., 1993). En estos cortes histologicos, también se
presentaron los efectos de la inflamacion, ya que se encontré la presencia de
neutréfilos y linfocitos en el colon de los grupos alimentados con dieta control y los
alimentados con nimesulide. Se observé que los cortes tefiidos del tejido coldnico
expuestos a una dosis de DSS del 1.5% vy sacrificados a los 13 dias, presentaron
dafio causado por la inflamacion y fue mas evidente que en aquellos tratados con
la dosis del 1% de DSS. En contraste, se ha demostrado que no hay diferencia
significativa en cuanto al nivel de inflamacion entre el grupo de ratones tratados
con AOM (10 mg/kg p.c.) y con 2% DSS (valor de 2.25 + 0.5 del nivel de
inflamacion) y aquel con AOM + 1% DSS (valor de 2.00 + 0.71 del nivel de
inflamacion) durante 14 semanas (Suzuki y col., 2005). Los resultados de nuestro
estudio se contraponen a lo demostrado por estos autores, ya que indican que si
hay diferencia entre la inflamacion producida por el tratamiento con 1% y con 1.5%
de DSS. Ademas, la notable diferencia entre la inflamacion ocasionada por 1%
DSS contra 1.5% DSS en nuestro experimento, se ve influenciada por el tiempo de

evaluacion, ya que a los 14 dias el nivel de inflamaciéon es mayor que a las 14
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semanas de experimentacién con ratones macho ICR tratados con AOM y 2%
DSS segun Suzuki y sus colaboradores (2004). El tiempo de evaluacion en
nuestro experimento de 13 dias influencioé sobre la diferenciacion del efecto del 1%
y 1.5% DSS sobre el colon de ratones bajo el modelo de iniciacién-promocion del

cancer.

Destruccion
de FC

Neutroéfilos

Linfocitos

DIETA CONTROL DIETA NIMESULIDE

Figura 7.2. Cortes histolégicos del colon de ratones ICR tratados con 1.5% DSS y
sacrificados a los A) 10 dias y B) 13 dias. Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron
tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.), 1.5 % DSS y con dietas especiales:
control y NIM al 0.04% p/p. Cada imagen es representativa de cada grupo (n = 5);

aumento microscépico: A) 20X y B) 10X.
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En cuanto al analisis del numero de FCA presentes en el colon de los
ratones (Cuadro 7.1), se encontré que en los grupos tratados con 1.5% DSS y
AOM (grupos 4: 36.8 £ 4.3 y grupo 5: 46.4 £+ 8.3), se elevd el numero de FCA en
comparacién con el de aquellos tratados con 1% DSS (grupo 2: 17.8 + 1.4, grupo
3: 13.6 + 1.4). Se observoé una diferencia significativa entre los tratamientos,
especificamente el tratamiento del grupo 5, mostré una diferencia marcada de los

grupos 2y 3.

Cuadro 7.1. Numero de FCA encontradas en el colon de ratones ICR tratados

durante 35 dias.

Peso corporal

Grupo Tratamiento n FCA / colon @)
g
2 AOM + 1% DSS + control 10 17.8+1.4°% 24.4 +2.43
3 AOM + 1% DSS + 0.04% nimesulide 10 13.6+1.4°2 235+22
4 AOM + 1.5% DSS + control 15 36.8+4.3" 28.2+0.5°

5 AOM + 1.5% DSS + 0.04% nimesulide 15 46.4+83° 279+ 0.5

Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c. 1 dosis i.p), 1y
1.5% DSS y con dietas especiales: control y NIM al 0.04%. Los valores representan la
media + EE. Letras diferentes por columna significan diferencias estadisticas entre
tratamientos: P < 0.05 (analizado por Tukey). Consultar datos numéricos en la figura 1A

del Anexo 3.

En el 2004, Suzuki y colaboradores encontraron una incidencia de
displasias del 100% en el colon de ratones macho ICR tratados con DSS al 2% y
AOM (10 mg/kg p.c) sacrificados a las 5 semanas. En nuestro experimento
también se encontr6 el 100% de incidencia de FCA a las 5 semanas de
tratamiento con el 1% y 1.5% de DSS. Estos resultados son comparables ya que

las displasias son lesiones o cambios preneoplasicos al igual que las FCA.
Debido al efecto antiinflamatorio de la nimesulide, se esperaba encontrar

en el colon de los ratones una disminucion significativa en el numero de FCA y un

menor dafio ocasionado por la inflamacion en los grupos tratados con esta droga.
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Rao y colaboradores (1999) encontraron que la NIM inhibe el desarrollo de las
FCA en el colon de ratas F344. Asi mismo, Watanabe y colaboradores (2000)
consideran a la NIM como un agente quimiopreventivo capaz de reducir la
incidencia de carcinomas en un 32% con 200 ppm en la dieta y un 25% con 400
ppm en el colon de ratones macho ICR bajo el tratamiento de AOM (10 mg/kg p.c.,
i.p., 1 dosis semanal por seis semanas) durante un experimento de 30 dias. Por
otro lado, en ratones hembra ICR tratados con AOM (10 mg/kg p.c, 1 sola dosis), y
con 2% DSS, después de 17 semanas de experimentacion se demostré que la
dieta con NIM al 0.04% p/p (400ppm) disminuy¢ la incidencia de adenomas en un
40% y también de carcinomas en un 60% en comparacién con el grupo control
(AOM + 2% DSS) (Kohno y col., 2005). Los datos de estos estudios, en contraste
con nuestros resultados, indican que la NIM, a una concentracion de 400 ppm o al
0.04% p/p, es mas efectiva en la disminucion de carcinomas que de FCA en
comparacién con el grupo tratado con la dieta control. Los resultados de nuestro
estudio demuestran que la NIM actia mejor como droga antiinflamatoria a bajas
concentraciones (1%) del DSS y que su efecto no es tan marcado cuando se
emplean altas concentraciones (1.5%), ya que la NIM tuvo una mejor respuesta
para disminuir el numero de lesiones preneoplasicas en el grupo tratado con 1%
DSS que en aquel tratado con 1.5% DSS.

Considerando que la literatura reporta que el peso de ratones adultos cepa
ICR es de 25 a 40 gramos, los pesos obtenidos de los 50 ratones sacrificados a
las 5 semanas de edad, muestran un peso promedio de 27 gramos, es decir, su
peso final cae dentro del intervalo de peso de un animal sin tratamiento, lo que se
traduce en que los animales tuvieron un comportamiento normal, a pesar del dafio
ocasionado por el AOM y el DSS. El cuadro 7.1 muestra el peso en gramos de
cada grupo tratado, el cual mostro diferencias significativas entre los tratamientos.
La media del peso del grupo 2 (AOM + 1% DSS) es significativamente menor al
grupo 4 (AOM + 1.5% DSS), asi mismo el peso del grupo 3 (AOM + 1% DSS +
NIM) es menor a los grupos 4 y 5 (AOM + 1.5% DSS + NIM). Si se considera el

porcentaje de ganancia en peso (ganancia de peso = peso actual / peso inicial al
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dia cero x 100), los grupos tratados con 1% de DSS presentan un 24% de
ganancia sobre su peso inicial después de 35 dias de tratamiento. Por otro lado,
los animales tratados con 1.5% de DSS y con la dieta control mostraron un
incremento en peso del 23.5%, mientras que los alimentados con la dieta con
nimesulide un 25.8%. En general, los cuatro grupos tratados tuvieron el mismo
comportamiento al aumentar un 24% mas sobre su peso al dia cero de

experimentacion.

Debido a que se encontré un mayor numero de lesiones con el tratamiento
de 1.5% de DSS, se eligié esta dosis para inducir colitis y evaluar asi el efecto

quimioprotector de la moringa en los siguientes experimentos.

7.2 Evaluacién del efecto quimioprotector de la moringa.

Los resultados de esta segunda parte del proyecto indican claramente que
los animales, sin induccién de cancer ni promocion de colitis, aceptaron las hojas
deshidratadas de moringa incluidas en la dieta a diferentes concentraciones
durante 6 dias. Se observo también que el tratamiento con moringa no desarrolld
efectos secundarios en los ratones, como por ejemplo la baja de peso a causa de
una posible toxicidad de los diferentes porcentajes de moringa en las dietas
administradas. Tampoco se observd ni ganancia ni pérdida significativa de peso
en los animales alimentados con las dietas especiales (moringa y D3T) con
respecto al control (Figura 7.3). Los animales del grupo control obtuvieron una
ganancia promedio del 3% y los del grupo con D3T obtuvieron tan sélo el 1.8%,
mientras que el grupo con moringa perdié 6.5% de su peso inicial, aun asi por
debajo del 10% de pérdida aceptado en los protocolos del manejo y cuidado de

animales de experimentacion.

El consumo estandar de alimento sdlido y en polvo, medido en gramos por
raton, es de aproximadamente 5 gramos por dia, segun lo reportado en la
literatura. En la Figura 7.4, se puede observar que por 6 dias, los animales del

grupo control, en promedio, comieron 4 g, el grupo tratado con D3T: 3.6 g y el
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grupo tratado con moringa: 3.7 g, no observandose un efecto secundario o
negativo de la dieta a base de moringa, ya que no perdieron una cantidad

significativa de peso.
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Figura 7.3. Cambios en el porcentaje de ganancia o pérdida de peso de ratones ICR
tratados durante 6 dias.

Los ratones macho ICR/CD-1 fueron tratados con dieta control, dieta con D3T al 0. 03%,
dieta con moringa al 100% el dia 1, al 33% los dias 2y 3 y al 50% los dias 4, 5y 6. Los
valores representan las medias del porcentaje del peso al dia cero (n=3); barras, DE; los
tratamientos NO son significativamente diferentes del control P>0.05 (analizado por

ANOVA). Consultar datos numéricos de peso en el cuadro 1A del Anexo 3.

