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RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es el 4° cancer mas 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 fitoquimicos puede emplearse como una
estrategia altamente efectiva para preveniry controlar el desarrollo de CCR. Aunado
a lo anterior, el proceso de germinacion mejora el perfil y contenido fitoquimico de
algunos cereales. En este sentido, la germinacion de avena (Avena sativa L.) ha
demostrado incrementar el contenido de sus compuestos fendlicos Unicos,
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 fendlico alto en
AVAs en un modelo animal de CCR inducido con azoximetano (AOM, 10 mg/kg,
Gnica dosis mediante inyeccion intraperitoneal) y dextrano sulfato sédico (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,
vehiculo), 2) control (n = 10, AOM+DSS), 3) AVAs+AOM+DSS (n = 8, tratado con
0.084 mg/dia de extracto fenodlico alto en AVAs proveniente de GA), 4)
GA+AOM+DSS (n = 8, tratado con 30 mg/dia de GA). Los tratamientos con GA 'y
AVAs se administraron via intragastrica antes y después de la inyeccion del AOM
durante 16 semanas. Al término de este periodo, se realizd el sacrificio de los
animales por decapitacion y se extrajeron los 6rganos y muestras de interés para
las determinaciones posteriores. El 80% de los animales de este grupo desarrollaron
polipos y adenocarcinomas. Contrastantemente, los grupos tratados con GAy AVAs
tuvieron una menor incidencia de pdlipos y adenocarcinomas, lo que representa una
disminucion del 52.5y 37.5% en la incidencia de adenocarcinomas (a=0.05). El pH
y la actividad de B-glucuronidasa (3-GA) fue significativamente mayor en muestras
de contenido cecal, colbnico y fecal del grupo control (AOM + DSS). Ademas, el
tratamiento. con GA redujo significativamente la actividad de B-GA en contenidos
cecal (22%), coldnico (27%) y fecal (57%) y normalizé la actividad de GST y NQO1
en colon, asi como los valores de pH y el nivel de GSH en eritrocitos, lo que indica
una mejora en los parametros 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 anticancerigena de la avena germinada y
su extracto AVAs en el modelo de carcinogénesis colorrectal inducida por AOM-
DSS.

Palabras clave: Avena germinada, avenantramidas, cancer colorrectal,
azoximetano, dextrano sulfato sodico.



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 (a=0.05). Moreover, pH and B-glucuronidase
activity (B-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%) B-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.



I. INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) ataca a 1 millén de personas cada afio y es responsable
de méas de 500,000 muertes anuales asociadas al cancer en todo el mundo. En
México, de acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Publica (2015), el CCR es el
4° tipo de cancer mas frecuente. EI CCR presenta una serie de cambios genéticos
y morfoldgicos en el epitelio coldnico, que inician con la formacion de fosas cripticas

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

La etiologia 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 sélo el 10-20%
es debido a factores hereditarios o alteraciones genéticas. De este modo, se sabe
gue una dieta alta en grasas saturadas y carnes rojas procesadas junto con una
baja ingesta de fibra dietética, frutas, verduras y cereales, asi como un alto consumo
de tabaco y alcohol, incrementan el riesgo de padecer CCR. Otro factor importante
gue puede desencadenar esta patologia es cursar con eventos frecuentes y

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

Por su parte, la microbiota coldnica esta estrechamente relacionada con el riesgo
de padecer CCR, ya que enzimas bacterianas como las B-glucuronidasas (-GA)
intervienen en la activacion de metabolitos procarcinégenos que llegan a colon. La
evidencia cientifica apunta a que la composicion de la microbiota colonica puede
modularse mediante la dieta, logrando disminuir aquellas poblaciones bacterianas
con una alta actividad de 3-GA, reduciendo con ello el riesgo de padecer CCR.

En la actualidad, se acepta a la quimioprevencion como una estrategia altamente
efectiva para bloquear, revertir o retrasar el proceso de carcinogéenesis; de este
modo, se han analizado un gran numero de compuestos naturales provenientes de

la dieta en cuanto a su capacidad para proteger contra el cancer.



En este proyecto, se propuso evaluar avena (Avena savita L.) germinada debido a
gue es una fuente importante de fibra dietética y compuestos fendlicos, entre los
que destacan las avenantramidas (AVAs), amidas fendlicas presentes Unicamente
en este cereal, que han demostrado tener efectos antioxidantes, antiinflamatoriosy

antiproliferativos tanto in vitro como in vivo.

El estudio del papel quimiopreventivo de la avena germinada sentara las bases del
entendimiento acerca de los efectos que esta matriz alimentaria tiene sobre
parametros fisioldgicos del tejido colénico como el pH, la actividad de B3-GA y los
mecanismos de defensa antioxidante, asi como su efectividad para controlar el
desarrollo de pélipos, adenomas y adenocarcinomas en un modelo in vivo de CCR.



II. ANTECEDENTES

2.1 Cancer de colon

El tracto gastrointestinal (Gl), 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
exposicion a sustancias téxicas (farmacos y xenobioticos) y por la entrada de
patdgenos a través de los alimentos, activando mecanismos inflamatorios y
contribuyendo con un ambiente oxidativo a nivel intestinal, eventos que de continuar

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

El cancer es una enfermedad genética que altera el delicado equilibrio que existe
entre proliferacion, apoptosis y diferenciacion celular. La célula deja de ser
susceptible a las sefiales que regulan el equilibrio entre la divisiébn y la muerte
celular, comenzando a proliferar de manera autbnoma, formando un tumor. Las
células tumorales sufren numerosos cambios que afectan la regulacién del ciclo
celular, la apoptosis, la adhesion, el movimiento, entre muchos otros. Estos cambios
tienen lugar de modo progresivo y se acompafian de un creciente nimero de
alteraciones genéticas que les proporcionan ventajas evolutivas y permiten su
diseminacién en el organismo y su resistencia frente a farmacos y condiciones
adversas (Calvo, 2015).

El cancer colorrectal (CCR) se desarrolla de una manera gradual comenzando con
una proliferacién celular autbnoma, seguida de la formacion de FCA que conducen
al desarrollo de polipos adenomatosos, los cuales se consideran precursores del
CCR (Dulal & Keku, 2014). Los pdlipos colonicos se clasifican principalmente en
funcibn de sus propiedades para progresar a malignidad (hiperplasica o
adenomatosa). Otra forma de clasificarlos es con base en su estructura (sésiles,

pedunculados y planos), su forma (tubular, velloso, serrado), y/o su tamafo



(pequefio 1-5 mm, medio 5-10 mm y grande = 10 mm). El subconjunto de pélipos
hiperplasicos serrados se asocia con un mayor riesgo de CCR. Sin embargo, los
pélipos adenomatosos o adenomas representan aproximadamente el 70% de los
pélipos 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 Epidemiologia del cancer colorrectal (CCR)

El CCR ataca a 1 millon de personas cada afio y es responsable de mas de 500,000
muertes anuales asociadas al cancer en todo el mundo (Kasdagly et al., 2014). De
acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Publica (2015), el CCR es el 4° tipo de
cancer mas frecuente en México. Si bien, la mortalidad se debe principalmente a la
metéstasis de la enfermedad, detectarla a tiempo y, sobre todo, implementar
estrategias preventivas contra el desarrollo ‘de esta patologia 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
activacion de oncogenes (KRAS y B-catenina) o la inactivacién de genes supresores
de tumores (APC y p53); b) desarrollo de pdlipos en el colon; c) edad avanzada
(mayor de 50 afos); 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 Publica, 2015).

2.1.2.1 Inflamacién intestinal

La inflamacion es un sistema de autodefensa del cuerpo que se clasifica como un
tipo de inmunidad innata en la que participan principalmente macréfagos y

neutréfilos (Ren et al., 2009). La investigacion ha puesto de relieve las funciones



fisiopatoldgicas de los macréfagos en respuesta a diversas enfermedades
inflamatorias y los numerosos mecanismos moleculares por los cuales los
macréfagos modulan las respuestas inflamatorias (Tsan & Gao, 2004). La secrecion
de quimiocinas, citocinas [factor de necrosis tumoral (TNF-a)], mediadores
inflamatorios (inmunoglobulina), 6xido nitrico (NO), especies reactivas de oxigeno
(EROs) y factores de coagulacion, entre otros, estimulan el trafico de leucocitos y la
quimiotaxis, fagocitosis y eliminacion 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 cronica (Ell). Ocurren en el tracto Gl
presentando inflamacion de la mucosa causada por la-infiltracion de leucocitos del
hospedero (neutréfilos, macrofagos y células “killer” naturales). Estas dos
afecciones se asocian con sintomas de sangrado rectal, diarrea y pérdida de peso
corporal. Las principales manifestaciones clinicas son dolor abdominal, mucosa en
las heces, heces con sangre y purulentas, episodios recurrentes y recaidas (Velayos
& Sandborn, 2007). ElI numero de pacientes que padecen EIll ha aumentado
dramaticamente y la enfermedad puede provocar problemas graves de salud como
CCR,; asi, el riesgo de desarrollar cancer en estos pacientes es de un 5% tras 20

afos de enfermedad y de un 12% tras 25 afios (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 Gl de
su huésped (Shukla et al., 2017).

Bruneau y colaboradores (2018) reconocen a la microbiota como un “6rgano oculto”,
por sus funciones digestivas, metabdlicas e inmunes beneficiosas para su huésped.
A pesar de que cada individuo tiene una composicion especifica de
microorganismos, éstos realizan las mismas funciones en todos los seres humanos.

Ejemplo de estas funciones son: a) proteccion contra patégenos (efecto “barrera”);



b) sintesis de acidos grasos de cadena corta (AGCC); ¢) maduracion del tubo
digestivo (mantenimiento de la mucosa intestinal, produccion de moco, actividad
enzimatica de la mucosa); d) implicaciones en fenédmenos inflamatorios; entre

muchas otras.

Destacada mencién 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 promocioén de
células cancerosas, esto principalmente como consecuencia de la actividad de
enzimas bacterianas, entre las que se encuentran las B-glucuronidasas (B-GA). Las
B-GA hidrolizan compuestos conjugados de glucurénido, que ya se habian
inactivado en higado, pero que al llegar a colon vuelven a activarse por la accion de
estas enzimas, permitiendo la liberacion de metabolitos procarcinogénicos activos
al lumen intestinal, aumentando el riesgo de mutaciones en las células colonicas,
con la posterior formacion de tumores en el intestino grueso (Fiala, 1977; PerSe &
Cerar, 2010).

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

Un gran numero 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 sodico (DSS, agente promotor de tumores). El modelo
AOM/DSS reproduce la carcinogénesis colorrectal promovida por una fase inicial de
inflamacion aguda, mostrando un periodo de latencia mas corto que los modelos

basados en la administracion Uunica de AOM (Meira et al., 2008).

