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RESUMEN 

 

El cáncer colorrectal (CCR) es el 4° cáncer más frecuente en México y el riesgo de 
padecerlo se ha asociado a un bajo consumo de vegetales y cereales. Por lo tanto, 
el consumo de alimentos ricos en fibra y fitoquímicos puede emplearse como una 
estrategia altamente efectiva para prevenir y controlar el desarrollo de CCR. Aunado 
a lo anterior, el proceso de germinación mejora el perfil y contenido fitoquímico de 
algunos cereales. En este sentido, la germinación de avena (Avena sativa L.) ha 
demostrado incrementar el contenido de sus compuestos fenólicos únicos, 
particularmente las avenantramidas (AVAs), cuyas propiedades antioxidantes y 
antiinflamatorias han sido evaluadas in vitro. Por lo anterior, nos propusimos evaluar 
el efecto quimioprotector de germinado de avena (GA) y su extracto fenólico alto en 
AVAs en un modelo animal de CCR inducido con azoximetano (AOM, 10 mg/kg, 
única dosis mediante inyección intraperitoneal) y dextrano sulfato sódico (DSS al 
2% en el agua de beber por una semana). Se emplearon ratones macho de la cepa 
CD-1, los cuales se dividieron en cuatro grupos experimentales: 1) sano (n = 10, 
vehículo), 2) control (n = 10, AOM+DSS), 3) AVAs+AOM+DSS (n = 8, tratado con 
0.084 mg/día de extracto fenólico alto en AVAs proveniente de GA), 4) 
GA+AOM+DSS (n = 8, tratado con 30 mg/día de GA). Los tratamientos con GA y 
AVAs se administraron vía intragástrica antes y después de la inyección del AOM 
durante 16 semanas. Al término de este periodo, se realizó el sacrificio de los 
animales por decapitación y se extrajeron los órganos y muestras de interés para 
las determinaciones posteriores. El 80% de los animales de este grupo desarrollaron 
pólipos y adenocarcinomas. Contrastantemente, los grupos tratados con GA y AVAs 
tuvieron una menor incidencia de pólipos y adenocarcinomas, lo que representa una 
disminución del 52.5 y 37.5% en la incidencia de adenocarcinomas (α=0.05). El pH 

y la actividad de -glucuronidasa (-GA) fue significativamente mayor en muestras 
de contenido cecal, colónico y fecal del grupo control (AOM + DSS). Además, el 

tratamiento con GA redujo significativamente la actividad de -GA en contenidos 
cecal (22%), colónico (27%) y fecal (57%) y normalizó la actividad de GST y NQO1 
en colon, así como los valores de pH y el nivel de GSH en eritrocitos, lo que indica 
una mejora en los parámetros intestinales y en el estado redox de los animales, 
contribuyendo al efecto quimioprotector de la avena germinada. Este es el primer 
estudio in vivo que muestra la actividad anticancerígena de la avena germinada y 
su extracto AVAs en el modelo de carcinogénesis colorrectal inducida por AOM-
DSS. 

 

Palabras clave: Avena germinada, avenantramidas, cáncer colorrectal, 
azoximetano, dextrano sulfato sódico. 
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ABSTRACT 

 

Colorectal cancer (CRC) is the fourth most common cancer in Mexico and it is 
associated with vegetable -and cereal- poor diets. Therefore, the consumption of 
foods rich in fiber and phytochemicals could be used as an effective strategy to 
prevent or control CRC. In addition, the germination process enhances the 
phytochemical content and profile of some cereals. In this sense, sprouted oat 
(Avena sativa L.) has shown an increased content of its unique phenolic compounds, 
specifically avenanthramides (AVAs), whose antioxidant and anti-inflammatory 
properties has been evaluated in vitro. Therefore, we pursued to evaluate the 
chemoprotective effect of sprouted oat (SO) and its rich-AVA phenolic extract (AVAs) 
in an azoxymethane (AOM, 10 mg/kg, intraperitoneal single dose,) and dextran 
sodium sulfate (DSS, 2% in drinking water for one week) CRC model. Male CD-1 
mice were divided in four groups: 1) normal (n=10, vehicle), 2) control (n=10, 
AOM+DSS), 3) AVAs+AOM+DSS (n=8, treated with 0.084 mg of AVA-phenolic 
extract), 4) SO+AOM+DSS (n=8, treated with 30 mg of SO). SO and AVAs 
treatments were administered intragastrically before and after AOM injection for 16 
weeks. Eighty percent of the animals of this group developed both tumors and 
adenocarcinomas. Interestingly, SO- and AVAS-treated groups showed a lower 
tumor and adenocarcinoma incidence, representing a decrease of 52.5 and 37.5% 

in the incidence of adenocarcinomas (α=0.05). Moreover, pH and -glucuronidase 

activity (-GA) were significantly higher in caecal, colonic, and fecal samples of 
AOM+DSS group. In addition, SO treatment significantly reduced caecal (22%), 

colonic (27%), and fecal (57%) -GA, and normalized colonic GST and NQO1 
activities, as well as pH values and erythrocytes GSH level, thus indicating an 
improvement in intestinal parameters and in the redox state of the animals, 
contributing to the chemoprotective effect of sprouted oat. This is the first in vivo 
report on the anticarcinogenic activity of sprouted oat in AOM-DSS-induced 
colorectal carcinogenesis model. 
 
 
 
Key words: sprouted oat, avenanthramides, colorectal cancer, azoxymethane, 
dextran sodium sulfate. 
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I. INTRODUCCIÓN 

El cáncer colorrectal (CCR) ataca a 1 millón de personas cada año y es responsable 

de más de 500,000 muertes anuales asociadas al cáncer en todo el mundo. En 

México, de acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Pública (2015), el CCR es el 

4° tipo de cáncer más frecuente. El CCR presenta una serie de cambios genéticos 

y morfológicos en el epitelio colónico, que inician con la formación de fosas crípticas 

aberrantes (FCA), pólipos y adenomas hasta llegar a desarrollar adenocarcinomas. 

La etiología de esta enfermedad es diversa; sin embargo, se distinguen dos causas 

principales que conllevan a padecerla: el 80-90% de los casos de CCR son debidos 

a factores ambientales como la dieta y el estilo de vida, mientras que sólo el 10-20% 

es debido a factores hereditarios o alteraciones genéticas. De este modo, se sabe 

que una dieta alta en grasas saturadas y carnes rojas procesadas junto con una 

baja ingesta de fibra dietética, frutas, verduras y cereales, así como un alto consumo 

de tabaco y alcohol, incrementan el riesgo de padecer CCR. Otro factor importante 

que puede desencadenar esta patología es cursar con eventos frecuentes y 

progresivos de estrés oxidativo e inflamación a nivel de intestino grueso. 

Por su parte, la microbiota colónica está estrechamente relacionada con el riesgo 

de padecer CCR, ya que enzimas bacterianas como las β-glucuronidasas (β-GA) 

intervienen en la activación de metabolitos procarcinógenos que llegan a colon. La 

evidencia científica apunta a que la composición de la microbiota colónica puede 

modularse mediante la dieta, logrando disminuir aquellas poblaciones bacterianas 

con una alta actividad de β-GA, reduciendo con ello el riesgo de padecer CCR. 

En la actualidad, se acepta a la quimioprevención como una estrategia altamente 

efectiva para bloquear, revertir o retrasar el proceso de carcinogénesis; de este 

modo, se han analizado un gran número de compuestos naturales provenientes de 

la dieta en cuanto a su capacidad para proteger contra el cáncer. 
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En este proyecto, se propuso evaluar avena (Avena savita L.) germinada debido a 

que es una fuente importante de fibra dietética y compuestos fenólicos, entre los 

que destacan las avenantramidas (AVAs), amidas fenólicas presentes únicamente 

en este cereal, que han demostrado tener efectos antioxidantes, antiinflamatorios y 

antiproliferativos tanto in vitro como in vivo.  

El estudio del papel quimiopreventivo de la avena germinada sentará las bases del 

entendimiento acerca de los efectos que esta matriz alimentaria tiene sobre 

parámetros fisiológicos del tejido colónico como el pH, la actividad de β-GA y los 

mecanismos de defensa antioxidante, así como su efectividad para controlar el 

desarrollo de pólipos, adenomas y adenocarcinomas en un modelo in vivo de CCR. 
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II. ANTECEDENTES 

2.1 Cáncer de colon 

El tracto gastrointestinal (GI), y de manera particular la barrera intestinal, juega un 

papel primordial en el mantenimiento de la salud de un individuo (Bruneau et al., 

2018; Feng et al., 2018). Sin embargo, esta barrera protectora se ve afectada por la 

exposición a sustancias tóxicas (fármacos y xenobióticos) y por la entrada de 

patógenos a través de los alimentos, activando mecanismos inflamatorios y 

contribuyendo con un ambiente oxidativo a nivel intestinal, eventos que de continuar 

avanzando, conducen al cáncer (Bhattacharyya et al., 2014). 

El cáncer es una enfermedad genética que altera el delicado equilibrio que existe 

entre proliferación, apoptosis y diferenciación celular. La célula deja de ser 

susceptible a las señales que regulan el equilibrio entre la división y la muerte 

celular, comenzando a proliferar de manera autónoma, formando un tumor. Las 

células tumorales sufren numerosos cambios que afectan la regulación del ciclo 

celular, la apoptosis, la adhesión, el movimiento, entre muchos otros. Estos cambios 

tienen lugar de modo progresivo y se acompañan de un creciente número de 

alteraciones genéticas que les proporcionan ventajas evolutivas y permiten su 

diseminación en el organismo y su resistencia frente a fármacos y condiciones 

adversas (Calvo, 2015). 

 

El cáncer colorrectal (CCR) se desarrolla de una manera gradual comenzando con 

una proliferación celular autónoma, seguida de la formación de FCA que conducen 

al desarrollo de pólipos adenomatosos, los cuales se consideran precursores del 

CCR (Dulal & Keku, 2014). Los pólipos colónicos se clasifican principalmente en 

función de sus propiedades para progresar a malignidad (hiperplásica o 

adenomatosa). Otra forma de clasificarlos es con base en su estructura (sésiles, 

pedunculados y planos), su forma (tubular, velloso, serrado), y/o su tamaño 
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(pequeño 1-5 mm, medio 5-10 mm y grande ≥ 10 mm). El subconjunto de pólipos 

hiperplásicos serrados se asocia con un mayor riesgo de CCR. Sin embargo, los 

pólipos adenomatosos o adenomas representan aproximadamente el 70% de los 

pólipos en el colon y tienen el potencial de progresar a CCR con el tiempo si no se 

seleccionan y extirpan (Dulal & Keku, 2014). 

2.1.1 Epidemiología del cáncer colorrectal (CCR) 

El CCR ataca a 1 millón de personas cada año y es responsable de más de 500,000 

muertes anuales asociadas al cáncer en todo el mundo (Kasdagly et al., 2014). De 

acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Pública (2015), el CCR es el 4° tipo de 

cáncer más frecuente en México. Si bien, la mortalidad se debe principalmente a la 

metástasis de la enfermedad, detectarla a tiempo y, sobre todo, implementar 

estrategias preventivas contra el desarrollo de esta patología resultan de vital 

importancia. 

2.1.2 Factores de riesgo asociados a CCR 

La evidencia acumulada sugiere que existen numerosos factores de riesgo 

asociados al CCR entre los que destacan: a) alteraciones genéticas, como la 

activación de oncogenes (KRAS y β-catenina) o la inactivación de genes supresores 

de tumores (APC y p53); b) desarrollo de pólipos en el colon; c) edad avanzada 

(mayor de 50 años); d) antecedentes familiares de CCR; e) colitis ulcerosa, 

enfermedad inflamatoria intestinal y/o enfermedad de Crohn; f) factores del estilo de 

vida (tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo); g) dieta (rica en grasas saturadas y 

carnes rojas: dieta occidental); entre otros (Kasdagly et al., 2014; Instituto Nacional 

de Salud Pública, 2015). 

2.1.2.1 Inflamación intestinal 

La inflamación es un sistema de autodefensa del cuerpo que se clasifica como un 

tipo de inmunidad innata en la que participan principalmente macrófagos y 

neutrófilos (Ren et al., 2009). La investigación ha puesto de relieve las funciones 
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fisiopatológicas de los macrófagos en respuesta a diversas enfermedades 

inflamatorias y los numerosos mecanismos moleculares por los cuales los 

macrófagos modulan las respuestas inflamatorias (Tsan & Gao, 2004). La secreción 

de quimiocinas, citocinas [factor de necrosis tumoral (TNF-α)], mediadores 

inflamatorios (inmunoglobulina), óxido nítrico (NO), especies reactivas de oxígeno 

(EROs) y factores de coagulación, entre otros, estimulan el tráfico de leucocitos y la 

quimiotaxis, fagocitosis y eliminación de bacterias y virus. Todos estos son eventos 

representativos que ocurren en la respuesta inflamatoria (Sun et al., 2005).  

La enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU) son dos formas principales 

de enfermedad inflamatoria intestinal crónica (EII). Ocurren en el tracto GI 

presentando inflamación de la mucosa causada por la infiltración de leucocitos del 

hospedero (neutrófilos, macrófagos y células “killer” naturales). Estas dos 

afecciones se asocian con síntomas de sangrado rectal, diarrea y pérdida de peso 

corporal. Las principales manifestaciones clínicas son dolor abdominal, mucosa en 

las heces, heces con sangre y purulentas, episodios recurrentes y recaídas (Velayos 

& Sandborn, 2007). El número de pacientes que padecen EII ha aumentado 

dramáticamente y la enfermedad puede provocar problemas graves de salud como 

CCR; así, el riesgo de desarrollar cáncer en estos pacientes es de un 5% tras 20 

años de enfermedad y de un 12% tras 25 años (Vilela et al., 2012). 

2.1.3 Metabolismo microbiano en el colon 

El término “microbiota intestinal” generalmente se refiere a la comunidad microbiana 

diversa (bacterias, hongos, arqueas, virus y protozoos) que coloniza el tracto GI de 

su huésped (Shukla et al., 2017). 

Bruneau y colaboradores (2018) reconocen a la microbiota como un “órgano oculto”, 

por sus funciones digestivas, metabólicas e inmunes beneficiosas para su huésped. 

A pesar de que cada individuo tiene una composición específica de 

microorganismos, éstos realizan las mismas funciones en todos los seres humanos. 

Ejemplo de estas funciones son: a) protección contra patógenos (efecto “barrera”); 
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b) síntesis de ácidos grasos de cadena corta (AGCC); c) maduración del tubo 

digestivo (mantenimiento de la mucosa intestinal, producción de moco, actividad 

enzimática de la mucosa); d) implicaciones en fenómenos inflamatorios; entre 

muchas otras. 

Destacada mención merece una de las principales funciones de la microbiota 

intestinal, su capacidad para metabolizar componentes de la dieta y generar un 

amplio rango de metabolitos. Varios de estos metabolitos derivados de 

microorganismos aportan beneficios a la salud humana (Saha et al., 2016). Sin 

embargo, algunos otros metabolitos bacterianos intervienen en la promoción de 

células cancerosas, esto principalmente como consecuencia de la actividad de 

enzimas bacterianas, entre las que se encuentran las β-glucuronidasas (β-GA). Las 

β-GA hidrolizan compuestos conjugados de glucurónido, que ya se habían 

inactivado en hígado, pero que al llegar a colon vuelven a activarse por la acción de 

estas enzimas, permitiendo la liberación de metabolitos procarcinogénicos activos 

al lumen intestinal, aumentando el riesgo de mutaciones en las células colónicas, 

con la posterior formación de tumores en el intestino grueso (Fiala, 1977; Perše & 

Cerar, 2010). 