Los animales tratados con la dieta de moringa en polvo al 100% al dia 1,
no consumieron nada de alimento, por lo que al dia 2, se les administré una dieta
en pellet con un menor porcentaje de moringa (33% moringa mezclado con el 67%
de dieta control). Cuando se les administré una dieta con el 50% de moringa en
polvo, los ratones consumieron mas alimento al 4to. dia, comparados con el
control; sin embargo, defecaron mas, por lo que probablemente no obtuvieron una

ganancia significativa de peso. Los datos de consumo de alimento obtenidos en
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este estudio, también reflejan que los animales aceptaron la dieta con moringa.
Cabe senalar que aun no se han publicado datos sobre el consumo de la moringa,
probado en un modelo animal, y que estos datos puedan ser utiles como

referencia para compararlos con los encontrados en nuestro estudio.
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Figura 7.4. Consumo de alimento en gramos por raton durante 6 dias de tratamiento
con diferentes dietas. Los ratones macho ICR/CD-1 fueron tratados con dieta control,
dieta con D3T al 0.03%, dieta con moringa al 100% el dia 1, al 33% los dias 2 y 3, al 50%
los dias 4, 5 y 6. Los valores representan la media de los gramos consumidos por raton
(n = 3 en 1 jaula), los valores entre paréntesis representan el porcentaje de la dosis de
moringa en la dieta; los tratamientos NO son significativamente diferentes del control
P>0.05 (analizado por ANOVA). Consultar datos numéricos de consumo en el cuadro 1A

del Anexo 3.

Se eligio la determinacién de la enzima quinona reductasa como modelo
enzimatico en higado, puesto que la GST presenta actividad basal por encima de
la actividad basal de NQO1 en animales tratados soélo con dieta control. Por lo
tanto, el objetivo de determinar la actividad de NQO1 fue demostrar que la

moringa es capaz de inducir a una enzima de fase 2 con bajos niveles de actividad
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basal, asi como determinar la concentracién minima de moringa capaz de inducir
EF2. En este estudio de 6 dias resulté que la actividad enzimatica de NQO1 fue
mayor en el colon de los ratones tratados con la dieta con D3T (26.3 mU/mg *
1.2), representando un nivel de induccion 4.44 veces mayor que el control (Figura
7.5). Este mismo tratamiento, en el intestino delgado, presentd una actividad de
9.25 veces mas (6.6 mU/mg £ 0.5) que la dieta control y que aquella con moringa.
En contraste, la dieta con moringa indujo la actividad enzimatica en el higado y en
el colon de manera significativa, observandose un mayor efecto en el higado (15.6

mU/mg = 1.8) fue mayor 2.76 veces que el control.
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Figura 7.5. Actividad enzimatica de NQO1 en diferentes 6rganos de ratones ICR
tratados con dietas especiales durante 6 dias. Los ratones macho ICR/CD-1 fueron
tratados con dieta control; dieta con D3T al 0.03%; dieta con moringa al 100% el dia 1, al
33% los dias 2 y 3, al 50% los dias 4, 5y 6. Los valores representan las medias (n = 3);
barras, EE; valores entre paréntesis, actividad enzimatica normalizada con respecto al
control; * los tratamientos son significativamente diferentes con respecto al control P <
0.05 (analizado por ANOVA). Consultar datos de actividad enzimatica y nivel de induccién
en Cuadro 7.2.
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Considerando que no hay registros en la literatura acerca de la induccion
enzimatica de la moringa y que esta planta contiene glucosinolatos, los cuales son
convertidos en isotiocianatos (productos de los glucosinolatos degradados por la
enzima mirosinasa presente en las plantas), la actividad enzimatica inducida por
los isotiocianatos es informacién util para compararla con la moringa. La enzima
NQO1 es inducida 3.5 veces mas en el higado de ratones hembra ICR tratados
con 15 pmol/kg del 6-metilsulfinilhexil isotiocianato (6-HITC, 0.2 mg/ obtenidos por
biotransformacién del 6-HITC administrado via intragastrica en ratén) durante 5
dias, en comparacion con el control (Morimitsu y col., 2001). La dieta con moringa
al 50% alcanz6 un nivel de induccion de la enzima NQO1 de 2.76 veces mayor
que el control con la administracion de 3.04 g/raton del glucosinolato, si se
considera que la moringa contiene 30 ymol/g del glucosinolato 4 a L-ramnosiloxi-
benzil isotiocianato. Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que se
obtuvo un nivel de induccion similar cuando se comparan los tratamientos con
ambos fitoquimicos, a pesar de que tanto las vias de administracion, como las vias
de absorcion son diferentes. Se deduce que se requiere una dosis mayor de
moringa (de 40% o mas porcentaje en la dieta) para alcanzar un nivel de induccion

de la enzima NQO1 por arriba del grupo control.

Con una concentracion de D3T de 0.03% p/p y una dosis estimada de 1.5
mg de consumo por ratdon, la actividad hepatica de NQO1 inducida por el D3T
(14.35 mU/mg = 0.8) fue 2.48 veces mayor que el control. Comparando estos
datos con los obtenidos por Kwak y colaboradores (2001), con una dosis de D3T
de 0.3 mmol/kg via intragastrica (0.92 mg/raton) administrada a ratones hembra
ICR durante 3 dias, la actividad de NQO1 se elevdé 3 veces mas que el control.
Estos datos son similares en cuanto al nivel de induccion a los encontrados en
nuestro estudio y remarcan que las vias de administracion, dieta e intragastrica,

provocaron una respuesta enzimatica similar en el higado de los ratones.
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Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la moringa promueve la
actividad de la enzima NQO1 preferentemente en el higado y el D3T la promueve
en el intestino delgado y grueso (colon). La actividad enzimatica inducida por el
D3T en el intestino delgado de ratas Sprague-Dawley fue demostrada por Munday
y Munday (2004), donde ellos indicaron que a una dosis de 125 ymol/kg/dia (0.38
mg/rata) se incrementé significativamente la actividad de NQO1 en este érgano

blanco, con un nivel de induccion de 5 veces mas que el control.

Por medio del estudio del peso ganado por los ratones y su consumo de
alimento, se identific6 su comportamiento a lo largo de los 35 dias de
experimentacion. Se encontré6 que no hubo diferencia significativa entre la
ganancia en peso de los grupos de animales tratados con 1% de DSS y con las
dietas especiales con respecto al grupo tratado con dieta control. El peso final de
los ratones (26 g) cae dentro del rango de peso de un animal sin tratamiento (25 a
40 g), lo que indica que las dietas especiales de D3T y nimesulide no produjeron
efectos secundarios en los ratones. La Figura 7.6.A muestra el porcentaje de
ganancia en peso de cada grupo tratado, resultando una ganancia del 24% mas
sobre su peso inicial en los animales de los grupos con la dieta control y con dieta
con nimesulide y para el grupo con la dieta con D3T, la ganancia fue del 29%
después de 35 dias de tratamiento. Las mediciones de peso en este experimento

se registraron cada 7 dias.

A los 35 dias de experimentacion, en los animales tratados con 1.5% de
DSS por 7 dias (Figura 7.6.B), se observo que no hubo diferencia significativa en
la ganancia de peso entre los tratamientos ya que la dieta control presenté un
incrementd del 23.5%, la dieta con NIM un 25.8%, la dieta con moringa un 17.3% y
por ultimo, la dieta con D3T un 20.3%. En promedio, los cuatro grupos tratados
aumentaron un 22% mas sobre su peso al dia cero de experimentaciéon. El peso
promedio de estos ratones a las 5 semanas de edad (28 g) también cay6 dentro
del intervalo del peso estandar de ratones adultos, lo que indica un

comportamiento normal en estos animales.
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Figura 7.6. Cambios en el porcentaje de ganancia o pérdida de peso de ratones ICR
tratados con A) 1% DSS y B) 1.5% DSS. Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratadas
con AOM (7.5 mg/kg p.c. 1 dosis i.p), A) 1% DSS y con dietas especiales: control, D3T al
0.03%, NIM al 0.04%, B) 1.5% DSS y con dietas especiales: control, D3T al 0.03%, NIM al
0.04% y moringa al 40%. Dias de experimentacion: 35 dias. Los valores representan las
medias del porcentaje del peso al dia cero A) n = 10 y B) n = 15; barras, DE; los
tratamientos NO son significativamente diferentes del control P > 0.05 (analizado por

ANOVA). Consultar datos numéricos de peso en cuadro A) 2A y B) 3A del Anexo 3.
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Las mediciones del peso de los ratones se registraron diariamente durante
la administracion del tratamiento con dietas especiales y con el DSS, cuando este

tratamiento termind se realizaron cada 7 dias hasta el dia del sacrificio.

Es importante resaltar el efecto que tuvo el tratamiento con DSS, ya que
mientras éste fue administrado no hubo ni incremento ni pérdida en el peso de los
animales, tal y como se puede observar en la grafica 7.6. A partir del dia 14, los
ratones incrementaron su peso de manera continua hasta el dia del sacrificio. Es
probable que los ratones no aumentaran de peso durante el tratamiento de DSS
debido a que esta sal provoca irritacion de la membrana y mucosa del colon y, en
consecuencia, los ratones no consumieron alimento suficiente debido al malestar

provocado por la administracion del DSS en el agua de beber.

La Figura 7.7 muestra la cantidad en gramos de alimento consumido por
los ratones durante los 35 dias de experimentacién. Se puede observar que los
animales alimentados con la dieta de moringa tuvieron un mayor consumo de
alimento y, al contrario, aquellos con la dieta de D3T consumieron una cantidad
significativamente menor a los de la dieta control. A partir de estos resultados se
sugiere que, bajo las condiciones en este modelo, la dieta con moringa al 40% fue

aceptada por los animales.