2.1.4 Modelo murino azoximetano/dextrano sulfato sódico (AOM/DSS) para el 
estudio de la carcinogénesis en colon 

Un gran número de experimentos han demostrado la relevancia del modelo murino 

AOM/DSS en el estudio de los mecanismos de la carcinogénesis humana en colon, 

debido a los efectos sinérgicos del azoximetano (AOM, agente inductor de tumores) 

y del dextrano sulfato sódico (DSS, agente promotor de tumores). El modelo 

AOM/DSS reproduce la carcinogénesis colorrectal promovida por una fase inicial de 

inflamación aguda, mostrando un periodo de latencia más corto que los modelos 

basados en la administración única de AOM (Meira et al., 2008). 

Como es descrito por Tanaka (2009), el modelo AOM/DSS se basa en una única 

inyección intraperitoneal de AOM (10 mg/kg de peso corporal) y un sólo ciclo del 
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agente inflamatorio DSS (2%) en el agua de beber. Con este protocolo hay un rápido 

desarrollo de múltiples tumores en diversas cepas de ratones, entre ellas la cepa 

exogámica CD1, en aproximadamente 12 semanas. El DSS disuelto en agua es 

tóxico para el revestimiento epitelial del colon y produce colitis severa, que se 

caracteriza por la pérdida de peso corporal y diarrea sanguinolenta en las primeras 

semanas después del consumo de DSS; sin embargo, estos fenómenos disminuyen 

significativamente después de 5 semanas desde el comienzo del tratamiento 

AOM/DSS. 

El desarrollo del cáncer en este modelo refleja el patrón observado en los humanos. 

Los tumores inducidos en ratones expuestos al tratamiento con AOM/DSS 

recapitulan con precisión la patogénesis observada en el CCR humano. Por 

ejemplo, los tumores son muy frecuentes en la parte distal del colon, que también 

es la ubicación predominante de CCR espontáneo en el hombre. A menudo, estas 

lesiones comienzan con un crecimiento polipoide y exhiben con frecuencia 

características histopatológicas similares al CCR humano. Sin embargo, los 

tumores inducidos por AOM a menudo carecen de invasividad en la mucosa (Boivin 

et al., 2003). 

Los modelos con 1,2-dimetilhidrazina (DMH) y su metabolito AOM se han utilizado 

ampliamente para estudiar el papel de la dieta o algún fitoquímico en la etiología del 

CCR, debido a que varios marcadores histopatológicos y moleculares que se utilizan 

para el seguimiento del proceso carcinogénico en los modelos inducidos con 

DMH/AOM son similares a los desarrollados en humanos (Tanaka, 2009). 

2.1.4.1 Metabolismo de activación e inactivación del AOM 

El AOM, metabolito carcinógeno de DMH, requiere de varios pasos metabólicos 

para su activación (incluyendo N-oxidación e hidroxilación). Después de ser 

inyectado vía intraperitoneal, el AOM circula por la vena porta hasta llegar al hígado, 

donde es hidroxilado en metilazoximetanol (MAM). MAM es un compuesto 

altamente inestable que se descompone de manera espontánea en formaldehído e 
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ion metildiazonio, el cual se sabe que es el carcinógeno final que puede alquilar 

macromoléculas en el hígado y el colon, y adicionar grupos metilo en la posición O6 

o N7 de la guanina (O6-metil-deoxiguanosina y N7-metil-deoxiguanosina) en la 

molécula de ADN (Figura 1). Se ha demostrado que la metilación en la posición O6 

de la guanina es la principal lesión promutagénica producida por AOM (Delker et al., 

1998). 

También en hígado los diferentes metabolitos del AOM pueden ser conjugados por 

enzimas de fase 2 de detoxificación como la uridín difosfato glucoronosil-transferasa 

(UGT), quinona óxidorreductasa (NQO1) y glutatión-S-transferasa (GST) a 

metabolitos no tóxicos, los cuales son posteriormente eliminados a través de las 

heces o la orina. Sin embargo, una vez en colon, la reactivación puede darse a 

través de las enzimas β-GA propias de la microbiota colónica. De esta manera, el 

metabolito tóxico (MAM) que fue conjugado en hígado mediante la glucuronidación 

es liberado o hidrolizado a nivel de colon, de donde se deriva el ion metildiazonio 

que, al unirse al ADN, da origen a la formación de aductos y finalmente al desarrollo 

de tumores (Figura 1) (Fiala, 1977; Perše & Cerar, 2010). 
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Figura 1. Metabolismo de activación y conjugación del AOM en hígado y colon 
(Corpet &Taché, 2002). AOM: Azoximetano, MAM: Metilazoximetanol, UGT: Uridín 
difosfato glucoronosil-transferasa, NQO1: Quinona oxidorreductasa, GST: Glutatión-S-
transferasa. β-GA: actividad de β-glucuronidasa. 

 

2.1.5 Estrés oxidativo y CCR 

Las especies reactivas de oxígeno (EROs) incluyen: el radical superóxido (O2
•), el 

peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (OH•), el oxígeno (O2) y el ácido 

hipocloroso (HOCl). Las EROs pueden generarse por fuentes como los 

contaminantes, el tabaquismo, factores ambientales o como un producto secundario 

de las reacciones del metabolismo. Se sabe que las EROs juegan un papel 
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importante en el mantenimiento de la homeostasis redox. Sin embargo, si el balance 

entre la formación y la eliminación de las EROs se altera a favor de lo primero, estas 

especies oxidantes inducen reacciones en cadena, capaces de dañar 

macromoléculas de importancia biológica (carbohidratos, proteínas, lípidos y ácidos 

nucleicos), a este fenómeno se le denomina estrés oxidativo (EO). El EO 

desempeña un papel importante en una variedad de procesos fisiológicos y 

enfermedades, entre las que destaca el cáncer de colon (Gyuraszova et al., 2017). 

Los organismos vivos están constantemente expuestos a numerosos desafíos que 

pueden afectar significativamente el potencial redox de sus células. Por lo tanto, 

éstos han desarrollado mecanismos de defensa antioxidante que proporcionan a las 

células una enorme capacidad de homeostasis redox (Bhattacharyya et al., 2014). 

2.1.5.1 Sistemas de defensa antioxidante 

2.1.5.1.1 Mecanismos antioxidantes exógenos  

Desde el punto de vista químico, un antioxidante es un compuesto químico que 

previene la oxidación de otra especie química. Los antioxidantes desempeñan un 

papel fundamental en la protección de estructuras celulares que pudieran dañarse 

en reacciones que involucran radicales libres, pues éstos atacan a los ácidos grasos 

saturados en las membranas, causando así peroxidación de lípidos y disminución 

en la permeabilidad membranal, así como daño a proteínas membranales. También 

se producen alteraciones en el ADN en condiciones de EO, con un incremento en 

sus niveles de fragmentación y modificaciones oxidativas en bases púricas y 

pirimídicas. Estos procesos están relacionados con el desarrollo de diversas 

patologías, como enfermedades cardiovasculares, disfunción cerebral, cáncer, 

entro otras. Por consiguiente, los compuestos antioxidantes son importantes 

reguladores de EROs, de gran valor en la prevención y/o progresión de dichas 

enfermedades (Owuor & Kong, 2002). 
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2.1.5.1.2 Mecanismos antioxidantes endógenos enzimáticos y no enzimáticos 

El sistema de defensa antioxidante está conformado por numerosas enzimas 

antioxidantes que trabajan en conjunto, e incluyen superóxido dismutasa (SOD), 

catalasa (CAT), quinona óxidorreductasa (NQO1) y las enzimas del sistema 

glutatión: glutatión peroxidasa (GPx), glutatión reductasa (GR) y glutatión S-

transferasa (GST). A estas enzimas también se les conoce como enzimas de fase 

2 o de detoxificación, ya que protegen a las células contra los efectos tóxicos de 

carcinógenos convirtiendo los electrófilos reactivos en productos menos tóxicos y 

de más fácil excreción para el organismo (Bhattacharyya et al., 2014). 

En cuanto al sistema de defensa no enzimático, el glutatión (GSH) se encuentra en 

todas las células eucarióticas y es uno de los antioxidantes clave no enzimáticos en 

el cuerpo. Generalmente, el glutatión está presente en su forma reducida (GSH) y 

junto con otras enzimas (antes mencionadas) forma parte del sistema glutatión. En 

la mucosa intestinal, el sistema GSH sirve como una barrera antioxidante 

(Bhattacharyya et al., 2014). El GSH no elimina directamente las EROs, más bien 

ayuda a mantener el equilibrio redox y participa en las reacciones enzimáticas 

antioxidantes proporcionando reductores equivalentes (Bhattacharyya et al., 2014). 

Es importante mantener y promover los niveles adecuados de los sistemas 

endógenos de defensa antioxidante enzimáticos y no enzimáticos. Existe evidencia 

de que compuestos naturales presentes en una dieta rica en frutas, vegetales y 

cereales poseen múltiples beneficios, relacionados particularmente con su 

capacidad para inducir los sistemas antioxidantes endógenos y atenuar los 

procesos de EO e inflamatorios característicos de varias patologías, entre ellas el 

cáncer (Meydani, 2009; Bhattacharyya et al., 2014; Boz, 2015; Liu et al., 2015; Sang 

& Chu, 2017). 
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2.2 Avena  

La avena (Avena savita L.) es un cereal que se consume en cantidades más bajas 

que el trigo y el arroz alrededor del mundo. Sin embargo, su contenido de fibra y su 

valor nutricional es alto. La avena contiene diversos aminoácidos esenciales 

(metionina, cisteína, treonina, isoleucina, triptófano, valina, leucina, histidina, 

metionina, fenilalanina y tirosina) necesarios para el cuerpo humano (Biel et al., 

2009), entre otros nutrimentos importantes.  

2.2.1 Producción de avena en México 

En México, la avena se divide en 2 grandes grupos dependiendo de su consumo, 

en avena forrajera y avena grano. La forrajera es utilizada básicamente como 

alimento para animales y la avena grano para consumo humano, siendo la primera 

la que abarca un mayor volumen de producción nacional (Figuras 2 y 3). Las 

principales entidades productoras de avena grano son los estados de Chihuahua, 

México e Hidalgo. Por su parte, el consumo anual per cápita de avena en el país es 

de 2.2 kg (SAGARPA, 2018). 

 

 

Figura 2. Volumen de la 
producción nacional de avena 
forrajera 2012-2017 (miles de 
toneladas) (SAGARPA, 2018). 
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Figura 3. Volumen de la 
producción nacional de avena 
grano 2012-2017 (miles de 
toneladas) (SAGARPA, 2018). 

 

 

 

A nivel mundial, México ocupa el lugar 34° como productor de avena grano con 

72,092 toneladas producidas en 2017 (SAGARPA, 2018), siendo los principales 

países productores Rusia, Canadá, Estados Unidos, Finlandia y Polonia (FEN, 

2017). Sin embargo, los principales países consumidores de avena grano, según la 

Fundación Española de la Nutrición (FEN, 2017), son Dinamarca con 9.49 

kg/persona/año, seguida del Reino Unido y Finlandia con 6.62 y 5.48 

kg/persona/año, respectivamente. Otros países como México y Argentina 

consumen cantidades mucho menores: 0.66 y 0.64 kg/persona/día, 

respectivamente. En nuestro país, la avena se consume principalmente en cereales 

para desayuno, galletas, salvado de avena y productos para hornear (FEN, 2017). 

De acuerdo con el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y 

Pecuarias (INIFAP, 2013), las principales variedades de avena grano en México 

son: Chihuahua, Karma, Avemex, Cevamex, Turquesa, Obsidiana Raramuri, 

Papigochi y Saia. Villaseñor y colaboradores (2009) reportaron que la variedad 

Turquesa sobresalió en más de 120 evaluaciones a nivel nacional por su alto 

rendimiento de grano y moderada resistencia a las diferentes plagas que han 

prevalecido en el país durante su período de evaluación (2002-2008). Dire
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2.2.2 Fibra de la semilla de avena 

La avena es rica en fibra dietética, en ella podemos encontrar tanto fibra soluble 

como insoluble. Este cereal tiene un alto contenido de fibra soluble en forma de β-

glucanos, y también contiene fibra insoluble como arabinoxilanos y celulosa (Singh 

& Belkheir, 2013). 

2.2.2.1 Fibra soluble 

La avena puede considerarse como la mejor fuente de β-glucanos (Dodevska et al., 

2013), un polímero natural compuesto por moléculas de glucosa que están unidas 

por una serie de enlaces β-D- (1→3) (1→4) (Queenan et al., 2007). Así, el contenido 

de β-glucanos en cereales como el trigo es aproximadamente del 1%, mientras que 

en la avena oscila entre 3-7%. 

 

A la fecha, numerosos estudios han investigado los beneficios a la salud que trae 

consigo el consumo de avena, estableciendo que los β-glucanos son los 

responsables de dichos efectos (Brennan & Cleary, 2005; Shen et al., 2012). De 

este modo, a los β-glucanos se les han atribuido importantes beneficios fisiológicos 

en el cuerpo, tales como: función inmunomoduladora, hipolipidémica e 

hipoglucémica (Shen et al., 2011). Se piensa que los efectos fisiológicos modulados 

por los β-glucanos están en parte mediados por la insulina y la secreción de 

hormonas gastrointestinales (Mälkki & Virtanen, 2001). 

2.2.2.2 Papel de la fibra dietética de la avena en la prevención del CCR 

Existen varias especulaciones sobre el mecanismo de acción de la fibra dietética en 

el cáncer de colon; todas enfatizan que la fibra dietética puede promover los 

movimientos intestinales, disminuir el tiempo de permanencia de las heces en el 

intestino, modificar la composición de la microbiota intestinal y el metabolismo local, 

y aumentar el volumen de las heces (Bingham, 1990; Kim, 2000). Además, la fibra 

soluble se fermenta en colon y produce AGCC (acetato, lactato, propionato y 

butirato); algunos de los cuales son fuente de energía para el epitelio colónico 
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(Hijová et al., 2012; Bultman, 2014; Shen et al., 2016); mientras que, la fibra 

insoluble suaviza el contenido fecal y acorta el tiempo de tránsito de las heces a 

través del colon, ajustando así la función intestinal para mantener la salud del colon 

(Yapo & Koffi, 2008).  

 
Se cree que los β-glucanos solubles aumentan la viscosidad del bolo alimenticio, lo 

que lleva a un retraso en el vaciado gástrico, un llenado intestinal mejorado y una 

absorción más lenta de nutrientes, lo que produce heces más voluminosas y acelera 

su paso a lo largo del intestino; esto reduce el tiempo de exposición de los tejidos 

del revestimiento intestinal a diversos irritantes y carcinógenos presentes en los 

desechos fecales (Singh & Belkheir, 2013). Además, se ha reportado que los β-

glucanos promueven el aumento de poblaciones benéficas en el intestino grueso 

como Bifidobacterias y Lactobacilos (Mitsou et al., 2010; Ji-Lin et al., 2014), capaces 

de reducir la actividad de las enzimas metabólicas bacterianas como β-glucosidasa, 

β-GA y ureasa, las cuales transforman sustancias precarcinógenas en carcinógenas 

(Roberfroid et al., 2010); además los β-glucanos pueden reducir el número de 

algunas, cepas de E. coli y Clostridium sp., comúnmente conocidas por su alta 

actividad de β-GA (Wang & Gibson, 1993). La evidencia indica que los β-glucanos 

de la avena pueden reducir la incidencia de cáncer de colon a través de una 

variedad de mecanismos (Shen et al., 2016). Sin embargo, también resulta 

relevante, el estudio del papel que juegan otros componentes importantes de la 

avena, como los compuestos fenólicos y, particularmente, las avenantramidas 

(AVAs), las cuales han demostrado poseer efectos antioxidantes, antiinflamatorios 

y antiproliferativos que resultan relevantes para la prevención del cáncer de colon 

(Eudes et al., 2011). 

2.2.3 Polifenoles de la semilla de avena 

La avena posee polifenoles similares a los que están presentes en otros cereales: 

flavonas, como la apigenina y luteolina; isoflavonas, como la genisteína y daidzeína; 

flavonoides, como la catequina; ácidos hidroxibenzoicos, como el ácido elágico; 
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flavonoles, como el kaempferol, entre otros. Es importante resaltar que la avena 

también posee compuestos fenólicos únicos, que no están presentes en otros 

cereales, denominados avenantramidas (AVAs) (Kováčová & Malinová, 2007). 

2.2.3.1 Avenantramidas (AVAs) 

La avena contiene un grupo único de más de 25 tipos diferentes de AVAs que 

consisten en derivados de ácido antranílico (amidas de ácido antranílico) y 

derivados de ácido hidroxicinámico (Figura 4) (Wang et al., 2014). Las tres AVAs 

más abundantes en la avena son AVA-A (2p), AVA-B (2f) y AVA-C (2c), que 

contienen ácido hidroxiantranílico y un tipo de ácidos hidroxicinamínicos como p-

cumárico, cafeico o ferúlico, respectivamente (Peterson et al., 2002).  

Las AVAs son compuestos fenólicos solubles de bajo peso que se expresan de 

forma constitutiva en los granos, apareciendo en casi todas las fracciones de la 

molienda, pero se encuentran en mayor concentración en el salvado y las capas 

externas del núcleo (Meydani, 2009). Asimismo, las AVAs son compuestos 

producidos por la planta en respuesta a la exposición a patógenos como hongos, 

por lo que se catalogan como antipatógenos (fitoalexinas) (Collins, 1989). 

 

Figura 4. Estructura química de las avenantramidas (AVAs) (Koenig, 2011). 

Compuesto R1 R2 R3 Ácido antranílico Ácido cinámico 

AVA-A OH H OH Ácido 5-hidroxiantranílico Ácido p-cumárico 

AVA-B OH OCH3 OH Ácido 5-hidroxiantranílico Ácido ferúlico 

AVA-C OH OH OH Ácido 5-hidroxiantranílico Ácido cafeico  

Ácido cinámico 

Ácido antranílico 
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2.2.3.2 Papel de los polifenoles de la avena en la prevención del CCR 

Cereales como la avena son una fuente importante de compuestos fenólicos y, en 

años recientes, el estudio de los polifenoles de la avena ha adquirido notable interés, 

debido a que se les considera una fuente bioactiva de alto valor para la salud 

humana (Dimberg et al., 2005). 

La evidencia científica de los compuestos fenólicos de la avena se centra 

particularmente en el estudio de las propiedades benéficas de AVAs. Estas amidas 

fenólicas tienen propiedades antioxidantes y beneficios terapéuticos potenciales 

que incluyen efectos antiinflamatorios, antiproliferativos y antigenotóxicos (Eudes et 

al., 2011), mecanismos importantes para la prevención y el tratamiento del cáncer. 

Por ejemplo, se ha descubierto que la actividad antioxidante de AVAs es 10-30 

veces mayor que la de los componentes típicos de los cereales: ácido ferúlico, 

ácidos hidroxibenzoicos, ácido vanílico, ácido siríngico y vanilina (Dimberg et al., 

2005; Meydani, 2009; Yang et al., 2014). 

Un estudio realizado en 4 líneas celulares de cáncer de colon demostró la capacidad 

antiproliferativa de AVAs. De manera adicional, este estudio habla de las 

propiedades antiinflamatorias y antiirritantes de estos compuestos de forma 

independiente a la expresión de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y a través de la 

inhibición de la producción de prostaglandina E2 (PGE2) en macrófagos (Guo et al., 

2010). Asimismo, un extracto enriquecido de AVAs demostró inhibir la activación in 

vitro del factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las células B activadas 

(NF-kB), regulador de genes asociados a la inflamación (Eudes et al., 2014). 

Por su parte, un estudio con animales de laboratorio reportó un incremento en la 

inducción de mecanismos de defensa antioxidante en diversos órganos, después 

del consumo de un extracto enriquecido de AVAs (100 mg/kg) (Ji et al., 2003), 

demostrando que las AVAs pueden inducir los niveles de enzimas de 

biotransformación, en especial las enzimas de detoxificación de fase 2, que en 

condiciones fisiológicas se expresan constitutivamente a niveles relativamente 
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bajos y que promueven la eliminación de carcinógenos endógenos o ambientales. 

Así, estos compuestos sirven como activadores transcripcionales para la expresión 

de GST, NQO1, hemo oxigenasa 1 (HO1), entre otras enzimas antioxidantes y de 

fase 2, así como las enzimas que participan en la síntesis de glutatión reducido 

(GSH), a través de la unión del factor nuclear relacionado con el eritroide 2 tipo 2 

(Nrf2) al elemento de respuesta antioxidante/electrófilo (ARE/EpRE), el cual es 

fundamental en la regulación del sistema de defensa celular y que se ha descrito 

como un objetivo importante para lograr la quimioprevención (Owuor & Kong, 2002; 

Eggler et al., 2008).  

En general, estos estudios sugieren que los polifenoles de la avena, entre los que 

destacan las AVAs, podrían contribuir a la actividad anticancerígena, antioxidante y 

antiinflamatoria de la avena en un modelo in vivo de cáncer de colon. 

2.2.3.3 Papel de la germinación en el incremento del contenido de compuestos 
fenólicos de la avena 

En general, el proceso de germinación aumenta el valor nutricional de los granos 

(Tian et al., 2010). Mattila y colaboradores (2005) sugirieron que la germinación 

puede ser un método valioso para aumentar el contenido de AVAs en avena. Varios 

estudios han demostrado un aumento de aproximadamente 20% en el contenido de 

AVAs en estos granos después del proceso de germinación. Este incremento ocurre 

principalmente por la activación de la enzima hidroxiantranilato N-hidroxicinamoil 

transferasa implicada en la síntesis de AVAs durante la germinación (Boz, 2015).  

Dentro del grupo de trabajo, y como primera etapa de este proyecto global, se 

realizó la germinación de la semilla de avena cruda (Avena sativa L.) variedad 

Turquesa, donada por INIFAP Celaya, bajo las condiciones de temperatura de 25 

°C y 60 % de humedad relativa (HR) en la oscuridad durante 5 días, en base a 

estudios previos en el laboratorio. Una vez realizada la germinación, el germinado 

de avena se trituró, homogenizó y caracterizó en términos de fibra soluble e 

insoluble (%) mediante el kit Megazyme β-glucan assay mixed linkage marca 
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megazyme (Wicklow, Irlanda) (McCleary & Codd, 1991), contenido de compuestos 

fenólicos (Singleton & Rossi, 1965) y antinutricios (ácido fítico por el método de Latta 

& Eskin, 1980), y la composición proximal (por los métodos de la AOAC).  

La Tabla 1 muestra los resultados derivados de la primera parte de este proyecto 

(datos no publicados de Rosas-Pérez, 2018), donde se confirma que la germinación 

mejora algunas características nutracéuticas de la avena, particularmente el 

contenido de compuestos fenólicos, pero disminuye el porcentaje de fibra soluble e 

insoluble.  

 

Tabla 1. Contenido de CFT, fibra insoluble, fibra soluble, fibra total, ácido fítico y 

composición proximal en avena variedad Turquesa y GA (25 °C/60% HR) 

Los resultados se reportan como la media ± DE. Los resultados se expresan en base seca (BS), 
excepto para la humedad. 1 expresado como mg EAG/g. 2 expresado como porcentaje (%), 3 
calculado por diferencia. Diferente letra indica diferencia estadística según la prueba de Tukey (α = 
0.05). EAG: Equivalentes de ácido gálico, CFT: Compuestos fenólicos totales, GA: Germinado de 
avena.  

 

Por lo que resultó de interés para este proyecto evaluar la actividad 

anticarcinogénica tanto del germinado de avena (GA) como de su extracto alto en 

compuestos fenólicos-AVAs (AVAs) y explorar la contribución de la fracción fenólica 

en esta actividad biológica con la finalidad de proponer, a al menos uno de ellos, 

Muestra CFT 1 
Fibra 

insoluble2   

Fibra 

soluble2 
Fibra total2 

Ácido 

fítico2 

Semilla de 

avena 
0.64 ± 0.01a 55.04 ± 1.89a 18.49 ± 0.74a 73.53 ± 2.51a 0.44 ± 0.00a 

GA  2.79 ± 0.06b 30.87 ± 4.23b 2.28 ± 0.52b 33.15 ± 4.65b 0.04 ± 0.00b 

 Proteína2 Carbohidratos3 Grasa2 Cenizas2 Humedad2 

Semilla de 

avena 
8.83 ± 0.23a 73.37 ± 1.1a 4.41 ± 0.20a 3.99 ± 0.30a 9.4 ± 0.7a 

GA  10.05 ± 0.04b 71.08 ± 0.7b 5.55 ± 0.01b 3.62 ± 0.10b 9.7 ± 0.2a 
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como una alternativa nutracéutica para la prevención del CCR, esto bajo el 

entendimiento de que “nutracéutico” fue un término acuñado en 1989 por Stephen 

DeFelice (Brower, 1998) para definir a un alimento (o parte de un alimento) que 

proporciona beneficios a la salud, incluida la prevención o protección contra 

enfermedades crónicas – no transmisibles como el cáncer (Varzakas et al., 2016).  
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III.  OBJETIVOS 

 Objetivo general: 

Evaluar el efecto quimioprotector de germinado de avena y su extracto fenólico alto 

en AVAs en un modelo in vivo de CCR. 

Objetivos específicos: 

Evaluar el efecto quimioprotector de germinado de avena y su extracto fenólico alto 

en AVAs sobre el desarrollo de CCR mediante análisis histopatológico del tejido 

colónico. 

Determinar la capacidad del germinado de avena y del extracto fenólico alto en 

AVAs para disminuir la actividad de la enzima bacteriana β-glucuronidasa y el pH 

colónico, cecal y fecal en un modelo in vivo de CCR. 

Determinar la capacidad del germinado de avena y del extracto fenólico alto en 

AVAs para inducir los sistemas antioxidantes en un modelo in vivo de CCR. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Materiales 

4.1.1 Químicos  

El carcinógeno azoximetano (AOM) y el dextrano sulfato sódico (DSS), así como los 

reactivos para las determinaciones enzimáticas y no enzimáticas tales como: 

albúmina bovina (BSA), dicumarol, flavín-adenin nicotinamida (FAD), glucosa-6-

fosfato (G6P), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de S. cerevisiae (G6PD), azul de 

tetrazolium (MTT), 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), Tween 20, 5,5’-ditiol-2-ácido 

nitrobenzoico (DTNB), ácido 5-sulfosalicílico (SSA) y glutatión reducido (GSH) se 

adquirieron de la marca Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Nicotín-adenín-

difosfato (NADP) se adquirió de la marca Roche (Mannheim, Alemania). 

 

La determinación de proteína se realizó por el método del ácido bicinconínico (BCA) 

con un kit de trabajo de la marca Pierce Thermo Scientific (Rockford, IL, EUA).  

 

El sustrato β-glucurónido-fenolftaleína para el ensayo de la actividad de la enzima 

β-glucuronidasa se adquirió de la marca Sigma Aldrich (St. Louis, MI, EUA). 

 

Los solventes (acetonitrilo y etanol) y los reactivos para la preparación de soluciones 

amortiguadoras fueron de la marca JT Baker (Edo. de México). 

4.1.2 Biológicos  

Semilla de avena (Avena sativa L.) 

 

La semilla de avena fue donada por el Instituto Nacional de Investigaciones 

Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP), Celaya, Guanajuato. 
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Animales  

Para este proyecto se emplearon 36 ratones macho de la cepa CD-1 de 

aproximadamente 4 semanas de edad, los cuales fueron adquiridos en el bioterio 

de la UNAM Campus Juriquilla, Querétaro. 

4.2 Métodos  

El proyecto se llevó a cabo en las instalaciones de la Facultad de Química de la 

UAQ. Previamente, dentro del equipo de trabajo, y como parte de la primera etapa 

del proyecto, se realizó la germinación de la semilla de avena en la oscuridad 

durante 5 días a 25°C y 60% humedad relativa (HR). Una vez realizada la 

germinación, el germinado se trituró en un molino mecánico y el tamaño de partícula 

se homogenizó con un tamiz de número de malla 80. A la harina obtenida se le 

determinó el porcentaje de fibra soluble e insoluble mediante el kit Megazyme β-

glucan assay mixed linkage marca megazyme (Wicklow, Irlanda) (McCleary & Codd, 

1991), contenido de compuestos fenólicos (Singleton & Rossi, 1965) y antinutricios 

(ácido fítico por el método de Latta & Eskin, 1980), y la composición proximal (por 

los métodos de la AOAC); humedad (método 925.10), grasa (método 920.85), 

cenizas (método 923.03) y proteína (método 920.87) (datos no publicados de 

Rosas-Pérez, 2018). 

4.2.1 Preparación del extracto fenólico alto en AVAs 

El extracto fenólico alto en AVAs que se administró al modelo animal de CCR se 

preparó de la siguiente manera: se utilizaron 2 g de harina homogenizada de 

germinado de avena. Las extracciones se realizaron con 40 mL de metanol:agua 

50:50 (v/v) acidificado (pH 2) y en agitación durante 1 h a 1000 g. Posteriormente, 

los extractos se centrifugaron a 3000 g por 10 min y se recuperó el sobrenadante; 

al pellet resultante se le adicionaron 40 mL de acetona (70:30) y se agitó durante 1 

h a 1000 g para después volver a centrifugar a 3000 g por 10 min. El sobrenadante 

obtenido se mezcló con el primer sobrenadante y se concentró por rotaevaporación 
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durante 24 h para eliminar los solventes (Rodríguez-González et al., 2018). El 

extracto fenólico se almacenó a -20 °C, condición en la que permaneció hasta su 

uso.  

4.2.2 Cuantificación de compuestos fenólicos por UPLC-PDA 

Se inyectó 1 µL de muestra a un sistema de Cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución (ACQUITY UPLC), equipado con un Auto-Sampler (Waters ACQUITY 

FTN) y un detector (Waters Acquity PDA) con lectura desde los 250 nm hasta 560 

nm. Se usó como fase móvil (A) agua 7.5 mM ácido fórmico, y fase móvil (B) 

acetonitrilo. Los gradientes de inyección fueron los siguientes en la proporción (A/B), 

(97/3) en el minuto 0, (91/9) en el minuto 1.23, (84/16) en el minuto 3.82, (50/50) en 

el minuto 11.40, (97/3) en el minuto 13.34 y (97/3) en el minuto 15.00, con un tiempo 

de corrida de 16.00 min por cada inyección. Para la cuantificación de los 

compuestos fenólicos, flavonoides y AVAs presentes en el extracto se utilizaron 

estándares comerciales (marca Sigma, Aldrich) (ver Anexo 8.1) y los resultados se 

reportaron como mg del compuesto/100 g de germinado de avena. 

4.2.3 Modelo animal de CCR 

El presente proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de 

Química de la Universidad Autónoma de Querétaro (UAQ) (No. de Dictamen 

CBQ18/069). En este modelo se emplearon 36 ratones macho de la cepa CD-1, con 

4 semanas de edad y con un peso de 25 a 36 g, los cuales fueron adquiridos en el 

bioterio de la UNAM Campus Juriquilla. Los ratones se alojaron en grupos de 2 a 3 

animales por jaula (dimensiones: 187 cm de ancho y 18 cm de alto) bajo condiciones 

controladas de humedad y temperatura (50 ± 10% HR, 23 ± 2 °C) con ciclos de 12 

h luz/oscuridad. Las jaulas de acero inoxidable permitían la entrada de luz y aire y 

se encontraban ubicadas en las instalaciones de la Facultad de Química de la UAQ. 