Durante el transcurso de los 35 dias de experimentacion se observo el
aspecto fisico de las heces de los animales tratados con moringa y se encontrd
que eran notoriamente mas oscuras que las heces de los animales con dieta
control (Figura 7.8). No se sabe si el color oscuro de las heces se debe a la
presencia de restos de sangre, pues se carece de este tipo de analisis que pueden
revelar algun efecto abrasivo de la moringa sobre el colon de los ratones debido a

su contenido de fibra (contiene el 27% de fibra).
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Figura 7.7. Consumo de alimento en gramos por raton durante 35 dias. Los ratones
hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.), 1.5 % DSS y con
dietas especiales: control, D3T al 0.03%, nimesulide al 0.04% y moringa al 40%. Los
valores representan el promedio de gramos consumidos (n = 15); los tratamientos con
moringa y D3T son significativamente diferentes del control P < 0.05 (analizado por

ANOVA). Consultar datos numéricos de consumo en el cuadro 3A del Anexo 3.

Una posible causa de la presencia de sangre en las heces puede deberse
al efecto sinergista de la administracion del DSS con la moringa, ya que el DSS
causa irritacion de la mucosa del colon. Por otro lado, el resto de los grupos no
presentaron heces tan oscuras. Suzuki y colaboradores (2004), encontraron que
ratones macho ICR presentaron heces con restos de sangre después de la
administracion del 1 o 2% de DSS y del AOM a la segunda semana de
experimentacion (10 mg/kg p.c.). La administracion del DSS ocasiona irritacion de
la mucosa y membranas del colon y, por lo tanto, sangrado. En este sentido, se ha
demostrado que el AOM ocasiona mutaciones en -catenina y, en consecuencia,
se induce la expresion de proteinas inflamatorias como la cicloxigenasa (COX-2) y
de la sintasa inducible del éxido nitrico (iINOS), las cuales también generan un

microambiente inflamatorio en el colon (Takahashi y Wakabayashi, 2004).
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Figura 7.8. Aspecto fisico de las heces de ratones ICR tratados durante 35 dias. Los
ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.), 1.5 %

DSS y con dieta con moringa al 40% y dieta control (n=15).

Por otro lado, no se observd ningun cambio en el comportamiento de los
animales, ni tampoco ninguno de los animales tratados murié durante el periodo

experimental.

Por otro lado, se determind el efecto de los diferentes tratamientos sobre
la actividad enzimatica de la enzima NQO1 en el higado de ratones ICR. Cabe
senalar que con la finalidad de comparar la capacidad de inducir EF2 entre los
grupos alimentados con moringa y aquellos con dietas especiales, se emplearon
las muestras provenientes de los grupos tratados con 1% de DSS y 1.5% de DSS.
A los 35 dias de tratamiento (AOM + 1% DSS), la actividad de NQO1 fue
considerablemente mayor en los grupos tratados con el potente inductor D3T (23.2
mU/mg % 3.7) con un nivel de induccion de 1.89 veces mayor que el control. Por

otro lado, la dieta con NIM (16.1 mU/mg £ 1.6) incrementd la actividad 1.3 veces
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mas que el control. A los 13 dias de tratamiento (AOM + 1.5% DSS), la actividad
de NQO1 fue mayor en el grupo tratado con la dieta con D3T (102 mU/mg + 7.3)
con un nivel de induccién 3.75 veces mayor que el grupo control. En el caso de la
moringa el nivel de induccion fue de 2.34 veces por arriba del control (63.7 mU/mg
1+ 9.7). La dieta con NIM (27.7 mU/mg % 1.3) present6 un nivel tan so6lo 0.02 veces

mayor que el control (27.2 mU/mg + 1.2) (Figura 7.9).
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Figura 7.9. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la actividad enzimatica de
NQO1 en higado de ratones ICR. Los valores representan el nivel de induccion
enzimatica normalizada con respecto al control. Cada estilo de barra representa a uno de
los 4 diferentes tratamientos administrados a los ratones hembra ICR/CD-1: Dosis de
AOM/ Concentracion del DSS/ Periodo experimental/ Valor de n. Todos los tratamientos
son significativamente diferentes del control: P < 0.05, a excepcion del grupo tratado con
nimesulide con AOM + 1.5% DSS + 13 dias + 5 animales: P > 0.05 (analizado por

ANOVA). Consultar datos numéricos en el cuadro 7.2.
Se puede observar en los datos del Cuadro 7.2 que la actividad enzimatica

de la NQO1 se incrementé significativamente en el higado de los ratones tratados

con la dieta de moringa. La moringa tuvo un comportamiento inductor similar al
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grupo tratado con D3T, potente inductor de esta enzima. Lo anterior sugiere que la
moringa tuvo la capacidad de inducir a las enzimas de fase 2 (NQO1) en este

modelo.

En la figura 7.10 se muestran los valores de la actividad de la enzima GST
en el higado de ratén inducida por diferentes tratamientos. Entre los grupos
tratados con AOM + 1%DSS + 35 dias + 10 animales, se encontré que el
tratamiento con D3T aumento la actividad de esta enzima de manera significativa
(32.1 mU/mg % 5.8), representando 1.53 veces mas la actividad por arriba del
control. En una menor proporcién, la dieta con NIM aumenté 1.16 veces mas la
actividad con respecto al control (24.4 mU/mg = 3.7). Debido a la falta de
informacion en la literatura acerca del efecto de la NIM en la induccion de enzimas
de fase 2 (GST) en higado de roedores, los resultados obtenidos en este
experimento muestran por primera vez la capacidad inductora de la nimesulide

sobre estas enzimas citoprotectoras.

Los resultados mostrados en la figura 7.10 de los grupos tratados con
AOM + 1.5% DSS + 35 dias + 5 animales, indican que el consumo constante
durante 35 dias de la dieta con moringa y con D3T tienen un efecto positivo al

incrementar significativamente las actividades de GST en el higado de los ratones.

La moringa presenta un nivel de induccion de 4.7 veces mayor que el
control, mientras que el D3T muestra un nivel 5.3 veces por arriba del control, por
lo que se puede concluir que la moringa tiene un efecto inductor sobre GST muy
similar al D3T (Figura 7.10). La dieta con nimesulide tan soélo elevo la actividad
0.38 veces mas que el control (0.6 Umg + 0.04 y 04 Umg = 0.03,
respectivamente). Los datos sobre la induccidon enzimatica de la moringa y del
D3T en un modelo de cancer-inflamacion del colon son los primeros que han sido

registrados, ya que no existe informacién o reportes al respecto en la literatura.
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Figura 7.10. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la actividad enzimatica de
GST en higado de ratones ICR. Los valores representan el nivel de induccién enzimatica
normalizada con respecto al control, considerando al grupo control con valor de 1 (n = 10,
n = 5). Cada estilo de barra representa a uno de los 2 diferentes tratamientos
administrados a los ratones hembra ICR/CD-1: Dosis de AOM/ Concentracion del DSS/
Periodo experimental/ Valor de n. Las dietas especiales empleadas: D3T al 0.03%,
moringa al 40%, NIM al 0.04%.* Los tratamientos son significativamente diferentes del

control P < 0.05 (analizado por ANOVA). Consultar datos numéricos en el cuadro 7.3.

En general, estos resultados confirman que el D3T y los glucosinolatos
poseen el poder inductor de enzimas de fase 2 a través de la promocion del factor
de transcripcion Nrf2 como ha sido probado por diversos autores (ltoh y col., 1997;
Ramos-Gdémez y col., 2001).
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Cuadro 7.2. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la actividad enzimatica de NQO1 en higado de ratones ICR.

Dieta especial Nivel Induccién Actividad
Tratamiento respecto al enzimatica
(% mezclado con dieta control)

control (mU/mgq)

6 dias 3 Control 1 58+0.5

3 D3T (0.03% p/p) 2.5+0.06 144+ 04

3 Moringa (100, 33 y 50% p/p) 2.8+0.30 16.0+1.8

AOM + 1% DSS + 35 dias 10 Control 1 12.3+2.2
10 D3T (0.03% p/p) 1.9+0.30 23.2+3.7

10 NIM (0.04% p/p) 1.3+0.10 16.1+1.6

AOM + 1.5% DSS + 13 dias 5 Control 1 272+1.2
5 D3T (0.03% p/p) 3.8+0.30 102.0+7.3

5 Moringa(40% p/p) 2.3+0.40 63.7 £ 9.7

5 NIM (0.04% p/p) 1.1 £0.04 27.7+1.3

AOM + 1.5% DSS + 35 dias 5 Control 1 204 £ 1.1
5 D3T (0.03% p/p) 6.4 +0.20 130.7 £ 3.0
5 Moringa(40% p/p) 5.7+£0.30 115.5+5.6

5 NIM (0.04% p/p) 3.2+0.30 64.7 £5.5

Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c. 1 dosis i.p), DSS y con dietas especiales. Los valores

representan la media * EE. Todos los tratamientos son significativamente diferentes del control: P<0.05, a excepcion del grupo
tratado con AOM + 1.5% DSS + 13 dias + NIM: P>0.05 (analizado por ANOVA).
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Cuadro 7.3. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la actividad enzimatica de GST en higado de ratones ICR.

. . . . Actividad
. Dieta especial Nivel Induccion o
Tratamiento n enzimatica
(% mezclado con dieta control) respecto al control

(mU/mgq)
AOM + 1% DSS + 35 dias 10 Control 1 157.8 £41.7
10 D3T (0.03% p/p) 1.5+0.6° 240.6 £ 96.9
10 NIM (0.04% p/p) 1.2+04 183.0+£61.4
AOM + 1.5% DSS + 35 dias 5 Control 1 204.4 £ 27.7
5 D3T (0.03% p/p) 53+0.2° 1090.6 £ 44.8
5 Moringa(40% p/p) 4.7 +1.1° 954.6 £ 23.3
5 NIM (0.04% p/p) 1.4+£0.2 281.3+£39.9

Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p), DSS y con dietas especiales. Los valores

representan la media * EE. ? Tratamientos significativamente diferentes del control P<0.05 (analizado por ANOVA).
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Después de evaluar su capacidad inductora de EF2, se determind el
efecto de la moringa sobre el proceso inflamatorio y también sobre el desarrollo de

lesiones preneoplasicas en el modelo de inflamacién-cancer del colon.