La limpieza de éstas se realizó de acuerdo con la NOM-062-ZOO-1999. Durante la 

fase experimental, los animales tuvieron acceso a alimento y agua ad libitum. El 

peso de los animales se registró semanalmente. 
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Después de 2 semanas de adaptación, los tratamientos (germinado de avena y su 

extracto fenólico alto en AVAs) se administraron diariamente mediante canulación 

(vía intragástrica) (Figura 5). Para lo anterior, los animales se dividieron 

aleatoriamente de la siguiente manera: 

Grupo 1: Sano (n=10), alimentado con dieta estándar y a quienes se les administró 

20 µL de solución salina grado farmacológico (vehículo). 

Grupo 2: Control positivo (AOM + DSS) (n=10), alimentado con dieta estándar y 

dosificados con 20 µL de solución salina grado farmacológico. 

Grupo 3: AVAs (AVAs + AOM + DSS) (n=8), quienes recibieron 0.084 mg totales 

de extracto fenólico alto en AVAs por día (equivalentes en fenoles totales).  

Grupo 4: GA (GA + AOM + DSS) (n=8), tratados con 30 mg de germinado de avena 

por día (equivalentes a 0.084 mg de extracto fenólico alto en AVAs). 

  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

26 
 

Figura 5. Diagrama de los grupos experimentales del modelo in vivo de CCR. AOM: 
Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico, AVAs: Extracto fenólico alto en AVAs, GA: 
Germinado de avena. 

4.2.3.1 Inducción de cáncer de colon con AOM/DSS  

Los tratamientos (o en su defecto, la solución salina) se dosificaron durante 2 

semanas continuas al inicio del experimento. Posterior a éstas, se llevó a cabo la 

inducción de la carcinogénesis con el compuesto azoximetano (AOM, marca Sigma-

Aldrich), mediante inyección intraperitoneal (10 mg/kg). Al grupo sano se le 

administró vía intragástrica solución salina grado farmacológico a la misma dosis. 

El día posterior a la inducción, los animales no recibieron tratamiento alguno; 

después de este día de descanso, se retomó la dosificación de tratamientos GA y 

AVAs por 5 días más. Inmediatamente después se administró dextrano sulfato 

sódico (DSS, marca Sigma-Aldrich), como promotor de la inflamación, al 2% p/v en 

el agua de beber por 7 días (Tanaka, 2009; De Robertis et al., 2011). Transcurrido 

ese periodo de tiempo, los tratamientos GA y AVAs continuaron dosificándose de 

manera normal hasta un día antes del sacrificio.   

4.2.3.2 Toma de muestras de heces  

Se tomaron muestras de heces al final de la semana 15 para poder determinar el 

pH y la actividad de β-GA. Para ello, se alojó a los animales en jaulas metabólicas 
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metálicas (dimensiones: 187 cm de ancho y 18 cm de alto) en grupos de 2 animales 

por jaula bajo condiciones controladas de humedad y temperatura (50 ± 10% HR, 

23 ± 2 °C) con ciclos de 12 h luz/oscuridad durante 24 h. Las muestras de heces 

quedaron atrapadas en la malla, se recuperaron en tubos de polipropileno estériles 

de 15 mL y se almacenaron a -70 °C; condición en la que permanecieron hasta su 

análisis. Durante la recolección de muestras, los animales tuvieron acceso a 

alimento y agua ad libitum. 

4.2.3.3 Sacrificio de animales y obtención de muestras  

Al término de la semana dieciséis, los ratones se sacrificaron por decapitación de 

acuerdo con la NOM-062-ZOO-1999; actividad que fue realizada por el M. en C. 

Alfredo Rodríguez Cruz, quien cuenta con amplia experiencia en el sacrificio de 

animales de laboratorio mediante esta técnica física.  

Durante el sacrificio se recolectaron, de cada animal, sangre periférica, los órganos 

de interés (hígado, colon y ciego); así como los contenidos colónico y cecal. Los 

órganos se removieron, se enjuagaron con solución salina grado farmacológico y 

se congelaron en nitrógeno líquido. Todas las muestras recolectadas se 

almacenaron a -70 °C, condición en la que permanecieron hasta su análisis. 

Inmediatamente después de la obtención de sangre, ésta se procesó para lisar los 

eritrocitos y separarlos del plasma. Brevemente, una vez guillotinado el animal, se 

recolectó la sangre en tubos microtainer EDTA y se mezcló por inversión para evitar 

la formación de coágulos. Inmediatamente, la muestra se colocó en hielo y se 

centrifugó a 1370 g por 10 min a 4 °C. El plasma se separó, se recolectó en tubos 

tipo Eppendorf de 1.5 mL y se almacenó a -4 °C; una vez concluido el sacrificio se 

llevó a -70 °C. Los eritrocitos se lisaron de la siguiente manera: se agregó 1 volumen 

de agua destilada (1:1) a la muestra y se llevó a agitación en Vortex por 10 s e 

inmediatamente después se centrifugó a 4000 g por 15 min a 4 °C. El contenido se 

almacenó en tubos tipo Eppendorf de 1.5 mL y se almacenó a -70 °C. 
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Los desechos biológicos como cadáveres, sangre y objetos pulso cortantes 

utilizados durante el sacrificio se colocaron en una bolsa amarilla con la leyenda 

“Material biológico de desecho” el cual fue desechado de acuerdo con la NOM-087-

ECOL-SSA1-2002. 

4.2.4 Análisis macroscópico de las lesiones colónicas 

Durante el sacrificio se llevó a cabo la clasificación macroscópica y cuantificación 

de las lesiones encontradas en el colon de los animales de acuerdo con el criterio 

de Astler & Coller (1954). Las lesiones macroscópicas colónicas pueden definirse 

de la siguiente manera (Figura 6):  

• Tumores sésiles (A): Protuberancias sobre la superficie de la mucosa con un 

diámetro mayor que el de su unión a la mucosa y muy cercanos a la misma.  

• Tumores pedunculados (B): Pólipos con tallo claramente visible. 

• Tumores exofíticos (C): Tumores usualmente polipoides que sobresalen 

hacia la luz; presentan margen elevado con una cavidad central y una masa 

subyacente lobulada. 

• Tumores endofíticos (D): Tumores en forma de meseta o ulcerativos con 

tendencia ligera o nula a abultar hacia la luz. Por lo regular son tumores 

constrictivos.  

• Placas (E): Lesiones con una superficie relativamente plana, ligeramente por 

encima del nivel de la mucosa.  

 

Para la identificación de las lesiones, el colon completo (sección proximal y distal) 

se removió, se enjuagó con solución salina grado farmacológico, se abrió 

longitudinalmente y se buscaron las lesiones colónicas antes mencionadas.  
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Figura 6.Clasificación de tumores (Astler & Coller, 1954). 
 

4.2.5 Análisis histopatológico 

Una vez identificadas, las lesiones macroscópicas se retiraron y la mitad de las 

muestras de colon se fijaron en una solución de formaldehído al 10%, se realizaron 

3 cortes por tejido para una posterior inmersión en parafina, microdisección y tinción 

con hematoxilina-eosina (H&E). Finalmente, los tejidos se observaron en un 

microscopio Olympus PX40, tomando 5 fotos a 100x y 5 a 300x para evaluar el 

grado de displasia y así poder clasificar a las muestras en tejido normal, displasia y 

adenocarcinoma. Para el grado de displasia, la evaluación se realizó siguiendo la 

escala establecida por Riddell y colaboradores (1983), clasificando la displasia 

como displasia de bajo grado, alto grado y adenocarcinomas. La otra mitad de las 

muestras de colon se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a -70 °C, 

condición en la que permanecieron hasta su análisis. 

 

El análisis histopatológico estuvo a cargo del Dr. Marco Alonso Gallegos Corona, 

profesor investigador a cargo del laboratorio de Patología de la Facultad de 

Medicina de la UAQ. Una segunda evaluación histopatológica estuvo a cargo de la 

Dra. Ericka de los Ríos de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro. Dire
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4.2.6 Análisis de pH 

Los contenidos cecales, colónico y muestras de heces se suspendieron en agua 

HPLC en una relación 1:5 (p/v), se homogenizaron con ayuda de un Vortex y se 

determinó su pH usando un potenciómetro (Nakanishi et al., 2003). 

4.2.7 Determinación de la actividad de la enzima β-glucuronidasa (β-GA) 

La actividad de la enzima bacteriana β-glucuronidasa (β-GA) se determinó en 

contenido cecal, colónico y muestras de heces de acuerdo con lo descrito por 

Fishman y colaboradores (1948). Se homogenizó 0.05 g de muestra en agua HPLC 

(relación 1:5 p/v), usando un pistilo. Posteriormente, la muestra se sometió a 

sonicación en un baño ultrasónico durante 3 min a 4 °C y se centrifugó a 500 g por 

15 min. Se recolectó el sobrenadante y se determinó la actividad enzimática. Para 

la reacción se colocó en tubos de polipropileno estériles de 15 mL, 0.8 mL de PBS 

0.002 M, 0.1 mL del sustrato β-glucurónido-fenolftaleína 1 mM y 0.1 mL del 

sobrenadante cecal, colónico o fecal. La reacción se incubó por 1 h a 37 °C y se 

detuvo con 2.5 mL de glicina alcalina y 1.5 mL de agua HPLC. Una vez detenida la 

reacción, 300 µL de cada muestra se transfirió a placas de 96 pozos. Las muestras 

se leyeron inmediatamente por espectrofotometría a una longitud de onda de 540 

nm en el lector de microplacas modelo Varioskan Flash (Thermo Scientific, 

Waltham, Massachusetts, EUA). Posteriormente, se calculó la cantidad de 

fenolftaleína liberada mediante una curva estándar de fenolftaleína (ver Anexo 8.2). 

4.2.8 Determinación de los sistemas de defensa antioxidante 

4.2.8.1 Cuantificación de proteína en eritrocitos 

Para poder expresar los resultados de la cuantificación de glutatión reducido (GSH) 

en eritrocitos lisados era necesario conocer la concentración de proteína en las 

muestras. Para ello, el contenido de proteína se determinó mediante el método del 

ácido bicinconínico (BCA), cuantificado con el kit de BCA (Pierce, Thermo 

Scientific), empleando albúmina bovina como estándar (2 mg/mL). Se realizó una 

dilución 1:50 de los eritrocitos lisados con agua destilada. Posteriormente, se 
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colocaron 50 µL de eritrocitos diluidos en placas de 96 pozos (tres pozos por 

muestra) y se agregaron 250 µL de la solución de trabajo para la determinación de 

proteína (ver Anexo 8.3) en cada pozo. La placa se incubó 30 min a 37 °C. 

Finalmente, las muestras se leyeron en un lector de microplacas modelo Varioskan 

Flash (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) a una longitud de onda de 

562 nm. 

4.2.8.2 Determinación de los niveles de glutatión reducido (GSH) 

La concentración de GSH se determinó en eritrocitos lisados por el método de 

Ellman (1985), basado en la habilidad del grupo SH para reducir ácido 5,5´-ditiobis 

dinitro benzoico (DTNB) a ácido 5-thio-2-nitrobenzoico (TNB). Los niveles de GSH 

en las muestras se calcularon extrapolando la absorbancia de las muestras en una 

curva de calibración realizada previamente y los resultados se expresaron en 

µM/mg de proteína. Para la realización de la curva estándar de GSH, las soluciones 

se adicionaron en el siguiente orden: solución amortiguadora Tris-EDTA (TRIS 0.2 

M, EDTA, 0.02 M; pH 8.2), solución de trabajo de GSH 0.6 mM, metanol y solución 

de DTNB 2.46 mM (ver Anexo 8.4). La reacción se inició con la adición de este 

último reactivo y se incubó por 5 min a temperatura ambiente y protegido de la luz. 

Las muestras se leyeron inmediatamente por espectrofotometría a una longitud de 

onda de 412 nm a 25 °C en el lector de microplacas modelo Varioskan Flash 

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). 

 

Antes de llevar a cabo el ensayo de GSH en eritrocitos lisados, se precipitó 

previamente la proteína con el siguiente procedimiento: en un tubo Eppendorf se 

adicionaron 100 µL de eritrocitos lisados y 100 µL de ácido sulfosalicílico (SSA) (5%) 

(ver Anexo 8.4). Se dejaron reposar por 30 min a 4 °C y luego se centrifugaron a 

8500 g por 10 min a 4 °C. Se recuperó el sobrenadante y se colocó en un nuevo 

tubo Eppendorf. De este nuevo tubo se tomaron 50 µL para colocarse en placas de 

96 pozos (tres pozos por muestra) y se adicionaron 150 µL de solución 

amortiguadora Tris-EDTA, 80 µL de metanol y 20 µL de DTNB 2.46 mM, se 
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incubaron 5 min y se leyeron inmediatamente con las mismas condiciones utilizadas 

en la curva estándar.  

4.2.8.3 Preparación de homogenados citosólicos 

Para la determinación de GST y NQO1 se emplearon homogenados citosólicos de 

hígado y colon, los cuales se prepararon de la siguiente manera: se pesaron 0.1 g 

de hígado y 0.15 g de colon descongelados en hielo y se colocaron en tubos 

eppendorf con 0.4 mL/0.6 mL (hígado/colon) de solución amortiguadora Tris-

sacarosa (ver Anexo 8.5). Las muestras se homogenizaron con un pistilo hasta que 

no fue visible ningún grumo de tejido y se centrifugaron a 8,750 g durante 20 min a 

4 °C (Andreas Hettich GMBH & Co. KG, Alemania). Se recuperó el sobrenadante y 

se centrifugó a 100,000 g durante 60 min a 4 ° C en una ultracentrífuga (Beckman, 

EUA). Se recuperó el citosol con una pipeta Pasteur y se alicuotó en tubos 

Eppendorf de 1 mL para su posterior almacenamiento a -70 ° C para la 

determinación de la actividad de GST y NQO1. 

 

4.2.8.4 Cuantificación de proteínas en los homogenados citosólicos  

El contenido de proteína se determinó mediante el método del ácido bicinconínico 

(BCA), cuantificado con el kit de BCA (Pierce, Thermo Scientific), empleando 

albúmina bovina como estándar (2 mg/mL). Se realizaron dos diluciones diferentes 

de los citosoles (1:80 para los homogenados de hígado y 1:20 para los de colon) 

con solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 6.5. Posteriormente, se colocaron 

50 µL de citosol diluido en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra) y se 

agregaron 250 µL de la solución de trabajo para la determinación de proteína (ver 

Anexo 8.3) en cada pozo. La placa se incubó 30 min a 37 °C. Finalmente, las 

muestras se leyeron en un lector de microplacas modelo Varioskan Flash (Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) a una longitud de onda de 562 nm. Dire
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4.2.8.5 Determinación de la actividad de la enzima glutatión S-transferasa 
(GST) 

Este método se basa en la reacción catalizada por esta enzima entre GSH y el 

sustrato CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenceno), el cual tiene un amplio intervalo para 

detectar las diferentes isoenzimas de GSTs. Una unidad de GST se define como la 

cantidad de enzima que produce 1 nmol de CDNB-GSH conjugado por minuto 

(Habig et al., 1974). 

 

Se realizaron diluciones apropiadas de los homogenados citosólicos de hígado y 

colon (para muestras de hígado se empleó una dilución 1:40 para grupos sano y 

control, y una dilución 1:80 para ambos grupos con tratamiento, para muestras de 

colon, se utilizó una dilución 1:2 para todos los grupos). Se colocaron 50 µL de 

homogenados citosólicos diluidos en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra), 

se agregaron 100 µL de una solución de trabajo de GSH 3 mM y en seguida se 

adicionaron 150 µL de la solución de trabajo CDNB 2 mM en cada pozo, evitando 

la formación de burbujas (ver Anexo 8.6). La formación del conjugado CDNB-GSH 

por la enzima GST se monitoreó inmediatamente por espectrofotometría a una 

longitud de onda de 340 nm a 25 °C en un periodo de 2 min de reacción en el lector 

de microplacas modelo Varioskan Flash (Thermo Scientific, Waltham, 

Massachusetts, EUA), obteniéndose lecturas cada 20 segundos. La actividad de 

GST se expresó en nmol de producto formado por mg de proteína por min. 

4.2.8.6 Determinación de la actividad de quinona oxidorreductasa (NQO1) 

La formación de 6-fosfogluconolactona mediante la glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa genera poder reductor (NADPH), el cual es utilizado por la enzima 

NQO1 para reducir el compuesto tetrazolium (MTT), dando como resultado un 

precipitado azul-café, el cual puede medirse a través de espectrofotometría a 610 

nm después de 5 min de reacción (Prochaska et al., 1992). 
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Se realizó una dilución 1:10 para los homogenados citosólicos de hígado, y una 

dilución 1:4 para los de colon. Se tomaron 50 µL de homogenado citosólico diluido 

por pozo y se colocaron en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra). Se 

agregaron 200 µL de solución amortiguadora de trabajo TRIS 0.025 M, pH 7.4, a la 

que previamente se le adicionaron los cofactores y la menadiona (ver Anexo 8.7). 

La reacción se detuvo a los 5 min con 50 µL de una solución amortiguadora de 

fosfatos 0.025 mM, que contenía 2 µL de dicumarol preparado en NaOH 0.1 N a 

una concentración de 20 mg/mL. La placa se leyó a los 5 min por espectrofotometría 

a una longitud de onda de 610 nm a 25 °C en el lector de microplacas modelo 

Varioskan Flash (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Los resultados 

se expresaron en nmol de producto formado por mg de proteína por min. 

4.2.9 Análisis estadístico 

Los resultados se reportaron como la media ± la desviación estándar (DE), excepto 

para los resultados de las determinaciones del modelo in vivo, los cuales se 

expresaron como la media ± error estándar (EE). Se empleó la prueba de 2 para 

determinar las diferencias en la incidencia de adenocarcinomas y grado de displasia 

en el modelo in vivo. La evaluación estadística de la actividad de β-GA, pH y 

mecanismos de defensa antioxidante se realizó mediante un análisis de varianza 

(ANOVA), seguida de una comparación de medias por la prueba de Tukey (para 

comparar todos los grupos) (α = 0.05). La correlación de Pearson se empleó para 

determinar la asociación entre los diversos parámetros evaluados (α = 0.05). Los 

análisis estadísticos se realizaron con el paquete estadístico JMP versión 11.0.0. 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

5.1 Cuantificación de compuestos fenólicos por UPLC-PDA 

Los compuestos fenólicos son productos secundarios del metabolismo de las 

plantas y se caracterizan estructuralmente por la presencia de al menos un anillo 

aromático que tiene uno o más grupos hidroxilo (Bei et al., 2017). En este estudio, 

se realizó un perfil fitoquímico del GA suministrado al modelo animal para cuantificar 

los polifenoles presentes en dicha matriz alimentaria. Los resultados del perfil 

fitoquímico se muestran en la Tabla 2.  

 

Dieciséis compuestos diferentes fueron identificados (1 flavonoide, 11 ácidos 

fenólicos y 4 AVAs). Los ácidos salicílico y shikimico se encontraron en mayor 

proporción en la variedad de avena Turquesa. Multari y colaboradores (2018) 

evaluaron 8 variedades diferentes de avena y reportaron que todas ellas difieren en 

sus perfiles fenólicos, teniendo en común únicamente 4 ácidos fenólicos: ferúlico, 

o-cumárico, p-cumárico y siríngico; siendo los mayoritarios el ácido fenólico y p-

cumárico. La variedad Turquesa coincide con los compuestos fenólicos encontrados 

por Multari y colaboradores; sin embargo, difiere en los ácidos fenólicos más 

abundantes. Esto se debe a que en los cereales la concentración de los compuestos 

fenólicos está fuertemente influenciada por el tipo de grano, la variedad, la parte del 

grano analizada, entre otros (Gangopadhyay et al., 2015). 

 

En los últimos años, los germinados han cobrado relevancia como alimentos 

funcionales debido a que aportan una calidad nutritiva superior y beneficios a la 

salud en comparación con las semillas normales (Aborus et al., 2018). De esta 

manera, los germinados ofrecen además de vitaminas, minerales y aminoácidos, 

una cantidad relevante de antioxidantes (fenoles y flavonoides) contribuyendo a 

mejorar la salud humana (Vale et al., 2015).  
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Tabla 2. Contenido de compuestos fenólicos libres presentes en el GA cuantificados 
mediante UPLC-PDA 

Compuesto RT  Concentración 

   

FLAVONOIDES   

   

Miricetina 12.7 0.80 ± 0.80 

   

ÁCIDOS FENÓLICOS   

   

Ácido quínico 2.6 0.53 ± 0.46 

Ácido shikimico 2.6 2.13 ± 0.92 

Ácido 4-O-cafeoilquínico 8.0 1.33 ± 0.46 

Ácido 4-hidroxibenzoico 8.2 0.80 ± 0.00 

Ácido siríngico 8.9 0.27 ± 0.36 

Ácido p-cumárico 9.9 0.27 ± 0.46 

Ácido cafeico 9.9 0.80 ± 0.00 

Ácido ferúlico 10.4 0.27 ± 0.36 

Ácido benzoico 11.5 0.53 ± 0.46 

Ácido salicílico 11.6 2.13 ± 0.92 

Ácido trans-cinámico 13.4 1.60 ± 0.80 

   

AVENANTRAMIDAS   

   

AVA-A (2p) 6.38 2.62 ± 0.01 

AVA-B (2f) 7.65 2.59 ± 0.02 

AVA-C (2c) 6.62 2.61 ± 0.02 

AVA- 2fd 7.36 2.73 ± 0.01 
Los resultados se reportan como la media ± DE. Los resultados se expresan como mg equivalente 
de cada compuesto/ g de muestra. RT: Tiempo de retención calculado en min. 

 

Aborus y colaboradores (2018) germinaron y analizaron el perfil fitoquímico de dos 

variedades de avena (Golozrni y Jadar), encontrando 9 ácidos fenólicos y 7 

flavonoides; pese a que no podemos comparar sus resultados con los obtenidos en 

este estudio por tratarse de variedades diferentes, sí podemos decir que existen 

ácidos fenólicos en común entre las tres variedades (cumárico, cafeico, ferúlico, 
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siríngico e hidroxibenzoico), aunque la concentración varía drásticamente entre 

ellas; situación similar a lo que ocurre con el flavonoide en común para las tres, la 

miricetina. 

 

En lo que respecta al contenido de AVAs, se cuantificaron las tres AVAs más 

abundantes en la avena (A, B, C) y la AVA-2fd, encontrando que todas ellas oscilan 

en una concentración que va de los 2.59 – 2.73 mg/100 g de GA. De Bruijn y 

colaboradores (2019) reportaron que el contenido de AVAs en semillas de avena se 

incrementó 25 veces por efecto de la germinación. Sin embargo, ellos encontraron 

que las 3 AVAs más abundantes (A, B, C) representaban menos del 20% del 

contenido total de AVAs, por lo que recomiendan no descuidar cualquiera de estas 

tres fracciones, de lo contrario, el resultado de la cuantificación total podría estar 

subestimando el contenido total de AVAs. 

5.2 Efecto quimioprotector de germinado de avena y su extracto fenólico 
sobre el desarrollo de cáncer de colon  

La evidencia científica de las propiedades bioactivas de los fenoles de la avena, 

entre los que se incluyen a las AVAs, apuntan a que éstas son promisorias en el 

estudio de estrategias de prevención y tratamiento del cáncer. Por lo anterior, este 

proyecto se centró en evaluar el efecto quimioprotector de germinado de avena (GA) 

y su extracto fenólico (AVAs) en un modelo animal de CCR. 

5.2.1 Ganancia de peso y sobrevivencia 

Durante el periodo experimental de 16 semanas se registró semanalmente el peso 

corporal de los animales (Figura 7). El peso promedio inicial del grupo sano y control 

AOM + DSS fue de 30.6 ± 1.01 y 30.0 ± 0.76 g, respectivamente; mientras que, el 

peso de los grupos AVAs y GA fue de 28.8 ± 1.03 y 28.9 ± 0.88, respectivamente. 

Al finalizar las 16 semanas de experimentación, el grupo sano y control AOM + DSS 

alcanzaron un peso promedio de 39.8 ± 1.01 y 41.8 ± 0.79 g, respectivamente; 

mientras que, los grupos tratados AVAs y GA pesaron en promedio 40.1 ± 1.10 y 
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38.9 ± 1.03 g, respectivamente. No se encontraron diferencias estadísticas 

significativas en el peso final entre los grupos experimentales (α = 0.05) (Figura 7). 

Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones experimentales, el agente 

inductor y promotor de la carcinogénesis (AOM + DSS), así como los tratamientos 

con GA y AVAs, no ocasionaron efectos adversos relacionados con la absorción de 

nutrientes y el crecimiento o desarrollo de los animales de experimentación. Sin 

embargo, observamos molestias anales en algunos ratones a partir de la semana 

14 de inducción con AOM/DSS. En el grupo control AOM + DSS, 4 animales 

presentaron sangrado rectal y 5 animales desarrollaron prolapso anal; mientras que, 

sólo 2 animales del grupo AVAs y 3 del grupo GA desarrollaron sangrado anal, y 

uno de cada grupo, prolapso anal. Además, se observaron heces con sangre desde 

la semana 15 en el grupo control AOM + DSS. Así mismo, las heces a partir de esta 

semana comenzaron a perder consistencia, particularmente en el grupo control 

AOM + DSS se presentó de manera más frecuente (datos no mostrados). Los 

animales con estas condiciones fueron asignados en jaulas de forma individual y 

evaluados por un veterinario de manera rutinaria.  
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Figura 7. Peso de ratones tratados con GA (30 mg/día) y AVAs (0.084 mg/día) e 
inducidos con AOM + DSS. AVAS: Extracto fenólico alto en avenantramidas, GA: Germinado 

de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. Los resultados se expresan como la 
media ± EE (n=10 para sano y control, n=8 para AVAs y GA).  

 

Respecto a la sobrevivencia de los animales en estudio, el grupo sano y el control 

AOM + DSS presentaron una tasa de sobrevivencia del 100%; mientras que, los 

grupos tratados con germinado de avena y su extracto presentaron un 89% de 

sobrevivencia con la muerte de un animal en cada grupo, los cuales, de acuerdo 

con la autopsia realizada por el médico veterinario, murieron por causas ajenas al 

cáncer (datos no mostrados). 

5.2.2 Evaluación macroscópica del colon en ratones con cáncer de colon 

Las lesiones encontradas en el colon de cada uno de los animales se clasificaron 

de forma macroscópica. Dentro de esta clasificación se encuentran las lesiones 

tempranas, denominadas placas, y las lesiones más avanzadas, denominadas 

pólipos o tumores. Estos últimos se definen como una protuberancia de células que 

sobresalen hacia el lumen intestinal, se caracterizan por tener una división celular 

aumentada y pueden ser lesiones benignas y asintomáticas o evolucionar a lesiones 
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malignas (Tanaka, 2012). En la Figura 8 se muestran dos imágenes representativas 

de ambos tipos de lesiones halladas durante el sacrificio de los animales. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Clasificación macroscópica encontrada en ratones inducidos con AOM (10 
mg/kg) y promovidos con DSS (2%) al finalizar el período experimental. 

 

En la Tabla 3 se muestran los resultados derivados del recuento de placas 

encontradas en los animales del modelo experimental. El grupo sano presentó una 

incidencia de placas del 10%; esto debido a la susceptibilidad de la cepa para 

desarrollar espontáneamente este tipo de lesiones (Astler & Coller 1954). Por su 

parte, los grupos tratados con GA y AVA presentaron la mayor incidencia de estas 

lesiones (100%) en comparación con el grupo control (60%). De acuerdo con el 

análisis de 2 (α = 0.05), el grupo significativamente diferente fue el sano. Sin 

embargo, los animales tratados con GA y AVAs se comportaron de acuerdo con lo 

esperado, ya que una placa es una lesión temprana de daño en la mucosa colónica 

que no se considera maligna (Astler & Coller 1954; Tanaka, 2009).  

Otros parámetros que se evaluaron fueron el número promedio de placas que indica 

el número total de placas encontradas entre el número de ratones del grupo y la 

multiplicidad que representa el número total de placas en el grupo entre el número 

de ratones que presentaron dichas lesiones; este último es un indicador de la 

agresividad de la enfermedad y de la efectividad de los tratamientos. Tanto el 

placas pólipos 
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número promedio de placas como el valor de multiplicidad fue 1.7 veces mayor en 

los grupos tratados con germinado de avena y su extracto en comparación con el 

grupo control. Es importante recalcar, que si bien, los animales de los grupos con 

tratamiento mostraron un promedio mayor de placas en comparación con el grupo 

control, esta tendencia no resulta desfavorable ya que una placa es una lesión 

temprana benigna, que no ha evolucionado a pólipo adenomatoso (el cual se 

considera precursor del CCR) (Astler & Coller 1954; Tanaka, 2009; Dulal & Keku, 

2014). 

Tabla 3. Porcentaje de incidencia, número promedio y multiplicidad de placas en 
ratones inducidos con AOM + DSS y tratados con GA y AVAs 

Grupo 
Total 

de 
ratones 

Número 
de 

placas 

Incidencia* 
(%) 

Promedio 
de placas 

por 
ratón** 

Multiplicidad§ 

Sano 10 1 10.0* 0.10 ± 0.10 1.00 

Control 10 10 60.0 1.00 ± 0.30 1.67 

AVAs + AOM + DSS  8 17 100.0 2.13 ± 0.30 2.13 

GA + AOM + DSS  8 17 100.0 2.13 ± 0.61 2.13 
*Incidencia: la relación del número de animales con placas entre el número total de ratones en el 
grupo. **Promedio: la relación del número total de placas entre el número total de ratones en el grupo 
± error estándar. §Multiplicidad: la relación del número total de placas entre el número de animales 
con placas. AVAS: Extracto fenólico alto en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: 
Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. *Indica diferencia estadística significativa de acuerdo 

con la prueba de 2 (α = 0.05).  

 

La Tabla 4 muestra los resultados del conteo de pólipos o tumores encontrados en 

los animales de los diferentes grupos. Se observaron lesiones pedunculadas, 

sésiles, exofíticas y endofíticas en el colon proximal y distal (Astler & Coller, 1954). 

Como era de esperarse en el grupo sano no se presentó incidencia de pólipos; 

mientras que, el grupo control AOM + DSS presentó un aumento del 80% en la 

incidencia de estas lesiones comparándolo con el grupo sano. En el grupo control 

AOM + DSS se identificaron en mayor proporción los pólipos sésiles, seguido de los 

pedunculados. Se considera que los primeros poseen mayor malignidad debido a 

que tienen una base de implantación amplia, sin tallo, sobre la superficie de la 
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mucosa, por lo que la degeneración de las células llega antes a la base. Los 

segundos presentan un tallo de implantación visible, lo que representa una menor 

malignidad porque el daño a las células tarda en llegar a la base de sujeción 

(Tanaka, 2012).  