Con el proposito de monitorear el proceso inflamatorio se realizd un
estudio histopatolégico para observar las condiciones del tejido y buscar la
presencia de células inflamatorias y de infiltracidon en la mucosa del colon de
ratones tratados durante 13 dias. En este experimento se encontro la presencia de
células inflamatorias en el colon de todos los grupos tratados debido al dafio por la
inflamacion. Asi mismo, se observd que los animales tratados con moringa
presentaban destruccion total de la estructura de las fosas cripticas (Figura 7.11).
En cambio, en los animales tratados con D3T se encontré destruccién de un tercio
de las fosas cripticas. Los cortes tefiidos de tejido coldénico de animales
alimentados con dieta con D3T y moringa presentaron dafo causado por la
inflamacién. Asi como se menciond anteriormente, también los animales tratados
con dieta control y con nimesulide presentaron destruccion de un tercio de las

fosas cripticas.

Se sugiere que el dafo ocasionado por la dieta de moringa se debié a la
combinacion entre la moringa y el DSS, o bien a la cantidad de fibra contenida en
la moringa. Considerando que el contenido de fibra en la moringa es del 27%, hay
10.8% de fibra en una dieta con moringa al 40%, la cual pudo funcionar como
abrasivo del tejido del colon. A este respecto, el dafio causado por el DSS en el
tejido coldnico, tal como se muestra en las imagenes al microscopio, se comenzo
a reparar y debido a la regeneracion celular, el tamafio del colon fue de mayor

longitud en el grupo tratado con moringa que en el grupo control.

Para confirmar el desarrollo del proceso inflamatorio observado en los
estudios histopatolégicos del colon, se realizaron las determinaciones de los
marcadores de inflamacion: la enzima MPO y el TNFa y del indicador del dafio

oxidativo por medio de la peroxidacion de lipidos.
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MORINGA 10X MORINGA 20X
Figura 7.11. Cortes histolégicos del colon de ratones ICR tratados durante 13 dias.
Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.), 1.5
% DSS y con dietas especiales: control, D3T al 0.03% p/p, moringa al 40% p/p. Cada
imagen es representativa de cada grupo (n = 5); aumento microscépico: 10X o 20X. Para
fines de comparacion, se incluyé el ejemplo del tejido normal sin tratamiento a un

aumento de 20X.
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En la determinacion de la actividad de la enzima MPO en el colon de los
ratones, se encontré6 que todos los grupos presentaron una mayor actividad de
esta enzima. El nivel de inducciéon de MPO para la dieta con D3T (6.7 mU/mg +
2.8) fue 2.96 veces mayor que el control (2.3 mU/mg + 1), el de la dieta con
moringa (5.6 mU/mg % 1.2) fue de 2.49 veces y para la dieta con NIM (6 mU/mg +

1.2) 2.66 veces mas que el grupo control (Figura 7.12).
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©
|
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(2.96) (2.49)

ACTIVIDAD DE MPO (mU/mg)-

CONTROL NIMESULIDE D3T MORINGA

Figura 7.12. Actividad colénica de MPO en ratones ICR tratados durante 13 dias. Los
ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.), 1.5 %
DSS y con dietas especiales: control, D3T al 0.03%, moringa al 40%, NIM al 0.04% p/p.
Los valores representan las medias (n = 5); barras, EE; valores entre paréntesis, actividad
enzimatica normalizada con respecto al control. Los tratamientos no son estadisticamente
diferentes con respecto al control P > 0.05 (analizado por ANOVA seguido de la prueba de
Tukey). Consultar datos numéricos de actividad enzimatica y nivel de induccién en el

cuadro 4A del Anexo 3.

Estos datos indican que a mayor actividad de la enzima MPO en los tres
grupos tratados, hay una mayor acumulaciéon de neutrdéfilos, confirmando en los
cortes histolégicos la presencia de células inflamatorias o neutréfilos observadas
(Figura 7.11). Sin embargo, se puede observar que los animales tratados con la

dieta con moringa presentaron una actividad de MPO menor comparada con las
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otras dos dietas, aunque ésta no fue estadisticamente significativa con respecto al
control. Asi mismo, se esperaba que la dieta con NIM mostrara niveles bajos de
actividad de MPO debido a su efecto antiinflamatorio. Por otro lado, los datos

demuestran que el D3T no funge como agente antiinflamatorio.

En cuanto a la determinacion de los niveles del factor TNFa en la mucosa
del colon de los ratones, se encontré6 que los animales tratados con moringa
presentaron niveles significativamente menores de TNFa (0.032 ng TNFa/mg
proteina £ 0.002), con respecto al grupo control (0.15 ng TNFa/mg proteina *
0.03) (Figura 7.13). Los niveles de la dieta con nimesulide y con D3T tuvieron
valores similares (0.21 £ 0.06 y 0.2 £ 0.02, respectivamente) al control. EI TNFa
es una pieza clave en la regulacion de la inflamacion y funge como mediador. Por
lo que estos resultados sugieren que la dieta de moringa disminuye los niveles de

inflamacién en comparacion con la dieta control.
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0.00
CONTROL NIMESULIDE D3T MORINGA

Figura 7.13. Niveles de TNFa en el colon de ratones ICR tratados durante 13 dias.
Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.), 1.5
% DSS y con dietas especiales: control, D3T al 0.03%, moringa al 40%, NIM al 0.04% p/p.
Los valores representan las medias (n = 5); barras, EE. *Los tratamientos son
estadisticamente diferentes con respecto al control P < 0.05 (analizado por ANOVA

seguido de la prueba de Tukey).
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En la determinacién del dafio oxidativo en el colon de ratones, se encontro
que todos los grupos tratados presentaron niveles de peroxidacion de lipidos
significativamente mas bajos que el control (0.39 + 0.03 nmol/mg de proteina)
(Figura 7.14). La moringa mostrd un nivel por debajo del resto de los grupos (0.14
+ 0.03), mientras que la nimesulide present6 un valor de 0.26 + 0.05 y el D3T de
0.18 £ 0.05 nmol/mg de proteina. Esto indica que las dietas tuvieron un efecto

protector sobre el dafo oxidativo ocasionado por la inflamacion.
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0.00
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Figura 7.14. Peroxidacién de lipidos en colon de ratones ICR durante 13 dias. Los
ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.), 1.5 %
DSS y con dietas especiales: control, D3T al 0.03%, moringa al 40%, NIM al 0.04% p/p.
Los valores representan las medias (n=5); barras, EE; *Los tratamientos son
significativamente diferentes con respecto al control P < 0.05 (analizado por ANOVA

seguido de la prueba de Tukey).
En sintesis, la dieta con moringa mostré la capacidad de disminuir los

niveles de TNFa (marcador de inflamacion) y de la peroxidacion de lipidos (dafio

oxidativo). Las dietas con D3T y NIM no mostraron actividad antiinflamatoria al no
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disminuir los niveles de los marcadores de inflamacion, pero si ejercieron un efecto
protector sobre el dafo oxidativo. Las imagenes de los cortes histologicos de las
ratonas tratadas durante 13 dias muestran el dafio evidente ocasionado por el
AOM y DSS, el cual provoco la destruccion de la estructura de las fosas cripticas,
la destruccidn total para los animales tratados con moringa y la destruccion de un
tercio para los tratados con D3T y NIM (Figura 7.2.B y Figura 7.11). Estudios
revelan que la destruccion de las fosas cripticas es un fenémeno que precede a la
inflamacion y comienza a suscitarse a nivel de las células epiteliales durante el
desarrollo de la colitis (Cooper y col., 1993). Hechos similares a este fenbmeno se
detectaron en el colon de los animales tratados con moringa: se encontré de
manera evidente la destruccion de las fosas cripticas, observada en las imagenes
de los cortes histolégicos y, por otro lado, este mismo grupo presentdé menores
niveles de inflamacion. Los resultados de este experimento nos indican que este
fenobmeno de destruccion de fosas después del desarrollo de la colitis es inducido

por el DSS a los 13 dias de experimentacion.

Por medio del conteo y tamafo de las FCA, identificadas al microscopio
después de la tincidon con azul de metileno y por medio de la longitud del colon, se
identifico el efecto de la moringa sobre el desarrollo de las lesiones preneoplasicas
a los 35 dias de tratamiento. El cuadro 7.4 muestra que los ratones tratados con la
dieta con moringa presentaron un intestino significativamente mas largo (13.7
0.3 cm) con respecto al control (12.5 + 0.3 cm). Se sugiere que el incremento en la
longitud del colon a los 35 dias se debe posiblemente a una estimulacion de la
reparacion del tejido dafiado, cuyo dafo fue ocasionado por el tratamiento con
DSS y AOM. Es posible que ciertos componentes de la moringa actuen en sinergia
con estos quimicos, provocando que el tamano del colon aumentara

considerablemente.
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Cuadro 7.4. Efecto de las dietas especiales sobre el desarrollo de las lesiones preneoplasicas en ratones ICR.