Tabla 4. Porcentaje de incidencia, número promedio y multiplicidad de pólipos en 
ratones inducidos con AOM +DSS y tratados con GA y AVAs 

*Incidencia: la relación del número de animales con pólipos entre el número total de ratones en el 
grupo. **Promedio: la relación del número total de pólipos entre el número total de ratones en el 
grupo. §Multiplicidad: la relación del número total de pólipos entre el número de animales con pólipos. 
AVAS: Extracto fenólico alto en avenantramidas (0.084 mg/día), GA: Germinado de avena (30 
mg/día), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. *Indica diferencia estadística 

significativa de acuerdo con la prueba de 2 (α = 0.05).  

 

Los grupos tratados con GA y AVAs mostraron una incidencia del 30 al 42.5% menor 

en comparación con el grupo control, respectivamente. En el caso del grupo GA, 

todos los pólipos cuantificados fueron pedunculados. El grupo AVAs presentó estas 

mismas lesiones y un pólipo sésil. De acuerdo con el análisis de 2 (α = 0.05), el 

grupo significativamente diferente fue el sano. Sin embargo, aunque los grupos con 

tratamiento no resultaron ser estadísticamente diferentes en comparación con el 

grupo control (AOM + DSS), la aplicación de los tratamientos disminuyó el número 

de animales que desarrollaron pólipos.  

En resumen, los resultados obtenidos en el conteo de placas y pólipos o tumores 

sugieren que los fitoquímicos presentes en ambos tratamientos (GA y su extracto 

fenólico alto en AVAs) podrían estar bloqueando, inhibiendo o retardando el proceso 

de carcinogénesis, en particular durante la etapa de promoción a transformación 

Grupo 
Total 

de 
ratones 

Número 
de 

pólipos 

Incidencia*  
(%) 

Promedio 
de pólipos 

por 
ratón** 

Multiplicidad§ 

Sano 10 0 0.0* 0.00 ± 0.00 0.00 

Control 10 42 80.0 4.20 ± 1.01 5.25 

AVAs + AOM + DSS  8 5 50.0 0.63 ± 0.26 1.25 

GA + AOM + DSS  8 3 37.5 0.38 ± 0.18 1.00 
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que es donde las lesiones tempranas (placas) evolucionan a lesiones neoplásicas 

que pueden ser malignas (cancerígenas), probablemente a través de alguno de los 

siguientes mecanismos evaluados in vitro: inhibición de los efectos genotóxicos, 

aumento de la actividad antioxidante y antiinflamatoria, inhibición de proteasas y la 

proliferación celular, y modulación de la apoptosis (Neergheen et al., 2010).  

Dentro de este análisis macroscópico se analizó también la distribución de las 

lesiones (placas y pólipos) en el colon. Se encontraron ambos tipos de lesiones 

tanto en la zona proximal como en la zona distal del colon, siendo esta última la que 

presentó un mayor número de placas (de 0 a 17) y pólipos (de 0 a 42), mientras que 

en la zona proximal ambas lesiones se presentaron en menor cantidad (de 0 a 1) 

(Tablas 5 y 6). Esta distribución de lesiones concuerda con lo reportado por diversos 

autores (Perše & Cerar, 2010; Tanaka, 2012), quienes reportan que animales 

inducidos con AOM presentan por lo general un mayor número de pólipos y tumores 

en la zona distal en comparación con la zona proximal del colon. Esto podría 

deberse a que la densidad de las lesiones preneoplásicas aumenta 

progresivamente; es decir, es más alta en el colon medio y distal que en el proximal, 

lo que concuerda con la ubicación predominante de los adenomas y 

adenocarcinomas del colon (Park et al., 1997). 

Tabla 5. Distribución por zona de placas en ratones inducidos con AOM + DSS y 
tratados con GA y AVAs 

Grupo Total Zona proximal Zona distal 

Sano 1 100% (1) 0% (0) 

Control 10 0% (0) 100% (10) 

AVAs + AOM + DSS  17 0% (0) 100% (17) 

GA + AOM + DSS  17 6% (1) 94% (16) 
AVAS: Extracto fenólico alto en avenantramidas (0.084 mg/día), GA: Germinado de avena (30 
mg/día), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. Valores entre paréntesis indican 
cantidad total de placas. 
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Tabla 6. Distribución por zona de pólipos en ratones inducidos con AOM + DSS y 
tratados con GA y AVAs 

Grupo Total   Zona proximal Zona distal 

Sano 0  0% (0) 0% (0) 

Control 42  0% (0) 100% (42) 

AVAs + AOM + DSS  5  20% (1) 80% (4) 

GA + AOM + DSS  3  0% (0) 100% (3) 
AVAS: Extracto fenólico alto en avenantramidas (0.084 mg/día), GA: Germinado de avena (30 
mg/día), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. Valores entre paréntesis indican 
cantidad total de pólipos. 

 

5.2.3 Evaluación histopatológica del colon de ratones inducidos con 
AOM/DSS y tratados con germinado de avena y su extracto fenólico alto en 
AVAs 

Las imágenes representativas de la evaluación del tejido colónico distal, 

previamente teñido con hematoxilina-eosina (H&E), se muestran en las Figuras 9 y 

10. 

En un colon sano se puede observar la estructura tubular característica de las fosas 

crípticas o criptas de Lieberkühn, además, se aprecian en mayor cantidad las 

células caliciformes, encargadas de la secreción de mucinas (Kasdagly et al., 2014). 

El núcleo se dispone en la base celular al quedar desplazado por las vacuolas de 

moco que ocupan el citoplasma (Figura 9A). En un tejido con adenocarcinoma existe 

pérdida total de la estructura normal de las criptas, núcleos alargados y 

estratificados, tal y como lo representa la Figura 9B del grupo control AOM + DSS. 

Estos cambios estructurales permiten evaluar el efecto de diversas intervenciones 

terapéuticas. Por ejemplo, el grupo tratado con el extracto fenólico alto en AVAs 

presentó alteraciones en la arquitectura de las criptas, núcleos más grandes y 

estratificados y disminución del número de células caliciformes (Figura 10A), 

similares a las del grupo control AOM + DSS; mientras que, en el grupo tratado con 

germinado de avena se observó la estructura conservada de las criptas, aunque 

existió disminución de las células productoras de moco, estratificación y aumento 

del tamaño de los núcleos (Figura 10B). 
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Figura 9. Corte histopatológico transversal de colon distal: A) Grupo sano (300x), 
B) Grupo control (AOM + DSS) (100x). AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. 

 

 

 

Figura 10. Corte histopatológico transversal de colon distal: A) Grupo AVAs (AVAs 
+ AOM + DSS) (300x), B) Grupo GA (GA + AOM + DSS) (300x). AVA: Extracto fenólico 

alto en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato 
sódico.   

 

Posteriormente, en el presente estudio se realizó el análisis de incidencia de los 

adenocarcinomas encontrados en los diferentes grupos experimentales (Tabla 7). 

Como era de esperarse, ninguno de los animales del grupo sano presentó 

A B 

Criptas de 

Lieberkühn 

Células 

caliciformes Núcleo 

Cripta 

deformada 

Estratificación de 

núcleos 

A B 

Cripta 

deformada 

Disminución de 

células caliciformes 

Núcleos 

alargados 

Núcleos 

alargados 

Disminución de 
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adenocarcinomas. Por el contrario, el grupo control AOM + DSS presentó la mayor 

incidencia de adenocarcinomas (80%), seguido del grupo tratado con el extracto 

fenólico alto en AVAs (50%). El grupo tratado con GA presentó la menor incidencia 

de adenocarcinomas (38%), y aunque estadísticamente no hubo diferencia 

significativa, biológicamente es relevante debido a que representa una disminución 

del 52.5% en la incidencia de adenocarcinomas.  

Tabla 7. Incidencia de adenocarcinomas encontrados en tejido colónico de ratones 
inducidos con AOM + DSS analizado mediante histopatología 

Grupo Total de animales Incidencia de adenocarcinomas 

Sano 10  0.0 % (0)* 

Control 10 80.0 % (8) 

 AVAs + AOM + DSS 8 50.0 % (4) 

GA + AOM + DSS 8 38.0 % (3)  

AVAS: Extracto fenólico alto en avenantramidas (0.084 mg/día), GA: Germinado de avena (30 
mg/día), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. *Indica diferencia estadística 

significativa de acuerdo con la prueba de  2 (α = 0.05). Valores entre paréntesis indican número de 
animales con adenocarcinomas. 

 

El germinado de avena es una fuente alimenticia mucho más completa que su 

extracto fenólico, debido a que proporciona compuestos fenólicos, entre los que 

destacan las AVAs, y particularmente fibra soluble e insoluble (Tabla 1) y 

compuestos fenólicos asociados a ésta, que en conjunto podrían estar 

proporcionando una mayor protección contra el cáncer. Si bien, la germinación 

disminuyó los contenidos de fibra soluble e insoluble (en un 88% y 44%, 

respectivamente), los contenidos residuales en el germinado podrían contribuir al 

efecto quimioprotector observado en nuestros resultados. Además, durante varios 

años se ha sugerido que el efecto protector de los cereales contra enfermedades 

no transmisibles, como las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y el cáncer, 

se debe en parte a la presencia de compuestos bioactivos, como los compuestos 

fenólicos, que están unidos y trabajan sinérgicamente con las fibras dietéticas 

(Abuajah et al., 2015; Padayachee et al., 2017).  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

47 
 

Estudios publicados destacan el efecto del tipo y la cantidad de fibra en el cáncer 

de colon (Reddy et al., 1992; Shen et al., 2016). Algunas investigaciones destacan 

un mayor efecto protector de las fibras solubles, ya que éstas promueven el 

crecimiento de bacterias ácido-lácticas encargadas de fermentar la fibra, lo que 

incrementa la producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC): lactato, 

butirato, acetato y propionato, de los cuales se ha demostrado que el acetato, 

propionato y butirato sirven como fuente de energía para el epitelio colónico (Hijová 

et al., 2012; Bultman, 2014; Shen et al., 2016). Sin embargo, otros estudios 

rechazan esta teoría pues sustentan que este efecto benéfico se llevaría a cabo 

únicamente en el ciego, lugar donde se sintetizan los AGCC, y afirman que las fibras 

insolubles son las que tienen mayor efecto protector ya que suavizan el contenido 

fecal por su alta capacidad de retención de agua, acortan el tiempo de tránsito 

intestinal promoviendo el acarreamiento de sustancias carcinogénicas, ajustando 

así la función intestinal y manteniendo la salud del colon (Yapo y Koffi, 2008).  

En recientes estudios se ha comprobado que matrices alimentarias, como cereales 

integrales y granos enteros, disminuyen el riesgo de padecer cáncer de colon por 

presentar fibra dietaria, almidón resistente, oligosacáridos, vitaminas, minerales y 

fitoquímicos con propiedades biológicas (Aune et al., 2011; Ben et al., 2014; Shen 

et al., 2016).  

5.2.4 Efecto del germinado de avena y su extracto fenólico alto en AVAs sobre 
el pH en el contenido cecal, colónico y fecal 

El pH colónico se ha relacionado con la incidencia de desarrollo de tumores en el 

colon (Thornton, 1981; Samelson et al., 1985; Nagengast et al., 1995). La Tabla 8 

muestra los resultados obtenidos en este parámetro fisiológico que se determinó en 

contenido cecal y colónico recuperado el día del sacrificio y en muestras de heces 

recolectadas al final de la semana 15 del modelo experimental. En este estudio se 

encontró una correlación positiva entre el valor de pH fecal y la incidencia de pólipos 

(r = 0.95, α = 0.05). Si bien no se encontró diferencia estadística en los valores de 

pH cecal, colónico y fecal entre el grupo control AOM + DSS y los grupos tratados 
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con GA y AVAs (α = 0.05), los valores de pH colónico y fecal más elevados se 

presentaron en el grupo control AOM + DSS; mientras que, los valores de pH cecal, 

colónico y fecal del grupo tratado con GA fueron más bajos en comparación con el 

grupo control AOM + DSS. Esto coincide con lo reportado por Busambwa y 

colaboradores (2015), quienes evaluaron el efecto quimioprotector de germinados 

de lenteja (Lens culinaris) y garbanzo (Pisum sativum) amarillo y verde, encontrando 

que el valor de pH cecal fue mayor en el grupo control AOM + DSS (7.81) que en 

todos sus tratamientos germinados (7.51, 7.31, 6.93, respectivamente), atribuyendo 

este efecto benéfico a la fibra soluble de los germinados. Otros autores han 

establecido que una fuente de fibra proveniente de la dieta puede mejorar factores 

fisiológicos como la composición de la microbiota intestinal, el pH y la disponibilidad 

de sustratos (Nuñez-Cuellar et al., 2018), contribuyendo así al efecto 

quimioprotector de estas fuentes naturales.  

El aumento del pH del colon y la actividad de la enzima β-GA está relacionado con 

la carcinogénesis de colon específica de la DMH y su metabolito AOM, así como en 

presencia del promotor DSS (Samelson et al., 1985; Perše y Cerar, 2010; Cuellar-

Nuñez et al., 2018). Si bien se desconoce el mecanismo por el cual un pH más bajo 

protege contra esta patología, varios estudios relacionan un pH ácido con la 

disminución del desarrollo de cáncer y este efecto se ha relacionado con la 

inhibición de la transformación bacteriana de los ácidos biliares primarios a 

secundarios (Nagengast et al., 1995; Campbell et al. 1997; Zhao et al., 2011). Los 

ácidos biliares primarios que no son absorbidos en el íleon (intestino delgado) son 

deshidroxilados en el intestino grueso por la microbiota colónica, esto producirá 

ácidos biliares secundarios (ácido desoxicólico y litocólico) que pueden actuar como 

promotores de la tumorigénesis debido a sus efectos mutagénicos en la mucosa 

colónica (Nagengast et al., 1995). Sin embargo, en un ambiente ácido (o menos 

alcalino), el metabolismo bacteriano (deshidroxilación) de las sales biliares puede 

reducirse (Thornton, 1981). 
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Tabla 8. Valores de pH en contenido cecal, colónico y muestras de heces en ratones 
tratados con GA y AVAs e inducidos con AOM + DSS. 

Grupo 

pH 

Cecal Colónico  Fecal 

Sano 7.12 ± 0.04b 7.22 ± 0.07a 7.22 ± 0.13b 

Control 7.29 ± 0.04ab 7.33 ± 0.04a 7.77 ± 0.12a 

AVAs + AOM + DSS 7.46 ± 0.05a 7.31 ± 0.10a 7.67 ± 0.11a 

GA + AOM + DSS 7.13 ± 0.07b 7.09 ± 0.12a 7.62 ± 0.22a 

AVAS: Extracto fenólico alto en avenantramidas (0.084 mg/día), GA: Germinado de avena (30 
mg/día), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. Los resultados se expresan como la 
media ± EE (n=10 para sano y control, n=8 para AVAs y GA en contenido cecal y colónico; n=4 para 
sano y control, n=3 para AVAs y GA (en pool de muestras) para contenido fecal). Diferente letra 
indica diferencia estadística según la prueba de Tukey (α = 0.05). 

5.2.5 Efecto del germinado de avena y su extracto fenólico alto en AVA sobre 
la actividad de β-glucuronidasa (β-GA) en el contenido cecal, colónico y fecal 

Como se mencionó previamente, la actividad de la enzima β-GA se ha relacionado 

con el efecto carcinogénico del compuesto AOM en presencia del promotor DSS 

(Cuellar-Nuñez et al., 2018). Por lo anterior, se evaluó la actividad de la enzima 

bacteriana β-GA en contenido cecal y colónico recuperado durante el sacrificio de 

los animales, así como en muestras de heces recolectadas al final de la semana 15. 

El efecto de los tratamientos con germinado de avena y su extracto fenólico sobre 

la actividad de esta enzima se presenta en la Figura 11. 