Longitud Distribucion de FCA por tamano (expresado en porcentaje)
Gpo Tratamiento n colon FCA / colon
(cm) <1mm 1-2mm 2-3mm > 3mm
AOM + 1% DSS
1 10 n/a 17.8+14 n/a n/a n/a n/a
+ Control
AOM + 1% DSS
2 10 n/a 16.8 + 2.1 n/a n/a n/a n/a
+0.03% D3T
AOM + 1% DSS
3 10 n/a 13.6+1.4 n/a n/a n/a n/a
+ 0.04% NIM
AOM + 1.5% DSS
4 15 125+0.3 36.8+4.3 301+4.7 77+06 192 +0.2 04+£0.2
+ Control T e e
AOM + 1.5% DSS
5 _ 15 13.7 £ 0.3* 251+3.5 155 + 3.3 67+05 26+04 0.3+0.2
+ 40% moringa e e e
6 AOM = 1.5% DSS 15 12.7+0.7 42 +6.1 0.5+0.3
7+0. + 6. 5+0.
+0.03% D3T 31.5+6.1 6.9+0.7 3.1+0.3
AOM + 1.5% DSS
7 15 12.5+0.2 46.4 +8.3 353+ 8.2 81+05 27+03 0.3+£0.1

+0.04% NIM

Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c. 1 dosis i.p), DSS y con dietas especiales. Los valores

representan la media + EE. n/a: No aplica. * Los tratamientos son significativamente diferentes de su respectivo control: P < 0.05

(analizado por ANOVA). Los datos sobre la distribucion de FCA por tamafio fueron analizados por la Prueba de X? para

proporciones. Consultar figuras 2A, 3A, 4A con los graficos de longitud, FCA/colon y distribucién en Anexo 3.
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El alargamiento del intestino es un cambio toxicolégico poco comun
ocasionado también en los animales tratados con D3T (Munday y Munday, 2004).
La dieta con moringa presentd un efecto similar al D3T al alargar el tamafio del
colon; sin embargo, no se presentd ningun otro efecto toxico en los ratones
tratados. Estos datos nos indican que en el grupo tratado con moringa tuvo mayor
destruccion de las fosas cripticas (Figura 7.11) y un mayor tamano del colon
(Cuadro 7.4).

Los resultados del cuadro 7.4 también indican que los tratamientos
administrados a los ratones no disminuyeron el numero de FCA de manera
significativa. Cabe mencionar que se obtuvo un 100% de incidencia de FCA en los
ratones tratados con 1% DSS y con 1.5% DSS. Sin embargo, el tratamiento con
1% DSS promovié el desarrollo de un menor numero de FCA que el tratamiento
con 1.5% DSS. Las dietas especiales no disminuyeron el dafio ocasionado por el
AOM y el DSS en este modelo animal, lo que se ve reflejado en el numero de
FCA. Sin embargo, la dieta con moringa presenté un menor numero de FCA que
el resto de los grupos tratados con 1.5% DSS, aunque esta disminucion no fue

estadisticamente significativa.

El tamafio de FCA se correlaciona con el riesgo a padecer cancer ya que
determinar este parametro revela la progresibn que poseen las lesiones
preneoplasicas para convertirse en lesiones neoplasicas. Las FCA con tamafio
menor a 1mm fueron las que tuvieron mayor presencia en el colon de los animales
tratados con AOM y 1.5% DSS vy las dietas especiales (Cuadro 7.4). En cambio,
las lesiones de mayor tamafo (> 3 mm) tuvieron una menor presencia en el tejido
colénico de los animales. Es posible que las lesiones de menor tamafio sean
nodulos linfaticos, desarrollados durante el proceso de inflamacién y no
especificamente FCA. Ademas, se esperaba encontrar un numero significativo de
lesiones mayores a 3 mm, pues esté tipo de lesiones se relaciona directamente
con las lesiones presentes en las fosas cripticas, las cuales son precursores de los

adenomas y del cancer (Takayama, y col., 1998).
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La figura 7.15 muestra la relacion entre la inflamacioén y el desarrollo del
cancer. Esta figura resume los mecanismos que se han propuesto para entender
la interaccidn entre los tratamientos y las determinaciones realizadas durante el
estudio del efecto quimioprotector de la moringa a lo largo de este proyecto. El
inicio lo encabeza la promocion de la inflamacion a causa de la administracion del
DSS, cuyo efecto es el desarrollo de la colitis. Como respuesta a la inflamacion, el
sistema inmunologico recluta una amplia variedad de células a las zonas con
inflamacion, entre éstas se encuentran las células de infiltracién o bien, linfocitos.
Las células inflamatorias también liberadas como respuesta, son los neutréfilos y
los macréfagos, quienes se encargan de iniciar la cascada de los mecanismos de
inflamacion. Los macrofagos y los neutrdfilos inducen al factor TNFa y en
consecuencia se producen especies reactivas de oxigeno y del nitrogeno, las
cuales propician el dano oxidativo de las células y también un ambiente
inflamatorio que facilita la promocién y progresion del cancer. En este ambiente
inflamatorio, los neutréfilos se encargan de fagocitar a las bacterias presentes con
la ayuda de la enzima mieloperoxidasa. Por otro lado, la administracion del AOM
ocasiona la mutacion de los genes B-catenina y K-ras 'y, cuyos efectos trascienden
hasta generarse un dano en el ADN, primera fase en la iniciacién del proceso del
cancer. Sin embargo, la induccién de enzimas de fase 2 (por ejemplo, GST y
NQO?1), a través de la activacion del factor de transcripcion Nrf2, es un mecanismo
bloqueador de la iniciacion y promocidon del cancer debido a su capacidad de
desintoxicar o eliminar los carcinégenos biotransformados fuera de la célula y

disminuir los efectos del cancer.

La inflamacion y el cancer son procesos patolégicos complicados que se
encuentran bajo el control de diferentes rutas 0 mecanismos. Es por esto que para
el estudio de ambas patologias es necesario considerar la interaccion de factores
de transcripcion (Nrf2 y NFkB), enzimas (GST, NQO1, HO-1), citoquinas (TNFa),
ciclooxigenasas (COX-2), marcadores de inflamacién (MPO) y de cancer (FCA),
entre otros factores, para poder entender la relacion entre ambos procesos tan

complicados.
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Figura 7.15. Resumen propuesto sobre los mecanismos de inflamacién involucrados en el desarrollo de cancer (Modificado
de Kwak y col., 2001; Takahashi y col., 2004; Lu y col., 2006).
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8. CONCLUSIONES.

En el modelo de cancer-inflamacién del colon, no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo tratado con AOM y el grupo AOM + 1%
DSS, ya que en ninguno de los dos grupos se encontré una mayor presencia de
células inflamatorias y de infiltracion. Por el contrario, con 1.5% de DSS se
observé un mayor dafio del colon, caracterizado por la alteracién de las fosas
cripticas y la presencia de células de infiltracién y de inflamacién. Los resultados
anteriores sugieren el empleo de dosis de 1.5% de DSS en futuras

investigaciones.

Los resultados del presente trabajo indican que la moringa induce
enzimas de fase 2 (NQO1 y GST), después del tratamiento a corto y largo plazo,
en el higado, intestino delgado y en la mucosa del colon de raton. A pesar de que
esta capacidad inductora no tiene un efecto directo sobre la presencia de células
inflamatorias (neutréfilos) y de infiltracion (linfocitos), asi como en el numero de
FCA en el colon de ratones, la dieta especial con moringa si disminuye el dafio
oxidativo (peroxidacion de lipidos) y los niveles de marcadores de inflamacion
(TNFa). Lo anterior sugiere que la activacion del factor Nrf2, medido como la
induccion de la actividad de EF2, no influye sobre la respuesta a la inflamacion
promovida por la administraciéon del DSS y el AOM, ni tampoco influye en la
reduccion de FCA, pero si disminuye el dafo oxidativo durante el proceso

inflamatorio.

Como perspectiva a futuro, se requieren de otros estudios para
complementar la caracterizacion de la moringa como agente protector en la dieta,
a través de la determinacion de la dosis-respuesta de la moringa y de la expresion
de genes activados por su administracion a una dosis adecuada y, por ultimo, la
evaluacion de su efecto en el modelo de cancer-inflamacion a las 20 semanas de

experimentacion, en el cual se presentan lesiones de diferente magnitud.
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~10. ANEXO 1.
INFORMACION SOBRE LOS REACTIVOS.

Azoximetano (AOM):

Proveedor: Midwest Research Institute
#Lote: 8864-23-26

Férmula Molecular: CoHgN,O

Peso Molecular: 74.09

Densidad (molaridad): 0.991 g/mL
Soluble en agua, etanol y éter.

Liquido incoloro.

Dextran sulfato de sodio. Sal grado reactivo (DSS):
Proveedor: MP Biomedicals, LLC, Aurora, Ohio, EUA.
#Lote: 6955H

# CAT: 160110

Peso Molecular: 36,000 — 50,000

Irritante

3H-1,2 ditiol-3-tiona (D3T):
Proveedor: SRI Internacional
#Lote: 11581-JB73
Contenido neto: 10 g.

Nimesulide:

Proveedor: Sigma, St. Louis, MO, EUA
#Lote: CAS 51803-78-2

# CAT: N1016-I1G

Daiiino

Dieta control (basal) en polvo:

Proveedor: Harlan Teklad

AIN 76 Dieta purificada con menadiona sin etoxiquina
Powder TD.80150.PWD

#Lote: RX239212

Contenido neto: 10 kgs.

Moringa:
Proveedor: Donada por el Laboratorio del Dr. Paul Talalay (Facultad de Medicina,

Universidad Johns Hopkins)
Analizada: Dr. Jed W. Fahey del Laboratorio “Brassica Chemoprotection” (Facultad
de Medicina de la Universidad Johns Hopkins)
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Hojas de Moringa oleifera deshidratadas y molidas
Contenido glucosinolatos: 30 ymol / g peso seco.

Reactivos para la determinacion de la actividad enzimatica de GST:

Proveedor: Sigma, St. Louis, MO, EUA.

Hidrocloruro de Trizma (Tris-HCI): # CAT: T-3253 / #Lote: 49H5411
Cloruro de magnesio (MgCl,): # CAT: M2670 / #Lote: 120K0114
Cloruro de potasio (KCI): # CAT: P9333 / #Lote: 76H10391

Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO,): # CAT: S-8282 / #Lote:
59H04591

Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,): # CAT: S-7907 / #Lote: 89HO184
Glutation reducido (GSH): # CAT: G6529 / #Lote: 121K12801
1-Cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB): # CAT: C6396 / #Lote: 72HO1061
Seroalbumina bovina (BSA): # CAT: A-8022 / #Lote: 124H0O243

Proveedor: MP Biomedicals, LLC, Aurora, Ohio, EUA.

Sacarosa Ultrapura: # CAT: 821721 / #Lote: 2748C

Reactivos para la determinacion de la actividad enzimatica de NQO1:

Proveedor: Sigma, St. Louis, MO, EUA.

NaH,POy4: # CAT: S-8282 / #Lote: 59H04591

Na,HPOy4: # CAT: S-7907 / #Lote: 89HO184

Seroalbumina bovina (BSA): # CAT: A-8022 / #Lote: 124H0O243
Tris-HCI: # CAT: T-3253 / #Lote: 49H5411

Tween 20: #CAT: P7949 / #Lote: 014K0104

Dicumarol: #Lote: PP02802LP / PM: 336,30

Menadiona: #CAT: M-5625 / #Lote: 39f0686 / PM: 172,18
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD): #CAT: G6378 / #Lote:
123K7476

Bromuro de tetrazolium tiazolil azul (MTT): #CAT: M5655-IG / #Lote:
104K5330

Glucosa-6-fosfato (G6P): #CAT: G7879 / #Lote: 093K3789
Nicotinamida-adenin fosfato dinucleétido (NADP): #CAT: N0505 / #Lote:
082K7050

Flavin-adenin dinucledtido (FAD): #CAT: F6625 / #Lote: 63HO411

Proveedor: JT. Baker, Chemical Co., Phillisburg, NJ, EUA.

Acetonitrilo: # CAT: 75-05-08

Reactivos para la determinacion de proteina:

Proveedor: Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EUA.
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e Reactivo A: #CAT: 23223 / #Lote: EF60989
e Reactivo B: #CAT: 23224 | #Lote: DB54757
e Albumina 2 mg / mL: #CAT: 23209 / #Lote: GL100329

Reactivos para la tincion con hematoxilina y eosina:

Proveedor: Sigma, St. Louis, MO, EUA.

e Xileno: #CAT: 296325
Hematoxilina: #CAT: H9627
Eosina: #CAT: 861006
Formalina al 10%: #CAT: F5554
Etanol: #CAT: 459836

Reactivos para la tincion con azul de metileno:

Proveedor: Sigma, St. Louis, MO, EUA.
e Azul de metileno: #CAT: M9140
e Etanol: #CAT: 459836

Reactivos para la determinacion del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa):

Proveedor: eBioscience, Wembley, UK.
o Kit ELISA TNFa: #CAT: 88-7346

Reactivos para la determinacion de la enzima Mieloperoxidasa (MPO):

Proveedor: Sigma, St. Louis, MO, EUA.
e Fosfato de sodio (NasPO,): #CAT: 342483
e Bromuro de hexa-dexil-trimetil-amonio (HTAB)
e Dihidrocloruro de tetrametil benzidina (TMB): CAT: T8768 / #Lote:
104K2516
¢ Dimetil sulféxido anhidro (DMSO): #CAT: 276855 / #Lote: 1197DD

Reactivos para la cuantificacion de peroxidacion de lipidos (TBARS):

Proveedor: JT. Baker, Chemical Co., Phillisburg, NJ, EUA.
e Acido tricloroacético (TCA)
e Acido tiobarbiturico (TBA)
e Butanol
e Metanol

Proveedor: Sigma, St. Louis, MO, EUA.
L] K2P04
e Solucion salino de fosfatos (PBS)
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¢ Inhibidor de proteasas (1 tab/ 50mL)
e Columna Supelcosil LC-18 de 0.46 cm x 25 cm, tamano de particula 5 pym.

, ~11. ANEXO 2.
INFORMACION SOBRE TECNICAS Y PROTOCOLOS EMPLEADOS.

Obtencién de la fase citosdlica a partir del tejido de ratén.

1. Pesar 1 g de tejido (higado, mucosa del colon e intestino delgado).
Colocarlo en tubos de plastico para centrifuga. Mantener los tubos en hielo.
2. Anadir 4 mL de solucién de trabajo Tris-Sacarosa:

Para un litro de solucién preparar:

a.) 7.9 g Tris HCI

b.) 2.1 g MgCl,.

c.) 1.9 g KCI

d.) 85.6 g Sacarosa ultrapura

e.) 451.25 mL H,O miliQ (destilada y desmineralizada)
Ajustar pH = 7.0. Refrigerar.

Homogenizar con politron. Evitar que se sobrecaliente la muestra.
Centrifugar a 10,000 x g por 15 min.

Remover sobrenadante. Desechar pastilla.

Colocar sobrenadante en tubos para ultracentrifuga.

Ultracentrifugar a 100,000 x g por 50 min (45, 000 rpm).

Separar el sobrenadante (fraccion citosdlica) con pipetas Pasteur, colocarlo
en tubos eppendorf y almacenarlo a -80°C hasta su analisis.

©ONO O AW

Determinacion de la actividad de la enzima glutation-S-transferasa (GST).

1. Preparar diluciones de las muestras de higado (fraccion citosélica): 1:20,
1:40, 1:100.

2. Colocar 50 uL del citosol y del blanco en cada pozo. Usar placas de 96
pOZos.

3. Adicionar 100 L de solucién de trabajo de GSH 3 mM a cada pozo.

Para preparar solucion de GSH (10 mL para 20 muestras):
a.) 204 pL stock GSH (0.046 g GSH + 1 mL solucién fosfatos)
b.) 9.796 mL solucion de fosfatos.
4. Adicionar 150 uL de solucién de trabajo de CDNB 2 mM a cada pozo.

Para preparar solucion de CDNB (15 mL para 20 muestras):
a.) 517 uL stock CDNB (0.012 g CDNB + 1 mL 100% etanol)
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b.) 14.483 mL solucion de fosfatos.

5. Reventar cualquier burbuja formada para evitar que altere la lectura en el
lector de ELISA (Software Pro.5).

6. Leer la placa inmediatamente a 340 nm (programa: TIME DRIVE KINETICS
por 2 min del lector de ELISA).

Determinacion de la actividad de la enzima quinona reductasa (NQO1).

REACTIVOS A PREPARAR (antes de correr reaccion enzimatica):

Para preparar 500 mL de solucion de trabajo Tris 0.025 mM (pH = 7.4):
a.) 1.97 g Tris-HCI

b.) 0.333 g BSA

c.) 3.3 mL Tween 20 al 1.5%

d.) 500 mL H20 miliQ (destilada y desmineralizada)

Para preparar 150 mL de solucién de trabajo con cofactores (para 10 placas):

a.) FAD: 0.0062 g FAD + 1 mL solucion de trabajo. Tomar 100 pL y afiadirlos a los
150 mL de solucién de trabajo.

b.) NADP: 0.038 g NADP + 1 mL solucién de trabajo. Tomar 90 L y anadirlos a
los 150 mL de solucion de trabajo.

c.) G6P: 0.0423 g agregarlos al solucién de trabajo.

d.) MTT: 0.045 g agregarlos a la solucion de trabajo.

e.) G6PD: 300 unidades agregarlas a la solucién de trabajo.

Para preparar solucion de menadiona:
a.) 0.0086 g menadiona
b.) 1 mL acetonitrilo

Para preparar solucion de dicumarol (solucion STOP):

a.) 0.02 g dicumarol

b.) 1 mL NaOH 1N

Tomar 100 uL de esta solucion y diluir en 20 mL de solucién fosfatos.

1. Colocar 50 pL de las muestras diluidas de higado, mucosa del colon y del
intestino delgado (fraccion citosodlica) y del blanco en cada pozo (placa 96
poOZos).

2. Anadir 200 pL de la solucion de 15 mL de solucién de trabajo con
cofactores + 15 L de solucién de menadiona.

3. Agitar la placa. Reventar rapidamente las burbujas formadas para evitar

que alteren la lectura de la absorbancia.

A los 5 min agregar la solucién de dicumarol.

Agitar la placa.

Leer inmediatamente en el lector de ELISA a 610 nm (programa: endpoint).

ook
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Determinacién del contenido de proteina por el método del acido bicincdnico

(BCA)

REACTIVOS A PREPARAR:

Para preparar el reactivo de trabajo:

a.) 50 mL reactivo A (kit BCA Pierce Protein)
b.) 1 mL reactivo B (idem)

Para preparar los estandares para la curva estandar de proteina, agregar:

ALBUMINA (2 mg/mL) + H.0 = [proteina]
270 yL 180 uL 60 g/ 50 pyL

180 uL 270 uL 40 g/ 50 uL

90 pL 360 pL 20 g/ 50 yL

45 uL 405 uL 10 g/ 50 pL
22.5 L 428 L 59/ 50 pL
11.3 uL 439 uL 2.5 g/ 50 yL

5.6 uL 444 uL 1.25 g/ 50 pL

0L 500 pL 0 g/ 50 yL
1. Colocar 50 pyL de cada estandar y de fraccion citosodlica (diluciones: 1:20,
1:40, 1:100).

2. Agregar 250 pL del reactivo de trabajo.
3. Incubar a 37°C por 30 min o a temperatura ambiente por 1 h.
4. Leer en el lector de ELISA a 562 nm (programa: BCA standard curve).

Fijacion del tejido en parafina.

La fijacion del tejido se realiza segun Bullock (1978). El proceso de fijacion incluye
deshidratacion con alcohol de alta graduacion, aclarandolo con agentes como
xileno y el cloroformo que permiten la posterior impregnacién con cera.

1. Deshidratar los tejidos previamente fijados en formol con una solucién de
alcohol 50-70° en agua y luego transferirlos a un bafio de alcohol absoluto
para completar la deshidratacién. Clarificar los tejidos durante la noche con
cloroformo y luego en dos etapas de media hora cada una con xileno.

2. La inclusién en parafina se realiza en envases de vidrio o porcelana,
enfriando y endureciendo la parafina con trozos de tejido en el interior.

3. Se evapora la parafina fundida en el molde.

4. Por medio de una pinza calentada se transfiere el cassette, identificado y
con los cortes de tejido.

5. Luego de su solidificacion completa, el bloque de parafina se saca del
molde y se monta sobre bloques de madera para realizar los cortes.

6. Por medio de un microtomo se realizan cortes de bloques de 5 ym o de 5-7
um con un cuchillo limpio y afilado.

7. Se hacen flotar las secciones en un bafio maria a 48°C.
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Se colocan en portaobjetos limpios quimicamente cubiertos con una fina
capa de sustancia adhesiva como albumina o glicerina.

Para desparafinar las secciones, se deberan transferir a dos bafios de
xileno cada uno de 5-10 minutos de duracion, luego a graduaciones
descendentes de alcohol absoluto (90°, 70°, 50°) y finalmente a agua.

Tincidon con hematoxilina y eosina para histologia general.

Lavar las secciones con agua corriente

TenRir con hematoxilina durante 5—20 minutos, dependiendo de la tintura que
se utilice (se recomienda la hematoxilina de Lendrum).

Lavar en agua corriente durante 2 minutos.

Diferenciar en 0.5% alcohol acido por algunos segundos. Verificar el nivel
de diferenciacién bajo microscopio.

Lavar las secciones en H,0O.

Tenir en 1% de eosina alcohdlica durante 3—5 minutos.

Retirar el exceso de eosina enjuagando las secciones en alcohol absoluto.
Verificar la tincidn con eosina y si fuera satisfactoria, aclarar con xileno.
Montar en un medio de resina sintética y recubrir con un cubreobjeto.
Resultados: Nucleos azules; citoplasma, tejidos conjuntivos, células de
sangre y musculos: rojo/rosado.

ELISA para la determinacién de la actividad del Factor de Necrosis Tumoral alfa

(TNFa).

REACTIVOS A PREPARAR:

Para preparar el diluyente de trabajo 1X:
a.) 10 mL 5x diluyente (kit ELISA TNFa)
b.) 40 mL H>O miliQ (destilada y desmineralizada)

Para preparar solucion de lavado:
a.) 250 uL Tween 20
b.) 500 mL PBS 1X

Para preparar solucion STOP:
a.) 1 mL H3PO4
b.) 15 mL H>O miliQ (destilada y desmineralizada)

Para preparar diluciones seriales y estandares:
Del estandar TNFa de 1ug/mL, preparar una dilucion 1:100 con PBS 1X para
obtener una concentracion de 10 ng/mL.

STD 1: Dilucién 1:10 de 10 ng/mL = 1 ng/mL
STD 2: Dilucién 1:2 de 1 ng/mL = 0.5 ng/mL

STD 3: Dilucién 1:2 de 0.5 ng/mL = 0.25 ng/mL
STD 4: Dilucién 1:2 de 0.25 ng/mL = 0.125 ng/mL
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STD 5: Dilucién 1:2 de 0.125 ng/mL = 0.062 ng/mL
STD 6: Dilucién 1:2 de 0.062 ng/mL = 0.031 ng/mL
STD 7: Dilucién 1:2 de 0.031 ng/mL = 0.015 ng/mL
STD 8: PBS 1X como blanco

Para preparar homogenizado de colon:

a.) Homogenizar el colon: 0.1g de tejido/1 mL de PBS 1X + 2 tabletas de inhibidor
de proteasas (1 tab/ 50mL). Dividir en alicuotas de 500 pyL. Conservar a -80°C
hasta su analisis.

b.) Centrifugar las muestras de colon a 12,000 x g a 4°C por 10 min.

c.) Preparar dilucién 1:3 del sobrenadante de cada muestra de colon.

1. En cada pozo (placa 96 pozos), agregar 100 pL del anticuerpo Coat
Corning Costar No. 9018 diluido en solucion propio del anticuerpo. Sellar
placa.

2. Incubar toda la noche a 4°C.

3. Remover el liquido.

4. Lavar 3 veces con 300 pL con solucién de lavado.

5. Remover cualquier residuo de solucién con papel absorbente.

6. Anadir 200 uL del diluyente de trabajo 1X.

7. Incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

8. Remover liquido. Lavar 3 veces con 300 pL con solucion de lavado.

9. Anadir 100 pL de cada uno de los estandares y de cada una de las

muestras homogenizadas de colon.

10.  Sellar placa e incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

11.  Remover liquido. Lavar 5 veces con 300 pL con solucién de lavado.

12.  Agregar 100 yL de anticuerpo de deteccién diluido en diluyente de trabajo
1X.

13.  Sellar placa e incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

14.  Remover liquido. Lavar 3 veces con 300 pL con solucién de lavado.

15.  Agregar 100 uL del anticuerpo avidina acoplado a la enzima peroxidasa de
rabano (AVIDIN-HRP) diluido en diluyente de trabajo 1X.

16.  Sellar placa e incubar a temperatura ambiente por 30 min.

17.  Remover liquido. Lavar 5 veces con 300 pL con solucion de lavado,
esperando 1-2 min entre cada lavado.

18.  Agregar 100 yL de la solucion sustrato.

19.  Incubar a temperatura ambiente por 15 min.

20. Agregar 50 pL de la solucion STOP.

21. Leerplaca a 450 nm y a 570 nm (programa: 2 wavelength endpoint).

Determinacién de la actividad de la enzima Mieloperoxidasa (MPQO).

1. Homogenizar el colon: 0.1 g de tejido/1 mL de PBS 1X + 2 tabletas de
inhibidor de proteasas (1 tab/50mL). Dividir en alicuotas de 500 uL y
conservar a -80°C.
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Someter las muestras a 3 ciclos de descongelamiento a 37°C por 5 min y
congelacion en nitrogeno liquido.

Centrifugar a 10,000 x g por 15 min a 4°C.

Remover sobrenadante y almacenarlo a -80°C

ARadir a la pastilla 200 yL de 50 mM Na3zPO4 (pH = 6.0) con 0.5% HTMAB
Sonicar por 15 seg a un poder de 3.5.

Centrifugar a 10,000 x g por 15 min a 4°C. Remover la pastilla.

Medir la actividad de la MPO en 20 uL del sobrenadante en placas de 96
poZzos.

Anadir 80 uL del solucion de trabajo:

Para preparar 10 mL de solucion:
a.) 1 mL de 50 mM NazPO4 (pH = 6.0) + 0.5% HTMAB
(25 mL NazPO4 + 125 mg HTMAB + calor por 15 min)
b.) 9 mL de la solucion de 7.2 mg/mL de tetrametilbenzidin (TMB) en
1mL de dimetil sulféxido anhidro (DMSO).

Incubar por 5 min a 37°C en el lector de ELISA o en incubadora.

Anadir 20 uL de H»0..

Monitorear absorbancia a 650 nm por 5 min. Utilizar programa: Basic
Kinetics en el lector de ELISA.

Cuantificacion de la peroxidacion de lipidos (TBARS).

Homogenizar el colon: 0.1 g de tejido/1 mL de PBS 1X + 2 tabletas de
inhibidor de proteasas (1 tab/ 50mL). Dividir en alicuotas de 500 pL vy
conservar a -80°C.
Centrifugar el homogenado a 12,000 x g por 10 min a 4°C. Remover la
pastilla.
ARadir a cada pozo 50 pyL del blanco y del sobrenadante de cada muestra
(placas de 96 pozos).
Anadir 20 pL de acido tricloroacético (TCA) al 20% en agua.
Anadir 200 uL de acido tiobarbiturico (TBA).
Incubar a 95°C por 45 min.
Anadir 300 pL de butanol
Centrifugar a 12,500 x g por 3 min.
Inyectar 50 uL de fase organica al HPLC:
a.) columna: Supelcosil LC-18 de 0.46 cm x 25 cm y un tamafno de
particula de 5 ym.
b.) fase movil: 50 mM Ky;PO4 (pH = 6.4) en una solucion de 52.5%
metanol: agua 97.5:2.5, a un flujo de 1 mL/min.
c.) Detector de fluorescencia: 515 nm de excitacion y 553 nm de
emision.
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Manejo de animales.

El método a seguir en cuanto al manejo de animales es el establecido en el
laboratorio de Toxicologia del Departamento de Ciencias de Salud Ambiental, de
la Universidad Johns Hopkins.

MANEJO DE ANIMALES PARA MARCARLOS, INYECTARLOS Y DARLES
DOSIS VIA INTRAGASTRICA: Se requiere del control total del animal para estas
actividades. Las siguientes instrucciones pueden ayudar para inmovilizar al ratén
con su mano izquierda y conservar la mano derecha libre. Coloque al ratén en la
rejilla de la jaula, con las barras en sentido de izquierda a derecha. Tome al ratén
de la cola con su mano derecha y arrastre el pelaje del ratén. Agarre toda la piel
suelta alrededor de la parte trasera del cuello del ratén, utilice el dedo indice y el
pulgar para sostenerla. La piel de la espalda del raton puede sostenerse con el
resto de los dedos y la palma de la mano. Para que el ratdbn quede inmovilizado
para recibir tratamientos, ya sea via intragastrica o via subcutanea, es necesario
estirar el cuerpo del raton al jalarle la cola con la mano derecha y sostenerla con el
dedo menique de la mano izquierda.

TRANSFERIR A LOS RATONES DE UNA JAULA A OTRA: Tomar al ratén
por la cola con las manos protegidas con guantes. Reldjese y tome suavemente al
ratén, en estas condiciones, el ratdon si intenta morderlo sera una mordida sutil que
no dolera. No utilizar forceps a menos de que sea necesario para protegerse.

1. Se recomienda trabajar con los ratones en la mafiana o al mediodia. Los
ratones son mas activos cuando el dia oscurece y es mas dificil manejarlos.
2. |dentificar cada jaula con la fecha de recepcién, nombre del bioterio donde

se adquirieron, numero de animales, tratamiento recibido, cepa, genotipo,
edad, sexo, persona a cargo del proyecto, observaciones.

Colocar una cama de aserrin de 1.5 cm de grosor, aproximadamente.
Colocar una botella de agua fresca y potable a cada jaula.

Colocar a 5 animales por jaula como maximo.

Acomodar cada jaula en un estante o rack para facil manejo y control de los
animales.

Cambiar las jaulas, el aserrin y la botella de agua una vez a la semana.
Mantener a los animales en ciclos de luz-oscuridad de 12 horas c/u.
Controlar la temperatura y la humedad de la habitacién y mantenerla a 25°C
y a un 50% de humedad.

10.  Supervisar diariamente la cantidad de agua y alimento de los animales.

o0k W
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Método de Sacrificio.

El método a seguir en cuanto al sacrificio de animales, es el establecido en
el laboratorio de Toxicologia, del Departamento de Ciencias de Salud Ambiental,
de la Universidad Johns Hopkins.

El sacrificio de los ratones se realiza por inhalaciéon de CO, Los animales se
colocan en una camara sellada, conectada a un tanque de CO,. Primero se debe
permitir el flujo del gas durante un minuto para que se llene la camara. Mantenerla
cerrada durante 5 minutos para asegurar la muerte de los ratones. No colocar mas
de cinco animales en la camara. Cuando los animales se encuentren dentro de la
camara, se debe abrir el tanque de CO, de manera gradual hasta observar que los
animales ya no respiren y sus ojos hayan cambiado de color. Cerrar el tanque y
proceder a abrir a los ratones con material quiruargico. Fijar al animal en la tabla de
diseccidon. El abdomen de los ratones se sostiene con pinzas y se realiza una
incision al nivel del abdomen bajo, para continuar la apertura por ambos costados
del raton. Expuesta la cavidad abdominal, como se muestra en la figura, se retira
el tejido adiposo, y procede a separar el colon para extraerlo, lavarlo con solucion
salina de fosfatos, y procesarlo dependiendo del analisis a realizar (extraer
mucosa, congelar, realizar cortes transversales, fijarlo en formalina al 10%).

Ciego

Colon proximal

Colon distal

Cavidad abdominal, colon e higado de raton ICR
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Medicidon de pesos y consumos.

El aumento de peso de cada ratdon se registra diariamente. Cada uno de los
animales se pesa diariamente, siguiendo los lineamientos del manejo de animales,
anteriormente descritos. Se registra el peso en gramos, el numero del animal, el
grupo o numero de jaula al que pertenece, asi como también el tratamiento que
recibe. Se calcula el porcentaje de la ganancia en peso segun la férmula:

Ganancia = peso actual / peso inicial *100

Peso actual = peso registrado a diario
Peso inicial = peso registrado al dia cero (dia de administracion del AOM),
considerado como el 100%.

El formato a emplear se muestra a continuacion:

TRATAMIENTO # ANIMAL FECHA

GRUPO Pesoeng
Pesoeng
Peso en g
Pesoeng
Pesoeng

El consumo se calcula diariamente, con base al alimento consumido por los
ratones. Se registra la diferencia del peso del comedero al afiadir el alimento
fresco (peso inicial) menos el peso del comedero a las 24 horas posteriores (peso
final). Se pueden emplear comederos de aluminio para evitar la oxidacion
temprana del alimento. Se estima el peso en gramos consumido por raton, en
base al valor estandar del consumo de 5 g de alimento, por ratén, por dia. El
formato a emplear se muestra a continuacion:

GRUPO TRATAMIENTO
FECHA
Peso inicial
Peso final
Peso consumido

g
consumidos/ratén

Peso comedero
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Cortes transversales del colon de ratén.

Después de que la cavidad abdominal del raton sea expuesta, y el colon
extraido y lavado, se procede a conservarlo en frascos con formalina al 10% por
48 horas. Al término de este plazo, se secciona el colon para ser sometido a
analisis histopatoldgicos, o bien, a analisis bioquimicos. Con la ayuda de un
bisturi, se separa el colon proximal del distal, se hacen cortes transversales de 2-
3mm de longitud del recto, otro mas de la porcion cercana o superior al recto y el
ultimo, del colon distal. Los cortes se colocan en casillas con almohadillas para ser
analizados por el Laboratorio de Patologia del Hospital Johns Hopkins. El resto del
colon se congela para su analisis bioquimico.

Cortes de diferentes segmentos del colon para andlisis histopatologicos y para
analisis bioquimicos.

Parcian proximal

Congelar para la
determinacion de
marcadores de inflamacion y

) . / dafio oxidativo.
Fijar en formalina 10% .
x. i Forcidn superior del recto

& Recto

Parcidn distal
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] 12. ANEXO 3.
GRAFICAS Y CUADROS CON RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS.

Cuadro 1A. Consumo de alimento por ratéon y peso de ratones ICR tratados

con dietas especiales durante 6 dias.

Consumo de
) Peso
Gpo Tratamiento n alimento
(9) .

(g/raton)

1 Control 3 30.1£0.7 4+04
2 0.03% D3T 3 299+0.5 3.6+0.8
3 100, 33 y 50% moringa 3 284 +15 3.7+22

Los ratones macho ICR/CD-1 fueron tratados con dietas especiales: control, D3T al 0.03%
y moringa al 100, 33 y 50%. Los valores representan las medias + DE. Los tratamientos

NO son significativamente diferentes del control P < 0.05 (analizado por ANOVA).

Cuadro 2A. Peso de ratones ICR tratados con AOM, 1% DSS y dietas

especiales durante 35 dias.

Peso corporal

(9

Gpo Tratamiento n

AOM + 1%DSS
1 10 249+7.5

+ Control

AOM + 1%DSS
2 10 28.8+104

+0.03% D3T

AOM + 1%DSS
3 10 23.5+6.1

+0.04% NIM

Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c. 1 dosis i.p), 1%
DSS y con dietas especiales: control, D3T al 0.03% y NIM al 0.04%. Los valores
representan las medias = DE. Los tratamientos NO son significativamente diferentes del

control; P < 0.05 (analizado por ANOVA).
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Cuadro 3A. Consumo de alimento por ratéon y peso de ratones ICR tratados
con AOM, 1.5% DSS vy dietas especiales durante 35 dias,

Consumo de
Peso
Gpo Tratamiento n alimento
(9) .

(g/raton)

AOM + 1.5%DSS
4 15 28.2+1.7 4+04
+ Control

AOM + 1.5%DSS

5 15 27 £1.3 44+06

+ 40% moringa

AOM + 1.5%DSS
6 15 271 £1.2 3.5+0.5

+0.03% D3T

AOM + 1.5%DSS
7 15 279 £1.7 3.9+0.3

+0.04% NIM

Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c. 1 dosis i.p), 1.5%
DSS y con dietas especiales: control, moringa al 40%, D3T al 0.03% y NIM al 0.04%. Los
valores representan las medias + DE. Los tratamientos NO son significativamente

diferentes del control; P < 0.05 (analizado por ANOVA).

109



Cuadro 4A. Actividad colénica de MPO en ratones ICR tratados

DSS y dietas especiales durante 13 dias.

con AOM, 1.5%

Actividad
Nivel induccion
Gpo Tratamiento n enzimatica
respecto al control
(mU/mg)
AOM + 1.5%DSS
4 5 1 2.25+0.1
+ Control
AOM + 1.5%DSS
5 5 25+05 56+1.2
+ 40% moringa
AOM + 1.5%DSS
6 5 3+12 6.7+2.8
+0.03% D3T
AOM + 1.5%DSS
7 5 27 05 6+1.2

+0.04% NIM

Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c. 1 dosis i.p), 1.5%

DSS y con dietas especiales: control, moringa al 40%, D3T al 0.03% y NIM al 0.04%. Los

valores representan las medias
diferentes del control; P < 0.05 (analizado por ANOVA).
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Figura 1A. Numero de FCA encontradas en el colon de ratones ICR tratados
durante 35 dias. Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg
p.c. 1 dosis i.p), 1y 1.5% DSS y con dietas especiales: control y NIM al 0.04%. Los
valores representan la media (n = 10 y n = 15); barras, EE. Letras diferentes por columna
significan diferencias estadisticas entre tratamientos: Zestadisticamente diferente del
grupo G3, P < 0.05; Pestadisticamente diferente de los grupos G2 y G3, P < 0.05
(analizado por ANOVA).
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Figura 2A. Longitud del colon de ratones tratados durante 35 dias. Los ratones
hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.), 1.5% DSS y con
dietas especiales: control, NIM al 0.04%, moringa al 40% y D3T al 0.03%. Los valores
representan las medias (n = 15); barras, EE; *Los tratamientos son significativamente
diferentes del control; P < 0.05 (analizado por ANOVA).
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Figura 3A. Numero de FCA en el colon de ratones tratados durante 35 dias.
Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg p.c., 1 dosis i.p.),
1.5% DSS y con dietas especiales: control, NIM al 0.04%, moringa al 40% y D3T al
0.03%. Los valores representan las medias (n = 15); barras, EE. Los tratamientos NO son

significativamente diferentes del control; P > 0.05 (analizado por ANOVA).
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PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE FCA

1-2 mm 2-3mm _T_
& Control 67.13 25.43 6.76 0.68
@ Nimesulide [0.04% p/p] 63.68 26.66 8.83 0.83
& Moringa [40% p/p] 55.75 32.63 10.90 0.72
@ D3T [0.03% p/p] 66.16 22.12 10.45 127

TAMANO FCA

Figura 4A. Distribucion de FCA por tamafio en el colon de ratones tratados
durante 35 dias. Los ratones hembra ICR/CD-1 fueron tratados con AOM (7.5 mg/kg
p.c., 1 dosis i.p.), 1.5 % DSS y con dietas especiales: control, NIM al 0.04%, moringa al
40% y D3T al 0.03%. Los valores representan las medias de los porcentajes de incidencia
(n = 15); barras, EE. Los tratamientos NO son significativamente diferentes del control; P
> 0.05 (analizado por ANOVA).
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