El grupo control AOM +DSS presentó un incremento del 44, 76 y 31% en la actividad 

de β-GA en el contenido cecal, colónico y fecal, respectivamente, en comparación 

con el grupo sano, lo que coincide con lo reportado por Cuellar-Nuñez y 

colaboradores (2018). El tratamiento con el extracto fenólico AVAs redujo 

significativamente (α = 0.05) la actividad de esta enzima bacteriana en el contenido 

cecal y colónico (26% y 12%, respectivamente). Por su parte, el tratamiento con 

germinado de avena mostró un mayor efecto al disminuir significativamente (α = 

0.05) la actividad de β-GA en un 22, 27 y 57% en el contenido cecal, colónico y 

fecal, respectivamente.  
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Este comportamiento coincide con lo reportado por Nakanishi y colaboradores 

(2003), quienes observaron una disminución significativa en la actividad de β-GA en 

el contenido cecal y colónico en un modelo animal inducido con AOM y 

suplementado con almidón alto en amilosa y una cepa comercial de C. butyricum. 

Por el contrario, la administración de un germinado de cebada (Hordeum vulgare) 

(GC) no disminuyó la actividad de β-GA en contenido cecal respecto al grupo control 

AOM, lo que se atribuyó a que la concentración del metabolito tóxico MAM a nivel 

del colon no cambió en ambos grupos; por lo tanto, el efecto preventivo del GC 

sobre la incidencia de desarrollo de lesiones preneoplásicas no fue causada por la 

disminución en la actividad de β-GA (Kanauchi et al., 2008). 

De manera general, en el presente estudio se encontró una correlación positiva 

entre la actividad de β-GA cecal con el promedio de pólipos y adenocarcinomas (r 

= 0.98, α =  0.05), lo que sustenta la teoría de que la actividad de esta enzima está 

implicada en el desarrollo de cáncer de colon (Cheng et al., 2013), por lo que 

modularla a través de intervenciones dietarias se confirma como una estrategia 

eficiente para la prevención de esta patología. 

 

 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

51 
 

    

Figura 11. Efecto de los tratamientos GA (30 mg/día) y AVAs (0.084 mg/día) en la 
actividad de la enzima β-glucuronidasa (β-GA) en muestras de contenido cecal, 
colónico y fecal de ratones inducidos con AOM + DSS. AVAS: Extracto fenólico alto en 

avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. Los 
resultados se expresan como la media ± EE (n=10 para sano y control, n=8 para AVAs y GA en 
contenido cecal y colónico; n=4 para sano y control, n=3 para AVAs y GA (en pool de muestras) para 
contenido fecal). Diferente letra indica diferencia estadística según la prueba de Tukey (α = 0.05).  

 

La β-GA es relevante en la carcinogénesis colónica porque es una enzima que tiene 

la capacidad de hidrolizar conjugados de glucurónido y, como consecuencia, puede 

liberar metabolitos carcinogénicos activos al lumen intestinal (Fiala, 1977; Perše & 

Cerar, 2010). En el caso particular del AOM, éste se metaboliza a metilazoximetanol 

(MAM) y se conjuga con ácido glucurónico en el hígado. Posteriormente, los 

conjugados de glucurónido de MAM se excretan en la bilis y, al llegar a colon, 

pueden desconjugarse y reactivarse por la enzima bacteriana β-glucuronidasa 

(Pozharisski et al., 1975). Esta desconjugación permite que MAM se absorba en 

colon y continúe metabolizándose hasta un compuesto carcinógeno reactivo (ión 

metildiazonio) responsable de la metilación de bases de ADN, lo que traerá como 

resultado un aumento en las mutaciones de las células epiteliales del colon y la 

subsecuente formación de tumores en el intestino grueso (Suaeyun et al., 1997; 

Perše & Cerar, 2010). 
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Se ha reportado que inhibir o disminuir la β-GA suprime la carcinogénesis inducida 

por AOM en el colon de ratas y ratones (Takada et al., 1982; Yoshimi et al., 2000). 

La avena es rica en fibra dietética y puede considerarse como la mejor fuente de β-

glucanos (Dodevska et al., 2013), componente activo al que se le ha atribuido los 

beneficios fisiológicos observados tras la ingesta de avena (Shen et al., 2012). El 

germinado de avena con el que se trabajó en este proyecto posee un 33% de fibra 

dietética total (datos no publicados de Rosas-Pérez). La fibra dietética fermentable 

puede desempeñar un papel prebiótico en el intestino, al promover la proliferación 

de microorganismos probióticos (Shen et al., 2012). Se ha reportado que la fibra 

soluble de la avena, destacando los β-glucanos, promueve el aumento de 

poblaciones benéficas en el intestino grueso como Bifidobacterias y Lactobacilos 

(Mitsou et al., 2010; Ji-Lin et al., 2014), capaces de reducir la actividad de las 

enzimas metabólicas bacterianas como β-glucosidasa, β-GA y ureasa (Roberfroid 

et al., 2010); además de reducir el número de algunas cepas de E. coli y Clostridium 

sp., comúnmente conocidas por su alta β-GA (Wang y Gibson, 1993). Por su parte, 

los fenoles presentes en cereales como la avena también contribuyen a mantener 

un equilibrio entre las poblaciones bacterianas benéficas y las patógenas 

(homeostasis), lo que ayuda a modular la actividad de β-GA (Feng et al., 2018). 

5.2.6 Efecto del germinado de avena y su extracto fenólico alto en AVAs sobre 
la concentración de glutatión reducido (GSH) en eritrocitos  

La concentración de GSH en eritrocitos lisados el día del sacrificio se evaluó en los 

diversos grupos del modelo experimental (Tabla 9). El nivel de GSH se incrementó 

significativamente en los animales inducidos con AOM + DSS en comparación con 

los animales del grupo sano (100%). Es importante resaltar que el contenido de 

GSH alcanzó valores casi normales en los grupos tratados con GA y AVAs. 

Se ha reportado que un aumento en el estrés oxidativo y/o una disminución de la 

capacidad antioxidante están implicados en el desarrollo de enfermedades no 

transmisibles como el cáncer (Das, 2002). De hecho, el AOM es un procarcinógeno 

que sufre metabolismo oxidativo en el hígado, generando la producción de 
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electrófilos cancerígenos activos (ion diazonio) que se libera a la circulación y 

eventualmente conduce a la peroxidación de lípidos en plasma y glóbulos rojos 

(eritrocitos) (Bobek et al., 2000). Por el contrario, el GSH es la defensa principal 

contra el estrés oxidativo y su función antioxidante se basa en su capacidad para 

eliminar los radicales libres, reducir los peróxidos y participar como co-sustrato en 

la actividad de las enzimas dependientes de GSH (Aquilano et al., 2014). Tal y como 

lo reporta Matić y colaboradores (2019), una menor concentración de GSH en los 

grupos tratados con GA y AVAs sugiere que éste pudo haber sido utilizado como un 

antioxidante para eliminar radicales libres y metabolitos que se conjugan con GSH 

antes de su excreción para contrarrestar la peroxidación lipídica y normalizar el 

estrés oxidativo en la circulación sanguínea. 

En este estudio se encontró una correlación positiva entre el contenido de GSH en 

eritrocitos con la media de pólipos y adenocarcinomas (r = 0.99 y r = 0.97, α = 0.05, 

respectivamente), lo que sugiere que los mecanismos de defensa antioxidantes 

endógenos están estrechamente relacionados con la incidencia de lesiones 

tempranas y el desarrollo de adenocarcinomas en cáncer de colon.  

Tabla 9. Concentración de GSH en eritrocitos de ratones inducidos con AOM + DSS 
y tratados con GA y AVAs 

Grupo GSH (µM /mg de proteína) 

Sano 1.40 ± 0.10b 

Control  2.81 ± 0.43a 

AVAs + AOM + DSS 1.39 ± 0.15b 

GA + AOM + DSS 1.34 ± 0.24b 

AVAS: Extracto fenólico alto en avenantramidas (0.084 mg/día), GA: Germinado de avena (30 
mg/día), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. Los resultados se expresan como la 
media ± EE (n=10 para sano y control, n=8 para AVAs y GA). Diferente letra indica diferencia 
estadística según la prueba de Tukey (α = 0.05). Dire
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5.2.7 Efecto del germinado de avena y su extracto fenólico alto en AVA sobre 
la actividad de glutatión-S-transferasa (GST) en hígado 

Un mecanismo ampliamente aceptado en la quimioprevención del cáncer por 

fitoquímicos de la dieta es a través de la inducción de las enzimas de fase 2, también 

conocidas como enzimas destoxificantes y/o antioxidantes, entre las que se 

encuentran las enzimas GST y NQO1, a través de la activación de las vías de 

señalización de Nrf2, un mecanismo altamente aceptado en la prevención del 

cáncer (Neergheen et al., 2010).  

En este estudio nos propusimos evaluar el efecto del GA y su extracto fenólico AVAs 

sobre la actividad de dichas enzimas. La Figura 12 muestra los resultados obtenidos 

de la actividad de GST en el hígado de los ratones en estudio, observándose una 

mayor actividad en el grupo control AOM + DSS, en comparación con el grupo sano 

(7% más); resultado que puede atribuirse en respuesta al estrés oxidativo generado 

por el AOM (Fiala, 1977; Bobek et al., 2000; Pool-Zobel et al., 2005). De acuerdo 

con la prueba de Tukey, no existe diferencia estadística (α = 0.05) en la actividad 

de GST del grupo sano y del grupo tratado con AVAs, lo que sugiere la capacidad 

de dicho tratamiento en normalizar o restaurar la actividad de esta enzima en 

hígado. Por su parte, el tratamiento con GA incrementó la actividad de GST en un 

15 y 23%, en comparación con el grupo control AOM + DSS y sano, 

respectivamente.  

Es importante mencionar que la inducción de las enzimas GST hepáticas por 

compuestos bioactivos o sustancias anticancerígenas permite a los animales 

experimentales tolerar la exposición a carcinógenos (Roebuck et al., 1991; Hayes 

et al., 1996). Por lo tanto, la inducción de GST mediante compuestos provenientes 

de la dieta mejora el sistema de defensa de detoxificación y antioxidante del tejido 

colónico y, como consecuencia, controla o retarda el desarrollo del cáncer, al reducir 

tanto la exposición a los metabolitos activos de los carcinógenos como al estrés 

oxidativo derivado de la biotransformación de los mismos que conducen a un daño 

molecular en las células relacionado con diversas enfermedades degenerativas 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

55 
 

asociadas a la exposición a tóxicos o estrés oxidativo, incluido el cáncer (Cerutti, 

1985). 

 

 

Figura 12.  Actividad enzimática de GST en hígado de ratones inducidos con AOM 
+ DSS y tratados con GA (30 mg/ día) y AVAs (0.084 mg/ día). AVAS: Extracto fenólico 

alto en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato 
sódico. Los resultados se expresan como la media ± EE (n=5 para sano y control, n=8 para AVAs y 
GA). Diferente letra indica diferencia estadística según la prueba de Tukey (α = 0.05). 

 

Estos resultados sugieren que el consumo de GA, o sus componentes, presentaron 

una mayor activación de la vía de señalización de Nrf2, en comparación con el 

tratamiento con AVAs, lo que confirma los efectos antioxidantes, antiproliferativos y 

antigenotóxicos de los compuestos fenólicos de la avena (Eudes et al., 2011), en 

sinergia con los efectos antioxidantes y antiinflamatorios de los β-glucanos 

(Suchecka et al., 2016), mecanismos importantes para la prevención y el tratamiento 

del cáncer.  
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5.2.8 Efecto del germinado de avena y su extracto fenólico alto en AVAs sobre 
la actividad de glutatión-S-transferasa (GST) en colon 

Los resultados de la actividad de GST en colon se muestran en la Figura 13. 

Primeramente, se observó que la actividad de esta enzima es menor en el colon de 

animales sanos en comparación con la actividad hepática, lo cual predispone al 

colon a los efectos deleteros/genotóxicos del estrés oxidativo (Pool-Zobel et al., 

2005). 

El grupo control AOM + DSS mostró un incremento del 64% en la actividad de GST 

en comparación con el grupo sano. Este aumento refleja que, efectivamente, el 

órgano blanco del AOM es el colon, el cual genera estrés oxidativo en dicho órgano 

y, por lo tanto, se incrementa la actividad de enzimas de fase 2, como GST y NQO1, 

como un mecanismo para hacer frente a los efectos del estrés oxidativo generado 

(Manju et al., 2005), y detoxificar los metabolitos carcinogénicos del AOM (Pool-

Zobel et al., 2005; Begleiter et al., 2009).  

Si bien el grupo control AOM + DSS mostró la mayor actividad de GST en colon, los 

animales de los grupos tratados con GA y AVAs mostraron una menor incidencia de 

lesiones macroscópicas (Tablas 3 y 4) y de adenocarcinomas (Tabla 7) en 

comparación con aquellos del grupo control.  

Como se mencionó previamente, la expresión de sistemas antioxidantes está 

regulada a nivel transcripcional por el factor de transcripción Nrf2. Sin embargo, la 

sobreexpresión de Nrf2 y, por lo tanto, la sobrerregulación de los sistemas 

antioxidantes en etapas avanzadas del CCR es contraproducente (Gonzalez-

Donquiles et al., 2017), ya que conduce a la conjugación y excreción de las 

intervenciones quimioterapéuticas, disminuyendo así su efectividad. 

De acuerdo con la prueba de Tukey, no se observó diferencia estadística (α = 0.05) 

en la actividad de GST en el colon del grupo sano y de ambos grupos con 

tratamiento (GA y AVAs). Este resultado es relevante ya que la normalización en la 

actividad de dicha enzima sugiere que ambos tratamientos podrían estar 

neutralizando los efectos del estrés oxidativo a nivel de colon generados 
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inicialmente por el metabolismo oxidativo del AOM e inflamación inducida con DSS 

y, posteriormente, por la inflamación persistente en este modelo de enfermedad 

(Fiala, 1977; Sohn et al., 1991; Tanaka, 2009). En cuanto al análisis de correlación 

de Pearson, se observó una correlación positiva (r = 0.98, α = 0.05) entre la actividad 

de GST en colon con el promedio de pólipos, así como con la media de 

adenocarcinomas (r = 0.97, α = 0.05), lo que sustenta la idea de que la modulación 

de esta enzima en colon contribuye a disminuir el desarrollo de lesiones tempranas 

y adenocarcinomas (Neergheen et al., 2010). 

Aunado a lo anterior, los macronutrientes, micronutrientes y otros compuestos 

químicos presentes en los cereales pueden tener la capacidad de inhibir la 

tumorigénesis a través de diversos mecanismos (Surh, 2003). Además, Busambwa 

y colaboradores (2015) argumentan que la germinación de las semillas mejora 

dramáticamente la calidad de los nutrientes, contribuyendo a la reducción o 

prevención del daño a macromoléculas, disminuyendo la incidencia de cáncer.  

 

Figura 13. Actividad enzimática de GST en colon de ratones inducidos con AOM + 
DSS y tratados con GA (30 mg/día) y AVAs (0.084 mg/día). AVAS: Extracto fenólico alto 

en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sódico. 
Los resultados se expresan como la media ± EE (n=5 para sano y control, n=8 para AVAs y GA). 
Diferente letra indica diferencia estadística según la prueba de Tukey (α = 0.05). 
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5.2.9 Efecto del germinado de avena y su extracto fenólico alto en AVA sobre 
la actividad de quinona óxidorreductasa (NQO1) en hígado 

Otra enzima importante en la inhibición del cáncer de colon en diferentes etapas de 

la tumorigénesis es la enzima quinona óxidorreductasa (NQO1). En la Figura 14 se 

muestran los resultados de la actividad de esta enzima evaluada en el hígado de 

los animales en estudio. 

El grupo control AOM + DSS mostró un incremento del 7% en la actividad de esta 

enzima en comparación con el grupo sano; este mismo aumento se observó con la 

enzima GST en dicho órgano. Esto, como ya se mencionó, puede deberse a que el 

hígado está respondiendo al estrés oxidativo generado por el metabolismo del AOM 

(Fiala, 1977; Sohn et al., 1991; Pool-Zobel et al., 2005). 

En lo que respecta a los grupos con tratamiento, se presentó el mismo 

comportamiento observado con GST. El tratamiento con AVAs normalizó o restauró 

la actividad de NQO1 a sus niveles basales; mientras que, el tratamiento con GA 

incrementó un 52% su actividad en comparación con el grupo control. Aunado a lo 

anterior, el grupo tratado con GA mostró una menor incidencia de adenocarcinomas 

en comparación con el grupo control, lo que apunta a que NQO1 puede inhibir la 

carcinogénesis colónica en etapas posteriores a la iniciación a través de la 

regulación transcripcional de NQO1 por el factor Nrf2 (Begleiter et al., 2009).  

Varios estudios han demostrado que la enzima NQO1 puede estabilizar al gene 

supresor de tumores p53 e incrementar la apoptosis en células humanas de cáncer 

de colon (Asher et al., 2001) y células de ratón (Long et al., 2002); esto podría 

mejorarse mediante la inducción de NQO1 a través de compuestos provenientes de 

la dieta, como los fitoquímicos (Rao et al., 1993). Además, se observó una 

correlación positiva (r = 0.98, α = 0.05) entre las actividades hepáticas de GST y 

NQO1, lo que sugiere que ambos tratamientos logran tener el mismo efecto sobre 

ambas enzimas hepáticas en este modelo animal.  
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Figura 14. Actividad enzimática de NQO1 en hígado de ratones inducidos con AOM 
+ DSS y tratados con GA (30 mg/día) y AVAs (0.084 mg/día). AVAS: Extracto fenólico 

alto en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato 
sódico. Los resultados se expresan como la media ± EE (n=5 para sano y control, n=8 para AVAs y 
GA). Diferente letra indica diferencia estadística según la prueba de Tukey (α = 0.05).  

 

5.2.10 Efecto del germinado de avena y su extracto fenólico alto en AVAs 
sobre la actividad de quinona óxidorreductasa (NQO1) en colon 

La actividad de NQO1 en colon presentó un comportamiento similar a lo observado 

con GST en dicho órgano. La Figura 15 muestra los resultados hallados en la 

actividad de NQO1 en el colon de los animales en estudio. 

El grupo control AOM + DSS presentó la mayor actividad de esta enzima, la cual 

aumentó un 62% en comparación con el grupo control. Tal como ya se discutió 

anteriormente, NQO1 incrementa su actividad en colon para atacar al estrés 

oxidativo generado (Manju et al., 2005), y destoxificar los metabolitos 

carcinogénicos del AOM (Pool-Zobel et al., 2005; Begleiter et al., 2009). 

Por su parte, ambos tratamientos (GA y AVAs) lograron normalizar los niveles de 

NQO1, siendo el grupo tratado con GA estadísticamente diferente al grupo sano y 
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enfermo de acuerdo con la prueba de Tukey (α = 0.05). En el germinado de avena, 

al igual que en su extracto fenólico, están presentes compuestos fenólicos de la 

avena que han demostrado tener propiedades antioxidantes y antiinflamatorias 

(Russell et al., 2008; Meydani 2009; Rose 2014).  

En los cereales, la mayoría de dichos compuestos se encuentran unidos a 

componentes de la fibra dietética que impiden su absorción en el tracto 

gastrointestinal (GI) superior (Zhao & Moghadasian, 2008). Sin embargo, esterasas 

bacterianas en el tracto GI inferior pueden liberar de sus conjugados de fibra 

dietética a una parte de estos compuestos, con lo que se biotransforman 

rápidamente, generando metabolitos con una actividad biológica importante. 

Aunque las esterasas bacterianas liberan una porción considerable de compuestos 

fenólicos conjugados, otros permanecen no disponibles biológicamente. Sin 

embargo, la presencia física de altas concentraciones de compuestos fenólicos 

ligados en el tracto GI puede impartir varios beneficios. 

Si bien el cuerpo tiene mecanismos de defensa naturales contra la oxidación de los 

radicales libres, el lumen del tracto GI no está protegido en la misma medida. 

Además, en algunas circunstancias, como durante la inflamación, los neutrófilos 

producen radicales libres (por ejemplo, HNO3) que pueden provocar estrés oxidativo 

en la mucosa, peroxidación de lípidos de la membrana y daño tisular (Damiani et 

al., 2007; Naito et al., 2007). La presencia de antioxidantes ligados en el lumen 

intestinal, como los de los granos enteros, pueden proteger el epitelio intestinal del 

daño de los radicales libres (Vitaglione et al., 2008). Esto está respaldado por 

estudios que demuestran que la presencia física de ácido ferúlico en el lumen GI, 

administrado a través de un enema, reduce la inflamación en pacientes con 

enfermedad inflamatoria intestinal (EII) (Dong et al., 2003). 
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Figura 15. Actividad enzimática de NQO1 en colon de ratones inducidos con AOM 
+ DSS y tratados con GA (30 mg/día) y AVAs (0.084 mg/día). AVAS: Extracto fenólico 

alto en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato 
sódico. Los resultados se expresan como la media ± EE (n=5 para sano y control, n=8 para AVAs y 
GA). Diferente letra indica diferencia estadística según la prueba de Tukey (α = 0.05).  

 

En este estudio se encontró una correlación positiva entre la actividad de GST y 

NQO1 en colon con el contenido de GSH en eritrocitos (r = 0.99 y r = 0.96, α = 0.05, 

respectivamente), lo que sugiere que los mecanismos de defensa antioxidantes 

endógenos se activan en conjunto y trabajan de manera sinérgica para ofrecer una 

protección global frente al daño causado por sustancias tóxicas (Bhattacharyya et 

al., 2014). 

A manera de resumen, podemos concluir que ambos tratamientos normalizan la 

actividad de las enzimas GST y NQO1 en colon, lo que sugiere que ambos podrían 

estar neutralizando los efectos del estrés oxidativo a nivel de colon generados 

inicialmente por el metabolismo oxidativo del AOM e inflamación inducida con DSS 

y, posteriormente, por la inflamación persistente en este modelo de enfermedad.  

En hígado, el efecto de los tratamientos fue similar para ambas enzimas GST y 

NQO1; el tratamiento con AVAs normalizó la actividad de GST, mientras que el GA 

indujo su actividad. Estos resultados sugieren que el GA es más eficiente para 
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activar la vía de señalización de Nrf2, en comparación con el tratamiento con AVAs, 

lo que confirma que los compuestos fenólicos de la avena junto con los β-glucanos 

pueden estar actuando de manera sinérgica, lo que sugiere que el GA ofrezca una 

mayor protección para la prevención y el tratamiento del cáncer (Eudes et al., 2011; 

Suchecka et al., 2016). 
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VI. CONCLUSIONES 

 

El consumo de GA y su extracto fenólico alto en AVAs protegen contra el desarrollo 

de adenocarcinomas en ratones inducidos con AOM/DSS. El mayor efecto protector 

y biológicamente significativo se observó con el consumo de GA (reducción del 

52.5% con GA en comparación del 37.5% con AVAs); esto sugiere que otros 

componentes bioactivos, además de los compuestos fenólicos, podrían estar 

involucrados en el mecanismo de quimioprotección contra el cáncer de colon, tal 

podría ser el caso de la fibra dietética del GA y/o de los compuestos fenólicos 

asociados a ésta. 

El germinado de avena disminuyó significativamente la actividad de la enzima β-GA 

en el contenido cecal, colónico y fecal. Además, se observó una correlación positiva 

entre la actividad de β-GA cecal con el promedio de pólipos y adenocarcinomas, lo 

que sugiere que, en este modelo animal, el avance y desarrollo de lesiones malignas 

(adenocarcinomas) puede estar fuertemente influenciado por esta enzima; debido 

a que una menor actividad de β-GA puede disminuir la reactivación del 

procarcinógeno en el colon (MAM) y, por lo tanto, menor es el daño ocasionado a 

las células. 

El efecto quimioprotector de GA y AVAs está mediado por la normalización de las 

enzimas GST y NQO1 en colon, lo que permite neutralizar el EO generado por el 

AOM en dicho órgano, destoxificar los metabolitos carcinogénicos de éste y 

mantener el equilibrio redox en el colon. Mientras que, la inducción de ambas 

enzimas en hígado por el consumo de GA contribuye a una mayor conjugación y 

destoxificación de los metabolitos del carcinógeno AOM y, aunado a su efecto 

inhibitorio sobre β-GA en el colon, al mayor efecto quimioprotector de GA contra el 

desarrollo de adenocarcinomas. 
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VIII. ANEXOS 

8.1 Estándares para la cuantificación de compuestos fenólicos libres  

Tabla A1. Estándares para la cuantificación mediante UPLC-PDA de compuestos 
fenólicos libres presentes en el GA 

Estándar comercial Marca 

Luteolina Sigma Aldrich 

Quercetina  Sigma Aldrich 

Miricetina Sigma Aldrich 

Mangiferina  Sigma Aldrich 

Quercetina Glucurónido Sigma Aldrich 

Rutina Sigma Aldrich 

Neohesperidina Sigma Aldrich 

Apigenina Sigma Aldrich 

Acacetina Sigma Aldrich 

Kaempferol Sigma Aldrich 

Eriodictiol Sigma Aldrich 

Catequina Sigma Aldrich 

Naringenina Sigma Aldrich 

Floretina Sigma Aldrich 

Epicatequina Sigma Aldrich 

Ácido benzoico Sigma Aldrich 

Ácido 4-hidroxibenzoico Sigma Aldrich 

Ácido trans-cinámico Sigma Aldrich 
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Ácido 2,5-dihidroxibenzoico Sigma Aldrich 

2,4,6-trihidroxibenzaldehído Sigma Aldrich 

Ácido protocatecoico Sigma Aldrich 

Ácido p-Coumarico Sigma Aldrich 

Ácido vanílico Sigma Aldrich 

Ácido gálico Sigma Aldrich 

Ácido shikímico Sigma Aldrich 

Ácido cafeico Sigma Aldrich 

Ácido quínico Sigma Aldrich 

Ácido ferúlico Sigma Aldrich 

Ácido siríngico Sigma Aldrich 

Ácido caftarico Sigma Aldrich 

Ácido 4-O-cafeoilquínico Sigma Aldrich 

Ácido clorogénico Sigma Aldrich 

Ácido rosmarínico Sigma Aldrich 

Ácido 3,4-O/ 4,5-O-dicafeoilquínico Sigma Aldrich 

Ácido salicílico Sigma Aldrich 

Ácido elágico Sigma Aldrich 

Avenantramida-A (2p) Sigma Aldrich 
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8.2 Reactivos para β-glucuronidasa 

Reactivos para la elaboración de la curva de calibración de fenolftaleína 

a) PBS 0.02 M 

b) Glicina alcalina 

c) Fenolftaleína (260 mg/mL) 

 

Tabla A2. Curva de calibración de fenolftaleína 

Tubo 
Solución stock de 

fenolftaleína (μL) 

PBS 

(μL) 

Glicina alcalina 

(μL) 

Agua  

(μL) 

1 0 50.0 125 125 

2 5.77 44.2 125 125 

3 11.5 38.5 125 125 

4 17.3 32.5 125 125 

5 23.1 26.9 125 125 

8.3 Reactivos para la cuantificación de proteína 

a) Solución de trabajo para la determinación de proteína 

La solución de trabajo se prepara con los reactivos A y B que vienen en el kit, en 

una relación 50:1 v/v, respectivamente. Por ejemplo: 8 mL del reactivo A + 160 µL 

del reactivo B. 

8.4 Reactivos para la determinación de glutatión reducido (GSH) 

a) Solución amortiguadora Tris-EDTA pH 8.2 (100 mL) 

Pesar 0.744 g de EDTA y 3.52 g de Tris, diluir ambos en agua destilada, ajustar el 

pH a 8.2 y aforar a 100 mL. 
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b) Solución de trabajo de GSH 0.6 mM (para la curva estándar) 

Pesar 1.843 mg de GSH y aforar a 10 mL con la solución amortiguadora Tris-EDTA 

pH 8.2.  

c) Solución de DTNB 2.46 mM 

Pesar 24.3 mg y aforar a 25 mL con metanol para obtener una concentración 2.46 

mM. 

d) Ácido sulfosalicílico (SSA) al 5% (para precipitar la proteína de las muestras) 

Pesar 2.5 mg de SSA en 50 mL de agua destilada  

8.5 Reactivos para la preparación de homogenados citosólicos 

a) Solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M y pH 6.5 (para la dilución de 

citosoles y las soluciones de trabajo de GSH y CDNB) 

Para preparar 200 mL de solución amortiguadora de fosfatos:  

68.5 mL ó 1.89 g de NaH2PO4 (0.2M)  

31.5 mL ó 0.895 g de Na2HPO4 (0.2M)  

Aforar a 200 mL con agua destilada y ajustar el pH a 6.5 (antes de aforar). 

 

b) Solución amortiguadora Tris-Sacarosa, que para 1 L contiene: 

7.9 g de Tris-HCl 

2.1 g de MgCl2 

1.9 g de KCl 

85.6 g de sacarosa ultra pura 

Aforar con 1000 mL H2O destilada, ajustar el pH a 7.0 (antes de aforar). 

Por cada 0.5 g de tejido se agregaron 4 volúmenes de solución amortiguadora. 
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8.6 Reactivos para la determinación de glutatión-S-transferasa (GST) 

Soluciones amortiguadoras GSH y CDNB: 

a) Stock de GSH 150 mM: 6.15 mg en 1.0 mL de H2O. (Prepararse el día de su uso) 

b) Stock de CDNB 60 mM: 4.04 mg en 1.0 mL de etanol. (Prepararse el día de su 

uso). 

A partir de estos stocks se prepararon las soluciones que se agregaron a la 

microplaca. 

 

c) Solución de trabajo de GSH 3 mM: 140 µL del stock de GSH + 6.86 mL de 

solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M 

d) Solución de trabajo de CDNB 2 mM: 300 µL del stock de CDNB + 8.7 mL de 

solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M. 

8.7 Reactivos para la determinación de quinona óxidorreductasa (NQO1) 

a) Solución amortiguadora de trabajo TRIS 0.025M, pH 7.4 

Para preparar 500 mL de solución amortiguadora de trabajo, se pesan: 

1.97 g Tris-HCl 

333 mg BSA (albúmina bovina) 

3.3 mL de Tween 20 al 1.5%  

Disolver en 500 mL de H2O destilada 

Esterilizar la solución amortiguadora a través de filtración (poro de 0.22 micras) y 

almacenar a temperatura ambiente (si no se esteriliza almacenar a temperatura de 

refrigeración por no más de 7 días). 

 

Los cofactores que se adicionan en fresco a 15 mL de solución amortiguadora de 

trabajo (para una placa), son: 

10 µL de FAD (6.2 mg/mL) 

9 µL de NADP (38.3 mg/mL) 
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100 µL de G6P (42.3 mg/mL)  

30 unidades de G6PD 

4.5 mg de MTT 

Inmediatamente después de agregar los cofactores se adicionan 15 µL de 

menadiona en acetonitrilo (8.6 mg/mL) a cada 15 mL de solución amortiguadora de 

trabajo TRIS 0.025 M, pH 7.4. 

b) Solución bloqueadora de dicumarol 

Para cada pozo de la microplaca se adicionan 50 µL de una solución amortiguadora 

de fosfatos 0.025 mM (se puede preparar a partir de la solución de fosfatos 0.1 M 

empleada en la dilución de citosoles), que debe contener 2 µL de dicumarol 

preparado en NaOH 0.1 N a una concentración de 20 mg/mL. 

 

 

 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ