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

inyeccion intraperitoneal de AOM (10 mg/kg de peso corporal) y un sélo ciclo del



agente inflamatorio DSS (2%) en el agua de beber. Con este protocolo hay un rapido
desarrollo de mdltiples tumores en diversas cepas de ratones, entre ellas la cepa
exogamica CD1, en aproximadamente 12 semanas. El DSS disuelto en agua es
toxico 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 fendmenos disminuyen
significativamente después de 5 semanas desde el comienzo del tratamiento
AOM/DSS.

El desarrollo del cdncer en este modelo refleja el patron observado en los humanos.
Los tumores inducidos en ratones expuestos al tratamiento con AOM/DSS
recapitulan con precision la patogénesis observada en el CCR humano. Por
ejemplo, los tumores son muy frecuentes en‘la parte distal del colon, que también
es la ubicacion predominante de CCR espontaneo en el hombre. A menudo, estas
lesiones comienzan con un crecimiento polipoide y exhiben con frecuencia
caracteristicas histopatolégicas 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 algun fitoquimico en la etiologia del
CCR, debido a que varios marcadores histopatolégicos 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 activacidon e inactivaciéon del AOM

El AOM, metabolito carcin6geno de DMH, requiere de varios pasos metabdlicos
para su activacion (incluyendo N-oxidacion e hidroxilacion). Después de ser
inyectado via intraperitoneal, el AOM circula por la vena porta hasta llegar al higado,
donde es hidroxilado en metilazoximetanol (MAM). MAM es un compuesto

altamente inestable que se descompone de manera espontanea en formaldehido e



ion metildiazonio, el cual se sabe que es el carcindégeno final que puede alquilar
macromoléculas en el higado y el colon, y adicionar grupos metilo en la posiciéon O°8
o N’ de la guanina (O®%-metil-deoxiguanosina y N’-metil-deoxiguanosina) en la
molécula de ADN (Figura 1). Se ha demostrado que la metilacién en la posiciéon Q°
de la guanina es la principal lesion promutagénica producida por AOM (Delker etal.,
1998).

También en higado los diferentes metabolitos del AOM pueden ser conjugados por
enzimas de fase 2 de detoxificacion como la uridin difosfato glucoronosil-transferasa
(UGT), quinona Oxidorreductasa (NQO1) y glutation-S-transferasa (GST) a
metabolitos no tdxicos, los cuales son posteriormente eliminados a través de las
heces o la orina. Sin embargo, una vez en colon, la reactivacion puede darse a
través de las enzimas 3-GA propias de la microbiota colénica. De esta manera, el
metabolito toxico (MAM) que fue conjugado en higado mediante la glucuronidacion
es liberado o hidrolizado a nivel de colon, de donde se deriva el ion metildiazonio
que, al unirse al ADN, da origen a la formacion de aductos y finalmente al desarrollo
de tumores (Figura 1) (Fiala, 1977; PerSe & Cerar, 2010).
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(AOM)

CH3-[O]N=N- CHs
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Flavin-monooxigenasas
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v
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MAM glucuronidado > MAM
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lon metildiazonio > Of%-metilguanina

Aducto al ADN

Figura 1. Metabolismo de activacion y conjugacion del AOM en higado y colon
(Corpet &Taché, 2002). AOM: Azoximetano, MAM: Metilazoximetanol, UGT: Uridin
difosfato -glucoronosil-transferasa, NQO1: Quinona oxidorreductasa, GST: Glutatién-S-
transferasa. B-GA: actividad de 3-glucuronidasa.

2.1.5 Estrés oxidativo y CCR

Las especies reactivas de oxigeno (EROSs) incluyen: el radical superdxido (Oz2°), el
peréxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo (OH"), el oxigeno (O2) y el acido
hipocloroso (HOCI).

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

Las EROs pueden generarse por fuentes como los

de las reacciones del metabolismo. Se sabe que las EROs juegan un papel



importante en el mantenimiento de la homeostasis redox. Sin embargo, si el balance
entre la formacion y la eliminacién de las EROs se altera a favor de lo primero, estas
especies oxidantes inducen reacciones en cadena, capaces de dafar
macromoléculas de importancia biolégica (carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos
nucleicos), a este fendmeno se le denomina estrés oxidativo (EO).-El EO
desempeiia un papel importante en una variedad de procesos fisiologicos y

enfermedades, entre las que destaca el cancer de colon (Gyuraszova etal., 2017).

Los organismos vivos estan constantemente expuestos a numerosos desafios 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 exégenos

Desde el punto de vista quimico, un antioxidante es un compuesto quimico que
previene la oxidacion de otra especie quimica. Los antioxidantes desempefan un
papel fundamental en la proteccion de estructuras celulares que pudieran dafiarse
en reacciones que involucran radicales libres, pues éstos atacan a los acidos grasos
saturados en las membranas, causando asi peroxidacion de lipidos y disminucion
en la permeabilidad membranal, asi como dafio a proteinas membranales. También
se producen alteraciones en el ADN en condiciones de EO, con un incremento en
sus niveles de fragmentacién y modificaciones oxidativas en bases puricas y
pirimidicas. Estos procesos estan relacionados con el desarrollo de diversas
patologias, como enfermedades cardiovasculares, disfuncién cerebral, cancer,
entro otras. Por consiguiente, los compuestos antioxidantes son importantes
reguladores de EROs, de gran valor en la prevencion y/o progresién de dichas

enfermedades (Owuor & Kong, 2002).
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2.1.5.1.2 Mecanismos antioxidantes enddégenos enzimaticos y no enzimaticos

El sistema de defensa antioxidante estd conformado por numerosas enzimas
antioxidantes que trabajan en conjunto, e incluyen superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), quinona oOxidorreductasa (NQO1) y las enzimas del sistema
glutation: glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutation S-
transferasa (GST). A estas enzimas también se les conoce como enzimas de fase
2 o de detoxificacidn, ya que protegen a las células contra los efectos toxicos de
carcindgenos convirtiendo los electrdfilos reactivos en productos menos toxicos y

de mas facil excrecion para el organismo (Bhattacharyya et al., 2014).

En cuanto al sistema de defensa no enzimatico, el glutatiéon (GSH) se encuentra en
todas las células eucarioticas y es uno de los antioxidantes clave no enzimaticos en
el cuerpo. Generalmente, el glutatién esta presente en su forma reducida (GSH) y
junto con otras enzimas (antes mencionadas) forma parte del sistema glutation. En
la mucosa intestinal, el sistema. GSH sirve como una barrera antioxidante
(Bhattacharyya et al., 2014). El GSH no elimina directamente las EROs, mas bien
ayuda a mantener el equilibrio redox y participa en las reacciones enziméaticas

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

Es importante mantener y promover los niveles adecuados de los sistemas
endogenos de defensa antioxidante enzimaticos y no enzimaticos. Existe evidencia
de que compuestos naturales presentes en una dieta rica en frutas, vegetales y
cereales poseen multiples beneficios, relacionados particularmente con su
capacidad para inducir los sistemas antioxidantes enddgenos y atenuar los
procesos de EO e inflamatorios caracteristicos de varias patologias, entre ellas el
cancer (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 mas 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 aminoacidos esenciales
(metionina, cisteina, treonina, isoleucina, triptéfano, valina, leucina, histidina,
metionina, fenilalanina y tirosina) necesarios para el cuerpo humano (Biel et al.,

2009), entre otros nutrimentos importantes.

2.2.1 Produccion 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 basicamente como
alimento para animales y la avena grano para.consumo humano, siendo la primera
la que abarca un mayor volumen de produccidn 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 capita de avena en el pais es
de 2.2 kg (SAGARPA, 2018).
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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
paises productores Rusia, Canada, Estados. Unidos, Finlandia y Polonia (FEN,
2017). Sin embargo, los principales paises consumidores de avena grano, segun la
Fundacién Espafiola de la Nutriciébn (FEN, 2017), son Dinamarca con 9.49
kg/persona/afio, seguida del Reino Unido y Finlandia con 6.62 y 5.48
kg/persona/afio, respectivamente. Otros paises como Meéxico y Argentina
consumen cantidades' mucho menores: 0.66 y 0.64 Kkg/personal/dia,
respectivamente. En nuestro pais, 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, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP, 2013), las principales variedades de avena grano en México
son: Chihuahua, Karma, Avemex, Cevamex, Turquesa, Obsidiana Raramuri,
Papigochi y Saia. Villasefior y colaboradores (2009) reportaron que la variedad
Turquesa sobresali6 en mas de 120 evaluaciones a nivel nacional por su alto
rendimiento de grano y moderada resistencia a las diferentes plagas que han

prevalecido en el pais durante su periodo de evaluacién (2002-2008).
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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 B-
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 B-glucanos (Dodevska et al.,
2013), un polimero natural compuesto por moléculas de glucosa que estan unidas
por una serie de enlaces 3-D- (1—3) (1—4) (Queenan etal., 2007). Asi, el contenido
de B-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 [-glucanos son los
responsables de dichos efectos (Brennan & Cleary, 2005; Shen et al., 2012). De
este modo, a los B-glucanos se les han atribuido importantes beneficios fisiologicos
en el cuerpo, tales como: funcibn inmunomoduladora, hipolipidémica e
hipoglucémica (Shen-et al., 2011). Se piensa que los efectos fisiol6gicos modulados
por los B-glucanos estdn en parte mediados por la insulina y la secrecion de

hormonas gastrointestinales (Malkki & Virtanen, 2001).

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

Existen varias especulaciones sobre el mecanismo de accion de la fibra dietética en
el _cancer 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 composicion de la microbiota intestinal y el metabolismo local,
y aumentar el volumen de las heces (Bingham, 1990; Kim, 2000). Ademas, la fibra
soluble se fermenta en colon y produce AGCC (acetato, lactato, propionato y

butirato); algunos de los cuales son fuente de energia para el epitelio col6nico
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(Hijova et al., 2012; Bultman, 2014; Shen et al., 2016); mientras que, la fibra
insoluble suaviza el contenido fecal y acorta el tiempo de transito de las heces a
través del colon, ajustando asi la funcion intestinal para mantener la salud del colon
(Yapo & Koffi, 2008).

Se cree que los B-glucanos solubles aumentan la viscosidad del bolo alimenticio, lo
gue lleva a un retraso en el vaciado gastrico, un llenado intestinal mejorado y una
absorcién més lenta de nutrientes, lo que produce heces méas voluminosas y acelera
su paso a lo largo del intestino; esto reduce el tiempo de exposicion de los tejidos
del revestimiento intestinal a diversos irritantes y carcindbgenos presentes en los
desechos fecales (Singh & Belkheir, 2013). Ademas, se ha reportado que los B-
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 metabolicas bacterianas como B-glucosidasa,
B-GAy ureasa, las cuales transforman sustancias precarcinégenas en carcinégenas
(Roberfroid et al., 2010); ademas los B-glucanos pueden reducir el nimero de
algunas, cepas de E. coli y Clostridium sp., cominmente conocidas por su alta
actividad de B-GA (Wang & Gibson, 1993). La evidencia indica que los B-glucanos
de la avena pueden reducir la incidencia de cancer 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 fendlicos y, particularmente, las avenantramidas
(AVAs), las cuales han demostrado poseer efectos antioxidantes, antiinflamatorios
y antiproliferativos que resultan relevantes para la prevencion del cancer de colon
(Eudes et al., 2011).

2.2.3 Polifenoles de la semilla de avena

La avena posee polifenoles similares a los que estan presentes en otros cereales:
flavonas, como la apigeninay luteolina; isoflavonas, como la genisteina y daidzeina;

flavonoides, como la catequina; acidos hidroxibenzoicos, como el acido elagico;
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flavonoles, como el kaempferol, entre otros. Es importante resaltar que la avena
también posee compuestos fendlicos Unicos, que no estan presentes en otros

cereales, denominados avenantramidas (AVAs) (Kovacova & Malinov4, 2007).

2.2.3.1 Avenantramidas (AVAS)

La avena contiene un grupo unico de mas de 25 tipos diferentes de AVAs que
consisten en derivados de acido antranilico (amidas de acido antranilico) y
derivados de &cido hidroxicindmico (Figura 4) (Wang et al., 2014). Las tres AVAs
mas abundantes en la avena son AVA-A (2p), AVA-B (2f) y AVA-C (2c), que
contienen acido hidroxiantranilico y un tipo de acidos hidroxicinaminicos como p-

cumarico, cafeico o ferdlico, respectivamente (Peterson et al., 2002).

Las AVAs son compuestos fendlicos 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 concentracion en el salvado y las capas
externas del nucleo (Meydani, 2009). Asimismo, las AVAs son compuestos
producidos por la planta en respuesta a la exposicién a patégenos como hongos,

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

Acido cinamico

Compuesto Acido antranilico  Acido antranilico Acido cinamico

AVA-A  OH H  OH Acido 5-hidroxiantranilico Acido p-cumarico
AVA-B OH OCHs; OH Acido 5-hidroxiantranilico  Acido ferulico
AVA-C OH OH OH Acido 5-hidroxiantranilico  Acido cafeico

Figura 4. Estructura quimica de las avenantramidas (AVAs) (Koenig, 2011).
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2.2.3.2 Papel de los polifenoles de la avena en la prevencion del CCR

Cereales como la avena son una fuente importante de compuestos fendlicos y, en
afos 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 cientifica de los compuestos fendlicos de la avena se centra
particularmente en el estudio de las propiedades benéficas de AVAs. Estas amidas
fenodlicas tienen propiedades antioxidantes y beneficios terapéuticos potenciales
que incluyen efectos antiinflamatorios, antiproliferativos y antigenotéxicos (Eudes et
al., 2011), mecanismos importantes para la prevenciony el tratamiento del cancer.
Por ejemplo, se ha descubierto que la actividad antioxidante de AVAs es 10-30
veces mayor que la de los componentes tipicos de los cereales: acido ferulico,
acidos hidroxibenzoicos, &cido vanilico, acido siringico y vanilina (Dimberg et al.,
2005; Meydani, 2009; Yang et al., 2014).

Un estudio realizado en 4 lineas celulares de cancer de colon demostro 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 expresion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y a través de la
inhibicién de la produccion de prostaglandina E2 (PGE2) en macréfagos (Guo et al.,
2010). Asimismo, un extracto enriquecido de AVAs demostro inhibir la activacion in
vitro del factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las células B activadas
(NF-kB), regulador de genes asociados a la inflamacion (Eudes et al., 2014).

Por su parte, un estudio con animales de laboratorio reporté un incremento en la
induccion de mecanismos de defensa antioxidante en diversos 6rganos, 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
biotransformacion, en especial las enzimas de detoxificacion de fase 2, que en

condiciones fisiologicas se expresan constitutivamente a niveles relativamente
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bajos y que promueven la eliminacién de carcinogenos enddégenos o0 ambientales.
Asi, estos compuestos sirven como activadores transcripcionales para la expresion
de GST, NQO1, hemo oxigenasa 1 (HO1), entre otras enzimas antioxidantes y de
fase 2, asi como las enzimas que participan en la sintesis de glutatién reducido
(GSH), a través de la union del factor nuclear relacionado con el eritroide 2 tipo 2
(Nrf2) al elemento de respuesta antioxidante/electrofilo (ARE/EpRE), el cual es
fundamental en la regulacion del sistema de defensa celular y que se ha descrito
como un objetivo importante para lograr la quimioprevencion (Owuor & Kong, 2002;
Eggler et al., 2008).

En general, estos estudios sugieren que los polifenoles de la avena, entre los que
destacan las AVAs, podrian contribuir a la actividad anticancerigena, antioxidante y

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

2.2.3.3 Papel de lagerminacion en el incremento del contenido de compuestos
fendlicos de la avena

En general, el proceso de germinacion aumenta el valor nutricional de los granos
(Tian et al., 2010). Mattila y colaboradores (2005) sugirieron que la germinacion
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 germinacion. Este incremento ocurre
principalmente por la activacion de la enzima hidroxiantranilato N-hidroxicinamoil

transferasa implicada en la sintesis de AVAs durante la germinacion (Boz, 2015).

Dentro del grupo de trabajo, y como primera etapa de este proyecto global, se
realizd la germinacion 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 dias, en base a
estudios previos en el laboratorio. Una vez realizada la germinacion, el germinado
de avena se tritur6, homogeniz6é y caracterizé en términos de fibra soluble e

insoluble (%) mediante el kit Megazyme [-glucan assay mixed linkage marca
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megazyme (Wicklow, Irlanda) (McCleary & Codd, 1991), contenido de compuestos
fendlicos (Singleton & Rossi, 1965) y antinutricios (acido fitico por el método de Latta

& Eskin, 1980), y la composicion 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 germinacion
mejora algunas caracteristicas nutracéuticas de la avena, particularmente el
contenido de compuestos fendlicos, pero disminuye el porcentaje de fibra soluble e

insoluble.

Tabla 1. Contenido de CFT, fibra insoluble, fibra soluble, fibra total, acido fitico y
composicion proximal en avena variedad Turquesa y GA (25 °C/60% HR)

Muestra CFT!? insli)i:)l;glez soFIi:l;?eZ Fibra total? ﬁfl::‘l‘i
Segg':ade 0.64+001% 5504+1.89° 18.49+0.74% 73.53+2.512 0.44 + 0.00°
GA 279+0.06° 30.87+423° 228+052° 33.15+4.65° 0.040.00°
Proteina? . Carbohidratos? Grasa? Cenizas? Humedad?
Se;‘/g':ade 883+ 023 7337+11°  441+020° 399+030° 9.4+0.7°

GA 10.05 + 0.04° 71.08 £0.7° 5.55+0.01° 3.62+0.10° 9.7+0.22

Los resultados se reportan como la media + DE. Los resultados se expresan en base seca (BS),
excepto para la humedad. ! expresado como mg EAG/g. 2 expresado como porcentaje (%), 3
calculado por diferencia. Diferente letra indica diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (a =
0.05). EAG: Equivalentes de acido galico, CFT: Compuestos fendlicos totales, GA: Germinado de
avena.

Por lo que resultd de interés para este proyecto evaluar la actividad
anticarcinogénica tanto del germinado de avena (GA) como de su extracto alto en
compuestos fendlicos-AVAs (AVAs) y explorar la contribucion de la fraccidn fendlica

en esta actividad biolégica con la finalidad de proponer, a al menos uno de ellos,
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como una alternativa nutracéutica para la prevencion del CCR, esto bajo el
entendimiento de que “nutracéutico” fue un término acuiado 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 prevencion o proteccion contra

enfermedades cronicas — no transmisibles como el cancer (Varzakas et al., 2016).
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[ll. OBJETIVOS

Objetivo general:

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

en AVAs en un modelo in vivo de CCR.

Objetivos especificos:

Evaluar el efecto quimioprotector de germinado de avena y su extracto fendlico alto
en AVAs sobre el desarrollo de CCR mediante analisis histopatolégico del tejido

colénico.

Determinar la capacidad del germinado de avena y del extracto fendlico alto en
AVAs para disminuir la actividad de la enzima bacteriana 3-glucuronidasa y el pH

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

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

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

4.1 Materiales
4.1.1 Quimicos

El carcindbgeno azoximetano (AOM) y el dextrano sulfato sodico (DSS), asi como los
reactivos para las determinaciones enzimaticas y no enziméticas tales como:
albumina bovina (BSA), dicumarol, flavin-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-acido
nitrobenzoico (DTNB), acido 5-sulfosalicilico (SSA) y glutation reducido (GSH) se
adquirieron de la marca Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Nicotin-adenin-

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

La determinacion de proteina se realizo por el método del acido bicinconinico (BCA)

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

El sustrato B-glucurénido-fenolftaleina para el ensayo de la actividad de la enzima

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

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

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

4.1.2 Biolégicos

Semilla de avena (Avena sativa L.)

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

Forestales, Agricolas 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 llevé a cabo en las instalaciones de la Facultad de Quimica de la
UAQ. Previamente, dentro del equipo de trabajo, y como parte de la primera etapa
del proyecto, se realiz6 la germinacion de la semilla de avena en la oscuridad
durante 5 dias a 25°C y 60% humedad relativa (HR). Una vez realizada la
germinacion, el germinado se trituré en un molino.mecanico y el tamafio de particula
se homogenizé con un tamiz de niumero de malla 80. A la harina obtenida se le
determind el porcentaje de fibra soluble e insoluble mediante el kit Megazyme -
glucan assay mixed linkage marca megazyme (Wicklow, Irlanda) (McCleary & Codd,
1991), contenido de compuestas fendlicos (Singleton & Rossi, 1965) y antinutricios
(acido fitico por el método de Latta & Eskin, 1980), y la composicion proximal (por
los métodos de la AOAC); humedad (método 925.10), grasa (método 920.85),
cenizas (método 923.03) y proteina (método 920.87) (datos no publicados de
Rosas-Pérez, 2018).

4.2.1 Preparacién del extracto fenolico alto en AVAs

El extracto fendlico alto en AVAs que se administré al modelo animal de CCR se
preparé 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 agitacion durante 1 h a 1000 g. Posteriormente,
los extractos se centrifugaron a 3000 g por 10 min y se recupero el sobrenadante;
al pellet resultante se le adicionaron 40 mL de acetona (70:30) y se agit6 durante 1
h a 1000 g para después volver a centrifugar a 3000 g por 10 min. El sobrenadante

obtenido se mezclo con el primer sobrenadante y se concentré por rotaevaporacion
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durante 24 h para eliminar los solventes (Rodriguez-Gonzalez et al., 2018). El
extracto fendlico se almacend a -20 °C, condicion en la que permanecio hasta su

uso.

4.2.2 Cuantificacion de compuestos fendlicos por UPLC-PDA

Se inyectd 1 pyL de muestra a un sistema de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (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 us6 como fase moévil (A) agua 7.5 mM acido férmico, y fase movil (B)
acetonitrilo. Los gradientes de inyeccion fueron los siguientes en la proporcion (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 inyeccion.  Para la cuantificacion de los
compuestos fendlicos, flavonoides y AVAS presentes en el extracto se utilizaron
estandares 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
Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ) (No. de Dictamen
CBQ18/069). Eneste 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 permitian la entrada de luz y aire y
se encontraban ubicadas en las instalaciones de la Facultad de Quimica de la UAQ.
La limpieza de éstas se realizé de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999. Durante la
fase experimental, los animales tuvieron acceso a alimento y agua ad libitum. El

peso de los animales se registr6 semanalmente.
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Después de 2 semanas de adaptacion, los tratamientos (germinado de avena y su
extracto fendlico alto en AVAs) se administraron diariamente mediante canulacion
(via intragéastrica) (Figura 5). Para lo anterior, los animales se dividieron

aleatoriamente de la siguiente manera:

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

20 pL de solucién salina grado farmacologico (vehiculo).

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

dosificados con 20 uL de solucién salina grado farmacoldgico.

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

de extracto fendlico alto en AVAs por dia (equivalentes en fenoles totales).

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

por dia (equivalentes a 0.084 mg de extracto fendlico alto en AVAS).
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Figura 5. Diagrama de los grupos experimentales del modelo in vivo de CCR. AOM:
Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sédico, AVAs: Extracto fendlico alto en AVAs, GA:
Germinado de avena.

4.2.3.1 Induccién de cancer de colon con AOM/DSS

Los tratamientos (0 en su defecto, la solucion salina) se dosificaron durante 2
semanas continuas al inicio del experimento. Posterior a éstas, se llevo a cabo la
induccion de la carcinogénesiscon el compuesto azoximetano (AOM, marca Sigma-
Aldrich), mediante inyeccion intraperitoneal (10 mg/kg). Al grupo sano se le
administré via intragastrica solucion salina grado farmacoldgico a la misma dosis.
El dia posterior a la.induccion, los animales no recibieron tratamiento alguno;
después de este dia de descanso, se retomo la dosificacion de tratamientos GA y
AVAs por-5 dias més. Inmediatamente después se administr6 dextrano sulfato
sédico (DSS, marca Sigma-Aldrich), como promotor de la inflamacion, al 2% p/v en
el agua de beber por 7 dias (Tanaka, 2009; De Robertis et al., 2011). Transcurrido
ese periodo de tiempo, los tratamientos GA y AVAs continuaron dosificandose de

manera normal hasta un dia 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 B-GA. Para ello, se alojo a los animales en jaulas metabdlicas
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metalicas (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; condicion en la que permanecieron hasta su
analisis. Durante la recoleccion de muestras, los animales tuvieron acceso a

alimento y agua ad libitum.

4.2.3.3 Sacrificio de animales y obtencion de muestras

Al término de la semana dieciséis, los ratones se sacrificaron por decapitacion de
acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999; actividad que fue realizada por el M. en C.
Alfredo Rodriguez Cruz, quien cuenta con amplia experiencia en el sacrificio de

animales de laboratorio mediante esta técnica fisica.

Durante el sacrificio se recolectaron, de cada animal, sangre periférica, los 6érganos
de interés (higado, colon y ciego); asi como los contenidos coldnico y cecal. Los
organos se removieron, se enjuagaron con solucion salina grado farmacologico y
se congelaron en nitrogeno liquido. Todas las muestras recolectadas se

almacenaron a -70 °C, condicién en la que permanecieron hasta su analisis.

Inmediatamente después de la obtencién de sangre, ésta se proceso para lisar los
eritrocitos y separarlos del plasma. Brevemente, una vez guillotinado el animal, se
recolecto la sangre en tubos microtainer EDTA y se mezclo por inversion para evitar
la formacion de codgulos. Inmediatamente, la muestra se colocé en hielo y se
centrifug6 a 1370 g por 10 min a 4 °C. El plasma se separd, se recolectd en tubos
tipo Eppendorf de 1.5 mL y se almacené a -4 °C; una vez concluido el sacrificio se
llev6 a -70 °C. Los eritrocitos se lisaron de la siguiente manera: se agreg6 1 volumen
de agua destilada (1:1) a la muestra y se llevo a agitacion en Vortex por 10 s e

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

almaceno en tubos tipo Eppendorf de 1.5 mL y se almacend a -70 °C.
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Los desechos biolégicos como cadaveres, sangre y objetos pulso cortantes

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

“Material biologico de desecho” el cual fue desechado de acuerdo con la NOM-087-
ECOL-SSA1-2002.

4.2.4 Analisis macroscopico de las lesiones coldnicas

Durante el sacrificio se llevo a cabo la clasificacion macroscopica y cuantificacion

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

de Astler & Coller (1954). Las lesiones macroscopicas colonicas pueden definirse

de la siguiente manera (Figura 6):

Tumores sésiles (A): Protuberancias sobre la superficie de la mucosa con un
didmetro mayor que el de su union a la mucesa y muy cercanos a la misma.
Tumores pedunculados (B): Pdlipos con tallo claramente visible.

Tumores exofiticos (C): Tumores usualmente polipoides que sobresalen
hacia la luz; presentan margen elevado con una cavidad central y una masa
subyacente lobulada.

Tumores endofiticos (D): Tumores en forma de meseta o ulcerativos con
tendencia ligera onula 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 identificacion de las lesiones, el colon completo (seccidén proximal y distal)

se removid, se enjuagd con solucion salina grado farmacologico, se abrid

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

4.2.5 Analisis histopatologico

Una vez identificadas, las lesiones macroscépicas se retiraron y la mitad de las
muestras de colon se fijaron en una solucion de formaldehido al 10%, se realizaron
3 cortes por tejido para una posterior inmersion en parafina, microdiseccion y tincién
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 asi poder clasificar a las muestras en tejido normal, displasia y
adenocarcinoma. Para el grado de displasia, la evaluacién se realizé 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 congelé en nitrégeno liquido y se almacen6 a -70 °C,

condicion en la que permanecieron hasta su analisis.

El analisis histopatologico estuvo a cargo del Dr. Marco Alonso Gallegos Corona,
profesor investigador a cargo del laboratorio de Patologia de la Facultad de
Medicina de la UAQ. Una segunda evaluacion histopatologica estuvo a cargo de la
Dra. Ericka de los Rios de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro.
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4.2.6 Analisis de pH

Los contenidos cecales, colonico y muestras de heces se suspendieron en agua
HPLC en una relacién 1:5 (p/v), se homogenizaron con ayuda de un Vortex y se

determind su pH usando un potenciémetro (Nakanishi et al., 2003).

4.2.7 Determinacion de la actividad de la enzima B-glucuronidasa (B-GA)

La actividad de la enzima bacteriana B-glucuronidasa (B-GA) se determiné en
contenido cecal, colénico y muestras de heces de acuerdo con o descrito por
Fishman y colaboradores (1948). Se homogeniz6 0.05 g de muestra en agua HPLC
(relacion 1:5 p/v), usando un pistilo. Posteriormente, la muestra se sometio a
sonicacion en un bafio ultrasonico durante 3 min a4 °Cy se centrifug6 a 500 g por
15 min. Se recolecto el sobrenadante y se determiné la actividad enzimatica. Para
la reaccion se coloc6 en tubos de polipropileno estériles de 15 mL, 0.8 mL de PBS
0.002 M, 0.1 mL del sustrato B-glucuronido-fenolftaleina 1 mM y 0.1 mL del
sobrenadante cecal, colonico o fecal. La reaccion se incub6 por 1 h a 37 °C y se
detuvo con 2.5 mL de glicina alcalinay 1.5 mL de agua HPLC. Una vez detenida la
reaccion, 300 puL de cada muestra se transfirié a placas de 96 pozos. Las muestras
se leyeron inmediatamente por espectrofotometria a una longitud de onda de 540
nm en el lector de microplacas modelo Varioskan Flash (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA). Posteriormente, se calculd la cantidad de

fenolftaleina liberada mediante una curva estandar de fenolftaleina (ver Anexo 8.2).

4.2.8 Determinacion de los sistemas de defensa antioxidante
4.2.8.1 Cuantificacién de proteina en eritrocitos

Para poder expresar los resultados de la cuantificacion de glutation reducido (GSH)
en eritrocitos lisados era necesario conocer la concentracion de proteina en las
muestras. Para ello, el contenido de proteina se determiné mediante el método del
acido bicinconinico (BCA), cuantificado con el kit de BCA (Pierce, Thermo
Scientific), empleando albumina bovina como estandar (2 mg/mL). Se realizé una

dilucion 1:50 de los eritrocitos lisados con agua destilada. Posteriormente, se
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colocaron 50 pL de eritrocitos diluidos en placas de 96 pozos (tres pozos por
muestra) y se agregaron 250 pL de la solucion de trabajo para la determinacion de
proteina (ver Anexo 8.3) en cada pozo. La placa se incubé 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 Determinacion de los niveles de glutation reducido (GSH)

La concentracion de GSH se determiné en eritrocitos lisados por el método de
Ellman (1985), basado en la habilidad del grupo SH para reducir acido 5,5 -ditiobis
dinitro benzoico (DTNB) a acido 5-thio-2-nitrobenzoico (TNB). Los niveles de GSH
en las muestras se calcularon extrapolando la absorbancia de las muestras en una
curva de calibracidon realizada previamente 'y los resultados se expresaron en
UM/mg de proteina. Para la realizacion de la curva estandar de GSH, las soluciones
se adicionaron en el siguiente orden: solucion amortiguadora Tris-EDTA (TRIS 0.2
M, EDTA, 0.02 M; pH 8.2), solucion de trabajo de GSH 0.6 mM, metanol y solucién
de DTNB 2.46 mM (ver Anexo 8.4). La reaccion se inicié con la adicion de este
altimo reactivo y se incubd por 5 min a temperatura ambiente y protegido de la luz.
Las muestras se leyeron inmediatamente por espectrofotometria 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 precipitd
previamente la proteina con el siguiente procedimiento: en un tubo Eppendorf se
adicionaron 100 pL de eritrocitos lisados y 100 pL de acido sulfosalicilico (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 recuperé el sobrenadante y se coloc6é en un nuevo
tubo Eppendorf. De este nuevo tubo se tomaron 50 pL para colocarse en placas de
96 pozos (tres pozos por muestra) y se adicionaron 150 pL de solucion
amortiguadora Tris-EDTA, 80 pL de metanol y 20 uL 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 estandar.

4.2.8.3 Preparacion de homogenados citosoélicos

Para la determinacion de GST y NQO1 se emplearon homogenados citosélicos de
higado y colon, los cuales se prepararon de la siguiente manera: se pesaron 0.1 g
de higado y 0.15 g de colon descongelados en hielo y se colocaron en tubos
eppendorf con 0.4 mL/0.6 mL (higado/colon) de solucién amortiguadora Tris-
sacarosa (ver Anexo 8.5). Las muestras se homogenizaron con un pistilo hasta que
no fue visible ningiin grumo de tejido y se centrifugaron a 8,750 g durante 20 min a
4 °C (Andreas Hettich GMBH & Co. KG, Alemania). Se recuper6 el sobrenadante y
se centrifugd a 100,000 g durante 60 min a 4 ° C en una ultracentrifuga (Beckman,
EUA). Se recuper6 el citosol con una pipeta Pasteur y se alicuotd en tubos
Eppendorf de 1 mL para su posterior almacenamiento a -70 ° C para la
determinacion de la actividad de GST y NQOL1.

4.2.8.4 Cuantificacién de proteinas en los homogenados citosélicos

El contenido de proteina se determiné mediante el método del acido bicinconinico
(BCA), cuantificado.- con el kit de BCA (Pierce, Thermo Scientific), empleando
albumina bovina como estandar (2 mg/mL). Se realizaron dos diluciones diferentes
de los citosoles (1:80 para los homogenados de higado y 1:20 para los de colon)
con solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 6.5. Posteriormente, se colocaron
50 uL de citosol diluido en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra) y se
agregaron 250 pL de la solucién de trabajo para la determinacién de proteina (ver
Anexo 8.3) en cada pozo. La placa se incubé 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.
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4.2.8.5 Determinaciéon de la actividad de la enzima glutatiéon S-transferasa
(GST)

Este método se basa en la reaccion catalizada por esta enzima entre GSH vy 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 citosoélicos de higado y
colon (para muestras de higado se emple6 una dilucién 1:40 para grupos sano y
control, y una dilucion 1:80 para ambos grupos con tratamiento, para muestras de
colon, se utilizé una dilucién 1:2 para todos los grupos). Se colocaron 50 pL de
homogenados citosolicos diluidos en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra),
se agregaron 100 pL de una solucion de trabajo de GSH 3 mM y en seguida se
adicionaron 150 pL de la solucion de trabajo CDNB 2 mM en cada pozo, evitando
la formacién de burbujas (ver Anexo.8.6). La formacién del conjugado CDNB-GSH
por la enzima GST se monitore6 inmediatamente por espectrofotometria a una
longitud de onda de 340 nm a 25 °C en un periodo de 2 min de reaccion en el lector
de microplacas modelo Varioskan Flash (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA), obteniéndose lecturas cada 20 segundos. La actividad de

GST se expreso en nmol de producto formado por mg de proteina por min.

4.2.8.6 Determinacion de la actividad de quinona oxidorreductasa (NQO1)

La formacion 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 espectrofotometria a 610

nm después de 5 min de reaccion (Prochaska et al., 1992).
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Se realiz6 una dilucién 1:10 para los homogenados citosolicos de higado, y una
dilucion 1:4 para los de colon. Se tomaron 50 uL de homogenado citosolico diluido
por pozo y se colocaron en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra). Se
agregaron 200 pL de solucion amortiguadora de trabajo TRIS 0.025 M, pH 7.4, a la
gue previamente se le adicionaron los cofactores y la menadiona (ver Anexo 8.7).
La reaccion se detuvo a los 5 min con 50 pyL de una solucién amortiguadora de
fosfatos 0.025 mM, que contenia 2 pL de dicumarol preparado en NaOH 0.1 N a
una concentracion de 20 mg/mL. La placa se leyo a los 5 min por-espectrofotometria
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 proteina por min.

4.2.9 Andlisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media + la desviacion estandar (DE), excepto
para los resultados de las determinaciones del modelo in vivo, los cuales se
expresaron como la media + error estandar (EE). Se empled la prueba de x? para
determinar las diferencias en la incidencia de adenocarcinomas y grado de displasia
en el modelo in vivo. La evaluacion estadistica de la actividad de B-GA, pH y
mecanismos de defensa antioxidante se realizé mediante un analisis de varianza
(ANOVA), seguida de una comparaciéon de medias por la prueba de Tukey (para
comparar todos los grupos) (a = 0.05). La correlaciéon de Pearson se empleé para
determinar la asociacion entre los diversos parametros evaluados (a = 0.05). Los

analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico JMP version 11.0.0.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos por UPLC-PDA

Los compuestos fendlicos son productos secundarios del metabolismo de las
plantas y se caracterizan estructuralmente por la presencia de al menos un anillo
aromatico que tiene uno o mas grupos hidroxilo (Bei et al., 2017). En este estudio,
se realizé un perfil fitoquimico del GA suministrado al modelo animal para cuantificar
los polifenoles presentes en dicha matriz alimentaria. Los resultados del perfil
fitoquimico se muestran en la Tabla 2.

Dieciséis compuestos diferentes fueron identificados (1 flavonoide, 11 &cidos
fenolicos y 4 AVAS). Los &cidos salicilico y shikimico se encontraron en mayor
proporcién 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 fendlicos, teniendo en comun Unicamente 4 acidos fendlicos: ferdlico,
0-cumarico, p-cumarico y siringico; siendo los mayoritarios el acido fendlico y p-
cumarico. La variedad Turquesa coincide con los compuestos fendlicos encontrados
por Multari y colaboradores; sin embargo, difiere en los &cidos fendlicos mas
abundantes. Esto se debe a que en los cereales la concentracion de los compuestos
fendlicos esté fuertemente influenciada por el tipo de grano, la variedad, la parte del
grano analizada, entre otros (Gangopadhyay et al., 2015).

En los ultimos afios, los germinados han cobrado relevancia como alimentos
funcionales debido a que aportan una calidad nutritiva superior y beneficios a la
salud en comparaciéon con las semillas normales (Aborus et al., 2018). De esta
manera, los germinados ofrecen ademas de vitaminas, minerales y aminodacidos,
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 fendlicos libres presentes en el GA cuantificados
mediante UPLC-PDA

Compuesto RT Concentracion

FLAVONOIDES
Miricetina 12.7 0.80+£0.80

ACIDOS FENOLICOS

Acido quinico 2.6 0.53 + 0.46
Acido shikimico 2.6 2.13+0.92
Acido 4-O-cafeoilquinico 8.0 1.33+0.46
Acido 4-hidroxibenzoico 8.2 0.80 £ 0.00
Acido siringico 8.9 0.27 £ 0.36
Acido p-cumarico 9.9 0.27 + 0.46
Acido cafeico 9.9 0.80 + 0.00
Acido ferdlico 10.4 0.27 £0.36
Acido benzoico 11.5 0.53 +0.46
Acido salicilico 11.6 2.13+0.92
Acido trans-cinamico 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 retencion calculado en min.

Aborus y colaboradores (2018) germinaron y analizaron el perfil fitoquimico de dos
variedades de avena (Golozrni y Jadar), encontrando 9 &cidos fendlicos y 7
flavonoides; pese a que no podemos comparar sus resultados con los obtenidos en
este estudio por tratarse de variedades diferentes, si podemos decir que existen

acidos fendlicos en comun entre las tres variedades (cumarico, cafeico, ferulico,
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siringico e hidroxibenzoico), aunque la concentracion varia drasticamente entre
ellas; situacion similar a lo que ocurre con el flavonoide en comun para las tres, la

miricetina.

En lo que respecta al contenido de AVAs, se cuantificaron las tres AVAs mas
abundantes en la avena (A, B, C) y la AVA-2fd, encontrando que todas ellas oscilan
en una concentracion 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
incrementd 25 veces por efecto de la germinaciéon. Sin embargo, €ellos encontraron
que las 3 AVAs méas 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 cuantificacion total podria estar

subestimando el contenido total de AVASs.

5.2 Efecto quimioprotector de germinado de avena y su extracto fendlico
sobre el desarrollo de cancer de colon

La evidencia cientifica 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 prevencion y tratamiento del cancer. Por lo anterior, este
proyecto se centrd en evaluar el efecto quimioprotector de germinado de avena (GA)
y su extracto fendlico (AVAS) en un modelo animal de CCR.

5.2.1 Ganancia de peso y sobrevivencia

Durante el periodo experimental de 16 semanas se registrd6 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 experimentacion, 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 £ 1.10y
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38.9 + 1.03 g, respectivamente. No se encontraron diferencias estadisticas
significativas en el peso final entre los grupos experimentales (a = 0.05) (Figura 7).
Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones experimentales, el agente
inductor y promotor de la carcinogénesis (AOM + DSS), asi como los tratamientos
con GA y AVAs, no ocasionaron efectos adversos relacionados con la absorcion-de
nutrientes y el crecimiento o desarrollo de los animales de experimentacion. Sin
embargo, observamos molestias anales en algunos ratones a partir de la semana
14 de induccién con AOM/DSS. En el grupo control AOM +-DSS, 4 animales
presentaron sangrado rectal y 5 animales desarrollaron prolapso anal; mientras que,
s6lo 2 animales del grupo AVAs y 3 del grupo GA desarrollaron sangrado anal, y
uno de cada grupo, prolapso anal. Ademas, se observaron heces con sangre desde
la semana 15 en el grupo control AOM + DSS. Asi mismo, las heces a partir de esta
semana comenzaron a perder consistencia, particularmente en el grupo control
AOM + DSS se presenté de manera mas 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/dia) y AVAs (0.084 mg/dia) e

inducidos con AOM + DSS. AVAS: Extracto fendlico alto en avenantramidas, GA: Germinado
de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sédico. 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

cancer (datos no mostrados).

5.2.2 Evaluacion macroscoépica del colon en ratones con cancer de colon

Las lesiones encontradas en el colon de cada uno de los animales se clasificaron
de forma macroscépica. Dentro de esta clasificacidbn se encuentran las lesiones
tempranas, denominadas placas, y las lesiones mas avanzadas, denominadas
polipos o tumores. Estos ultimos se definen como una protuberancia de células que
sobresalen hacia el lumen intestinal, se caracterizan por tener una division celular

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

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

placas polipos

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

En la Tabla 3 se muestran los resultados derivados del recuento de placas
encontradas en los animales del modelo experimental. El grupo sano presentd una
incidencia de placas del 10%; esto debido a la susceptibilidad de la cepa para
desarrollar espontdneamente 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 comparacion con el grupo control (60%). De acuerdo con el
andlisis de y? (a-= 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 lesion temprana de dafio en la mucosa colénica

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

Otros parametros que se evaluaron fueron el nimero promedio de placas que indica
el nimero total de placas encontradas entre el nimero de ratones del grupo y la
multiplicidad que representa el numero total de placas en el grupo entre el nimero
de ratones que presentaron dichas lesiones; este Ultimo es un indicador de la

agresividad de la enfermedad y de la efectividad de los tratamientos. Tanto el
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namero 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 comparacion con el
grupo control. Es importante recalcar, que si bien, los animales de los grupos con
tratamiento mostraron un promedio mayor de placas en comparacion con el grupo
control, esta tendencia no resulta desfavorable ya que una placa es una lesién
temprana benigna, que no ha evolucionado a poélipo adenomatoso (el cual se
considera precursor del CCR) (Astler & Coller 1954; Tanaka, 2009; Dulal & Keku,
2014).

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

. Promedio
Total  Numero Incidencia* de placas T
Grupo de de (%) por Multiplicidad®
ratones placas -
ratén
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 relacién del nimero'de animales con placas entre el nUmero total de ratones en el
grupo. "Promedio: la relacion del nimero total de placas entre el nUmero total de ratones en el grupo
+ error estandar. SMultiplicidad: la relacién del nimero total de placas entre el nimero de animales
con placas. AVAS: Extracto fendlico alto en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM:
Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sédico. *Indica diferencia estadistica significativa de acuerdo

con la prueba de ¥2(a = 0.05).

La Tabla 4 muestra los resultados del conteo de p6lipos o tumores encontrados en
los animales de los diferentes grupos. Se observaron lesiones pedunculadas,
sésiles, exofiticas y endofiticas en el colon proximal y distal (Astler & Coller, 1954).
Como era de esperarse en el grupo sano no se presentd incidencia de pélipos;
mientras que, el grupo control AOM + DSS presento un aumento del 80% en la
incidencia de estas lesiones comparandolo con el grupo sano. En el grupo control
AOM + DSS se identificaron en mayor proporcién los polipos sésiles, seguido de los
pedunculados. Se considera que los primeros poseen mayor malignidad debido a

gue tienen una base de implantacion amplia, sin tallo, sobre la superficie de la

41



mucosa, por lo que la degeneracion de las células llega antes a la base. Los
segundos presentan un tallo de implantacion visible, lo que representa una menor
malignidad porque el dafio a las células tarda en llegar a la base de sujecion
(Tanaka, 2012).

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

. Promedio
Total  Numero Incidencia* de pdlipos TR
Grupo de ,c!e (%) iy Multiplicidad®
ratones palipos raton**
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

“Incidencia: la relacion del nimero de animales con pélipos entre el nimero total de ratones en el
grupo. “Promedio: la relacion del nimero total de polipos entre el nimero total de ratones en el
grupo. SMultiplicidad: la relacién del nimero total de pélipos entre el nimero de animales con pélipos.
AVAS: Extracto fendlico alto en avenantramidas (0.084 mg/dia), GA: Germinado de avena (30
mg/dia), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sddico. *Indica diferencia estadistica
significativa de acuerdo con la prueba de x2(a = 0.05).

Los grupos tratados con GA y AVAs mostraron una incidencia del 30 al 42.5% menor
en comparacion con el-grupo control, respectivamente. En el caso del grupo GA,
todos los pélipos cuantificados fueron pedunculados. El grupo AVAs presento estas
mismas lesiones y un pélipo sésil. De acuerdo con el andlisis de y? (a = 0.05), el
grupo significativamente diferente fue el sano. Sin embargo, aunque los grupos con
tratamiento no resultaron ser estadisticamente diferentes en comparacion con el
grupo control (AOM + DSS), la aplicacion de los tratamientos disminuyé el nimero

de animales que desarrollaron padlipos.

En resumen, los resultados obtenidos en el conteo de placas y pélipos o tumores
sugieren que los fitoquimicos presentes en ambos tratamientos (GA y su extracto
fendlico alto en AVAS) podrian estar bloqueando, inhibiendo o retardando el proceso

de carcinogénesis, en particular durante la etapa de promocion a transformacion
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gue es donde las lesiones tempranas (placas) evolucionan a lesiones neoplasicas
gue pueden ser malignas (cancerigenas), probablemente a través de alguno de los
siguientes mecanismos evaluados in vitro: inhibicion de los efectos genotoxicos,
aumento de la actividad antioxidante y antiinflamatoria, inhibicion de proteasas y la

proliferacion celular, y modulaciéon de la apoptosis (Neergheen et al., 2010).

Dentro de este analisis macroscépico se analiz6 también la distribucion de las
lesiones (placas y polipos) en el colon. Se encontraron ambos tipos de lesiones
tanto en la zona proximal como en la zona distal del colon, siendo esta ultima la que
presenté un mayor numero de placas (de 0 a 17) y polipos (de 0'a 42), mientras que
en la zona proximal ambas lesiones se presentaron en menor cantidad (de 0 a 1)
(Tablas 5y 6). Esta distribucion de lesiones concuerda con lo reportado por diversos
autores (PerSe & Cerar, 2010; Tanaka, 2012), quienes reportan que animales
inducidos con AOM presentan por lo general un mayor nimero de pélipos y tumores
en la zona distal en comparacion con la zona proximal del colon. Esto podria
deberse a que la densidad de las lesiones preneoplasicas aumenta
progresivamente; es decir, es mas alta en el colon medio y distal que en el proximal,
lo que concuerda con ‘la -ubicacibn predominante de los adenomas vy

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

Tabla 5. Distribucién 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 fendlico alto en avenantramidas (0.084 mg/dia), GA: Germinado de avena (30
mg/dia), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sodico. Valores entre paréntesis indican
cantidad total de placas.
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Tabla 6. Distribucion por zona de podlipos 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 fendlico alto en avenantramidas (0.084 mg/dia), GA: Germinado de avena (30
mg/dia), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sodico. Valores entre paréntesis indican
cantidad total de pdlipos.

5.2.3 Evaluacién histopatolégica del colon de ratones inducidos con
AOM/DSS y tratados con germinado de avena y su extracto fendlico alto en
AVAs

Las imagenes representativas de la evaluacion del tejido colonico distal,
previamente tefiido con hematoxilina-eosina (H&E), se muestran en las Figuras 9y
10.

En un colon sano se puede observar la estructura tubular caracteristica de las fosas
cripticas o criptas de Lieberkihn, ademés, se aprecian en mayor cantidad las
células caliciformes, encargadas de la secrecion de mucinas (Kasdagly et al., 2014).
El nacleo 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, nucleos 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 fendlico alto en AVAs
presenté alteraciones en la arquitectura de las criptas, nicleos mas grandes y
estratificados y disminucion del niumero de células caliciformes (Figura 10A),
similares a las del grupo control AOM + DSS; mientras que, en el grupo tratado con
germinado de avena se observé la estructura conservada de las criptas, aunque
existio disminucion de las células productoras de moco, estratificacion y aumento

del tamafio de los nucleos (Figura 10B).
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Figura 9. Corte histopatolégico transversal de colon distal: A) Grupo sano (300x),
B) Grupo control (AOM + DSS) (100x). AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sédico.
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Figura 10. Corte histopatolégico transversal de colon distal: A) Grupo AVAs (AVAs

+AOM + DSS) (300x), B) Grupo GA (GA + AOM + DSS) (300x). AVA: Extracto fendlico
alto en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato
sodico.

Posteriormente, en el presente estudio se realiz6 el analisis de incidencia de los
adenocarcinomas encontrados en los diferentes grupos experimentales (Tabla 7).
Como era de esperarse, ninguno de los animales del grupo sano presentd
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adenocarcinomas. Por el contrario, el grupo control AOM + DSS presenté la mayor
incidencia de adenocarcinomas (80%), seguido del grupo tratado con el extracto
fendlico alto en AVAs (50%). El grupo tratado con GA presentd la menor incidencia
de adenocarcinomas (38%), y aunque estadisticamente no hubo diferencia
significativa, bioldgicamente es relevante debido a que representa una disminucion

del 52.5% en la incidencia de adenocarcinomas.

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

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 fendlico alto en avenantramidas (0.084 mg/dia), GA: Germinado de avena (30
mg/dia), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano . sulfato sdédico. *Indica diferencia estadistica
significativa de acuerdo con la prueba de »2(a =0.05). Valores entre paréntesis indican nimero de
animales con adenocarcinomas.

El germinado de avena es una fuente alimenticia mucho mas completa que su
extracto fendlico, debido a que proporciona compuestos fendlicos, entre los que
destacan las AVAs, y particularmente fibra soluble e insoluble (Tabla 1) y
compuestos fendlicos asociados a ésta, que en conjunto podrian estar
proporcionando una mayor proteccién contra el cancer. Si bien, la germinacion
disminuy6 los contenidos de fibra soluble e insoluble (en un 88% y 44%,
respectivamente), los contenidos residuales en el germinado podrian contribuir al
efecto quimioprotector observado en nuestros resultados. Ademas, durante varios
afos se ha sugerido que el efecto protector de los cereales contra enfermedades
no transmisibles, como las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y el cancer,
se debe en parte a la presencia de compuestos bioactivos, como los compuestos
fendlicos, que estan unidos y trabajan sinérgicamente con las fibras dietéticas
(Abuajah et al., 2015; Padayachee et al., 2017).
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Estudios publicados destacan el efecto del tipo y la cantidad de fibra en el cancer
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 acido-lacticas encargadas de fermentar la fibra, lo que
incrementa la produccién de &cidos 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 energia para el epitelio coldnico (Hijova
et al., 2012; Bultman, 2014; Shen et al., 2016). Sin embargo, otros estudios
rechazan esta teoria pues sustentan que este efecto benéfico se llevaria a cabo
Gnicamente 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 retencion de .agua, acortan el tiempo de transito
intestinal promoviendo el acarreamiento de sustancias carcinogénicas, ajustando

asi la funcion 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 cancer de colon por
presentar fibra dietaria, almidon resistente, oligosacaridos, vitaminas, minerales y
fitoquimicos con propiedades biolégicas (Aune et al., 2011; Ben et al., 2014; Shen
et al., 2016).

5.2.4 Efecto del germinado de avenay su extracto fendlico alto en AVAs sobre
el pH en el contenido cecal, colénico y fecal

El pH coldnico 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 parametro fisioldgico que se determiné en
contenido cecal y colénico recuperado el dia del sacrificio y en muestras de heces
recolectadas al final de la semana 15 del modelo experimental. En este estudio se
encontré una correlacion positiva entre el valor de pH fecal y la incidencia de polipos
(r =0.95, a = 0.05). Si bien no se encontr6 diferencia estadistica en los valores de

pH cecal, colonico y fecal entre el grupo control AOM + DSS y los grupos tratados

47



con GA y AVAs (a = 0.05), los valores de pH colonico y fecal mas elevados se
presentaron en el grupo control AOM + DSS; mientras que, los valores de pH cecal,
coldnico y fecal del grupo tratado con GA fueron mas bajos en comparacién 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
fisioldgicos como la composicion de la microbiota intestinal, el pH y la disponibilidad
de sustratos (Nufiez-Cuellar et al.,, 2018),. contribuyendo asi al efecto

quimioprotector de estas fuentes naturales.

El aumento del pH del colon y la actividad de la enzima (3-GA esta relacionado con
la carcinogénesis de colon especifica de la DMH y su metabolito AOM, asi como en
presencia del promotor DSS (Samelson et al., 1985; PerSe y Cerar, 2010; Cuellar-
Nufiez et al., 2018). Si bien se desconoce el mecanismo por el cual un pH mas bajo
protege contra esta patologia, varios estudios relacionan un pH acido con la
disminucién del desarrollo de cancer y este efecto se ha relacionado con la
inhibicién de ‘la transformacion bacteriana de los &cidos biliares primarios a
secundarios (Nagengast et al., 1995; Campbell et al. 1997; Zhao et al., 2011). Los
acidos biliares primarios que no son absorbidos en el ileon (intestino delgado) son
deshidroxilados en el intestino grueso por la microbiota col6nica, esto producira
acidos biliares secundarios (acido desoxicolico y litocdlico) que pueden actuar como
promotores de la tumorigénesis debido a sus efectos mutagénicos en la mucosa
colonica (Nagengast et al., 1995). Sin embargo, en un ambiente acido (0o menos
alcalino), el metabolismo bacteriano (deshidroxilacion) de las sales biliares puede
reducirse (Thornton, 1981).
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Tabla 8. Valores de pH en contenido cecal, colénico y muestras de heces en ratones

tratados con GA y AVAs e inducidos con AOM + DSS.

pH
Grupo Cecal Colonico Fecal
Sano 7.12 £0.04° | 7.22 + 0.072| 7.22 £ 0.13"
Control 7.29 £ 0.043 | 7.33 +0.042| 7.77 £ 0.122
AVAs + AOM + DSS| 7.46 + 0.052 | 7.31 + 0.102| 7.67 £0.112
GA + AOM + DSS | 7.13+0.07° [ 7.09 £ 0.122| 7.62 + 0.222

AVAS: Extracto fendlico alto en avenantramidas (0.084 mg/dia), GA: Germinado de avena (30
mg/dia), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sodico. Los resultados se expresan como la
media + EE (n=10 para sano y control, n=8 para AVAs y GA en contenido cecal y colénico; n=4 para
sano y control, n=3 para AVAs y GA (en pool de muestras) para contenido fecal). Diferente letra
indica diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (a = 0.05).

5.2.5 Efecto del germinado de avenay su extracto fendélico alto en AVA sobre
la actividad de B-glucuronidasa (B-GA) en el contenido cecal, colénico y fecal

Como se menciono previamente, la actividad de la enzima B-GA se ha relacionado
con el efecto carcinogénico del compuesto AOM en presencia del promotor DSS
(Cuellar-Nufez et al., 2018). Por lo anterior, se evalué la actividad de la enzima
bacteriana B-GA en contenido cecal y coldnico recuperado durante el sacrificio de
los animales, asi comoen muestras de heces recolectadas al final de la semana 15.
El efecto de los tratamientos con germinado de avena y su extracto fendlico sobre
la actividad de esta enzima se presenta en la Figura 11.

El grupo control AOM +DSS present6 un incremento del 44, 76 y 31% en la actividad
de B-GA en el contenido cecal, colonico y fecal, respectivamente, en comparacion
con el grupo sano, lo que coincide con lo reportado por Cuellar-Nufiez y
colaboradores (2018). El tratamiento con el extracto fendlico AVAs redujo
significativamente (a = 0.05) la actividad de esta enzima bacteriana en el contenido
cecal y colbnico (26% y 12%, respectivamente). Por su parte, el tratamiento con
germinado de avena mostré6 un mayor efecto al disminuir significativamente (a =
0.05) la actividad de B-GA en un 22, 27 y 57% en el contenido cecal, colonico y

fecal, respectivamente.
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Este comportamiento coincide con lo reportado por Nakanishi y colaboradores
(2003), quienes observaron una disminucion significativa en la actividad de B-GA en
el contenido cecal y colénico en un modelo animal inducido con AOM vy
suplementado con almidon alto en amilosa y una cepa comercial de C. butyricum.
Por el contrario, la administracion de un germinado de cebada (Hordeum vulgare)
(GC) no disminuyd la actividad de B-GA en contenido cecal respecto al grupo control
AOM, lo que se atribuy6 a que la concentracién del metabolito toxico MAM a nivel
del colon no cambié en ambos grupos; por lo tanto, el efecto preventivo del GC
sobre la incidencia de desarrollo de lesiones preneoplasicas no fue causada por la

disminucién en la actividad de B-GA (Kanauchi et al., 2008).

De manera general, en el presente estudio se encontrd6 una correlacion positiva
entre la actividad de B-GA cecal con el promedio de pdlipos y adenocarcinomas (r
=0.98, a = 0.05), lo que sustenta la teoria de que la actividad de esta enzima esta
implicada en el desarrollo de cancer de colon (Cheng et al.,, 2013), por lo que
modularla a través de intervenciones dietarias se confirma como una estrategia

eficiente para la prevencion de esta patologia.
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Figura 11. Efecto de los tratamientos GA (30 mg/dia) y AVAs (0.084 mg/dia) en la
actividad de la enzima B-glucuronidasa (B-GA) en muestras de contenido cecal,

colonico y fecal de ratones inducidos con AOM + DSS. AVAS: Extracto fendlico alto en
avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sddico. Los
resultados se expresan como la media = EE (n=10 para sano y control, n=8 para AVAs y GA en
contenido cecal y colénico; n=4 para sano y control, n=3 para AVAs y GA (en pool de muestras) para
contenido fecal). Diferente letra indica diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (a = 0.05).

La B-GA es relevante en la carcinogénesis colGnica porque es una enzima que tiene
la capacidad de hidrolizar conjugados de glucurénido y, como consecuencia, puede
liberar metabolitos carcinogénicos activos al lumen intestinal (Fiala, 1977; PerSe &
Cerar, 2010). En el caso particular del AOM, éste se metaboliza a metilazoximetanol
(MAM) y se conjuga con &cido glucurdénico en el higado. Posteriormente, los
conjugados de glucurénido de MAM se excretan en la bilis y, al llegar a colon,
pueden desconjugarse y reactivarse por la enzima bacteriana B-glucuronidasa
(Pozharisski et al., 1975). Esta desconjugacién permite que MAM se absorba en
colon y continle metabolizandose hasta un compuesto carcindégeno reactivo (i6n
metildiazonio) responsable de la metilacién de bases de ADN, lo que traerd como
resultado un aumento en las mutaciones de las células epiteliales del colon y la
subsecuente formacion de tumores en el intestino grueso (Suaeyun et al., 1997;
PerSe & Cerar, 2010).
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Se ha reportado que inhibir o disminuir la B-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 -
glucanos (Dodevska et al., 2013), componente activo al que se le ha atribuido los
beneficios fisiolégicos observados tras la ingesta de avena (Shen et al., 2012). El
germinado de avena con el que se trabajé en este proyecto posee un 33% de fibra
dietética total (datos no publicados de Rosas-Pérez). La fibra dietética fermentable
puede desempefiar un papel prebiético en el intestino, al promover la proliferacion
de microorganismos probioticos (Shen et al., 2012). Se ha reportado que la fibra
soluble de la avena, destacando los [B-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 metabdlicas bacterianas como B-glucesidasa, 3-GA y ureasa (Roberfroid
et al., 2010); ademas de reducir el nimero de algunas cepas de E. coli y Clostridium
sp., comunmente conocidas por su alta -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 patdgenas

(homeostasis), lo que ayuda a modular la actividad de B-GA (Feng et al., 2018).

5.2.6 Efecto del germinado de avenay su extracto fendélico alto en AVAs sobre
la concentracion de glutatién reducido (GSH) en eritrocitos

La concentracion de GSH en eritrocitos lisados el dia del sacrificio se evalué en los
diversos-grupos del modelo experimental (Tabla 9). El nivel de GSH se incrementd
significativamente en los animales inducidos con AOM + DSS en comparacion con
los animales del grupo sano (100%). Es importante resaltar que el contenido de

GSH alcanz6 valores casi normales en los grupos tratados con GA y AVAs.

Se ha reportado que un aumento en el estrés oxidativo y/o una disminucion de la
capacidad antioxidante estan implicados en el desarrollo de enfermedades no
transmisibles como el cancer (Das, 2002). De hecho, el AOM es un procarcindbgeno

que sufre metabolismo oxidativo en el higado, generando la produccion de
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electréfilos cancerigenos activos (ion diazonio) que se libera a la circulacion y
eventualmente conduce a la peroxidacion de lipidos en plasma y glébulos rojos
(eritrocitos) (Bobek et al., 2000). Por el contrario, el GSH es la defensa principal
contra el estrés oxidativo y su funcion antioxidante se basa en su capacidad para
eliminar los radicales libres, reducir los peroxidos y participar como co-sustrato-en
la actividad de las enzimas dependientes de GSH (Aquilano et al., 2014). Taly como
lo reporta Mati¢ y colaboradores (2019), una menor concentraciéon 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 excrecion para contrarrestar la peroxidacion lipidica y normalizar el

estrés oxidativo en la circulacién sanguinea.

En este estudio se encontrd una correlacién positiva entre el contenido de GSH en
eritrocitos con la media de pélipos y adenocarcinomas (r =0.99y r = 0.97, a = 0.05,
respectivamente), lo que sugiere que los mecanismos de defensa antioxidantes
enddgenos estdn estrechamente relacionados con la incidencia de lesiones

tempranas y el desarrollo de adenocarcinomas en cancer de colon.

Tabla 9. Concentracion de GSH en eritrocitos de ratones inducidos con AOM + DSS
y tratados con GA y AVAs

Grupo GSH (uM /mg de proteina)
Sano 1.40 + 0.10°
Control 2.81 +0.432
AVAs + AOM + DSS 1.39 + 0.15°
GA + AOM + DSS 1.34 £ 0.24°

AVAS: Extracto fendlico alto en avenantramidas (0.084 mg/dia), GA: Germinado de avena (30
mg/dia), AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sddico. Los resultados se expresan como la
media £ EE (n=10 para sano y control, n=8 para AVAs y GA). Diferente letra indica diferencia
estadistica segun la prueba de Tukey (a = 0.05).

53



5.2.7 Efecto del germinado de avenay su extracto fenélico alto en AVA sobre
la actividad de glutation-S-transferasa (GST) en higado

Un mecanismo ampliamente aceptado en la quimioprevencion del cancer por
fitoquimicos de la dieta es a través de la induccion 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 activacion de las vias de
sefalizacion de Nrf2, un mecanismo altamente aceptado en la prevencion del

cancer (Neergheen et al., 2010).

En este estudio nos propusimos evaluar el efecto del GA y su extracto fendlico AVAs
sobre la actividad de dichas enzimas. La Figura 12 muestra los resultados obtenidos
de la actividad de GST en el higado de los ratones en estudio, observandose una
mayor actividad en el grupo control AOM + DSS, en comparacion con el grupo sano
(7% mas); resultado que puede atribuirse enrespuesta 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 estadistica (a = 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
higado. Por su parte, el tratamiento con GA incremento la actividad de GST en un
15 y 23%, en comparacion con el grupo control AOM + DSS y sano,

respectivamente.

Es importante mencionar que la induccién de las enzimas GST hepaticas por
compuestos bioactivos 0 sustancias anticancerigenas permite a los animales
experimentales tolerar la exposicion a carcinégenos (Roebuck et al., 1991; Hayes
etal., 1996). Por lo tanto, la induccion de GST mediante compuestos provenientes
de la dieta mejora el sistema de defensa de detoxificacion y antioxidante del tejido
colonico y, como consecuencia, controla o retarda el desarrollo del cancer, al reducir
tanto la exposicion a los metabolitos activos de los carcinogenos como al estrés
oxidativo derivado de la biotransformacién de los mismos que conducen a un dafio

molecular en las células relacionado con diversas enfermedades degenerativas
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asociadas a la exposicion a toxicos o estrés oxidativo, incluido el cancer (Cerutti,
1985).
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Figura 12. Actividad enzimética de GST en higado de ratones inducidos con AOM

+ DSS y tratados con GA (30'mg/ dia) y AVAs (0.084 mg/ dia). AVAS: Extracto fendlico
alto en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato
sédico. Los resultados se expresan como la media + EE (n=5 para sano y control, n=8 para AVAs y
GA). Diferente letra indica diferencia estadistica segin la prueba de Tukey (a = 0.05).

Estos resultados sugieren que el consumo de GA, o sus componentes, presentaron
una mayor activacion de la via de sefializacién de Nrf2, en comparacion con el
tratamiento con AVAs, lo que confirma los efectos antioxidantes, antiproliferativos y
antigenotoxicos de los compuestos fendlicos de la avena (Eudes et al., 2011), en
sinergia con los efectos antioxidantes y antiinflamatorios de los [(-glucanos
(Suchecka et al., 2016), mecanismos importantes para la prevencion y el tratamiento
del cancer.
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5.2.8 Efecto del germinado de avenay su extracto fendlico alto en AVAs sobre
la actividad de glutation-S-transferasa (GST) en colon

Los resultados de la actividad de GST en colon se muestran en la Figura 13.
Primeramente, se observo que la actividad de esta enzima es menor en el colon de
animales sanos en comparacion con la actividad hepatica, lo cual predispone al
colon a los efectos deleteros/genotoxicos del estrés oxidativo (Pool-Zobel et al.,
2005).

El grupo control AOM + DSS mostré un incremento del 64% en la actividad de GST
en comparacion con el grupo sano. Este aumento refleja que, efectivamente, el
organo blanco del AOM es el colon, el cual genera estrés oxidativo en dicho 6rgano
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 mostro la mayor actividad de GST en colon, los
animales de los grupos tratados con GA y AVAs mostraron una menor incidencia de
lesiones macroscopicas (Tablas 3 y 4) y de adenocarcinomas (Tabla 7) en
comparacion con aquellos del grupo control.

Como se menciond previamente, la expresion de sistemas antioxidantes esta
regulada a nivel transcripcional por el factor de transcripcion Nrf2. Sin embargo, la
sobreexpresion de Nrf2 y, por lo tanto, la sobrerregulacion de los sistemas
antioxidantes en etapas avanzadas del CCR es contraproducente (Gonzalez-
Donquiles et al., 2017), ya que conduce a la conjugacion y excrecion de las

intervenciones quimioterapéuticas, disminuyendo asi su efectividad.

De acuerdo con la prueba de Tukey, no se observo diferencia estadistica (a = 0.05)
en la actividad de GST en el colon del grupo sano y de ambos grupos con
tratamiento (GA y AVASs). Este resultado es relevante ya que la normalizacion en la
actividad de dicha enzima sugiere que ambos tratamientos podrian estar

neutralizando los efectos del estrés oxidativo a nivel de colon generados

56



inicialmente por el metabolismo oxidativo del AOM e inflamacién inducida con DSS
y, posteriormente, por la inflamacion persistente en este modelo de enfermedad
(Fiala, 1977; Sohn et al., 1991; Tanaka, 2009). En cuanto al analisis de correlacion
de Pearson, se observo una correlacion positiva (r = 0.98, a = 0.05) entre la actividad
de GST en colon con el promedio de polipos, asi como con la media de
adenocarcinomas (r = 0.97, a = 0.05), lo que sustenta la idea de que la modulacion
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
quimicos presentes en los cereales pueden tener la capacidad de inhibir la
tumorigénesis a través de diversos mecanismos (Surh, 2003). Ademas, Busambwa
y colaboradores (2015) argumentan que la germinacion de las semillas mejora
dramaticamente la calidad de los nutrientes, contribuyendo a la reduccion o

prevencion del dafio a macromoléculas, disminuyendo la incidencia de cancer.
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Figura 13. Actividad enzimatica de GST en colon de ratones inducidos con AOM +

DSS y tratados con GA (30 mg/dia) y AVAs (0.084 mg/dia). AVAS: Extracto fenolico alto
en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato sédico.
Los resultados se expresan como la media + EE (n=5 para sano y control, n=8 para AVAs y GA).
Diferente letra indica diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (a = 0.05).
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5.2.9 Efecto del germinado de avenay su extracto fendélico alto en AVA sobre
la actividad de quinona 6xidorreductasa (NQO1) en higado

Otra enzima importante en la inhibicion del cancer de colon en diferentes etapas de
la tumorigénesis es la enzima quinona oxidorreductasa (NQO1). En la Figura 14 se
muestran los resultados de la actividad de esta enzima evaluada en el higado de

los animales en estudio.

El grupo control AOM + DSS mostré un incremento del 7% en la actividad de esta
enzima en comparacion con el grupo sano; este mismo aumento se observé con la
enzima GST en dicho érgano. Esto, como ya se menciond, puede deberse a que el
higado estéa 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 presenté el mismo
comportamiento observado con GST. El tratamiento con AVAs normaliz6 o restaurd
la actividad de NQOL1 a sus niveles basales; mientras que, el tratamiento con GA
incrementd un 52% su actividad en comparacion con el grupo control. Aunado a lo
anterior, el grupo tratado con GA mostré una menor incidencia de adenocarcinomas
en comparacion con el grupo control, lo que apunta a que NQO1 puede inhibir la
carcinogénesis colénica en etapas posteriores a la iniciacibn a través de la

regulacién transcripcional de NQOL1 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 cancer
de colon (Asher et al., 2001) y células de ratén (Long et al., 2002); esto podria
mejorarse mediante la induccion de NQOL1 a través de compuestos provenientes de
la dieta, como los fitoquimicos (Rao et al.,, 1993). Ademas, se observd una
correlacion positiva (r = 0.98, a = 0.05) entre las actividades hepéticas de GST y
NQO1, lo que sugiere que ambos tratamientos logran tener el mismo efecto sobre

ambas enzimas hepaticas en este modelo animal.
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Figura 14. Actividad enzimética de NQOX en higado de ratones inducidos con AOM

+ DSS y tratados con GA (30 mg/dia) y AVAs (0.084 mg/dia). AVAS: Extracto fendlico
alto en avenantramidas, GA: Germinado_de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato
sédico. Los resultados se expresan como la media + EE (n=5 para sano y control, n=8 para AVAs y
GA). Diferente letra indica diferencia estadistica segln la prueba de Tukey (a = 0.05).

5.2.10 Efecto del germinado de avena y su extracto fendlico alto en AVAs
sobre la actividad de quinona 6xidorreductasa (NQO1) en colon

La actividad de NQO1 en colon presentdé un comportamiento similar a lo observado
con GST en dicho érgano. La Figura 15 muestra los resultados hallados en la

actividad de NQOL1 en el colon de los animales en estudio.

El grupo.control AOM + DSS present6 la mayor actividad de esta enzima, la cual
aumentd un 62% en comparacion con el grupo control. Tal como ya se discutié
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 estadisticamente diferente al grupo sano y
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enfermo de acuerdo con la prueba de Tukey (a = 0.05). En el germinado de avena,
al igual que en su extracto fendlico, estan presentes compuestos fendlicos de la
avena que han demostrado tener propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
(Russell et al., 2008; Meydani 2009; Rose 2014).

En los cereales, la mayoria de dichos compuestos se encuentran unidos a
componentes de la fibra dietética que impiden su absorcion ‘en el tracto
gastrointestinal (Gl) superior (Zhao & Moghadasian, 2008). Sin embargo, esterasas
bacterianas en el tracto Gl inferior pueden liberar de sus conjugados de fibra
dietética a una parte de estos compuestos, con lo que se biotransforman
rapidamente, generando metabolitos con una actividad  biolégica importante.
Aunque las esterasas bacterianas liberan una porcién considerable de compuestos
fendlicos conjugados, otros permanecen no disponibles biolégicamente. Sin
embargo, la presencia fisica de altas concentraciones de compuestos fendlicos

ligados en el tracto Gl puede impatrtir varios beneficios.

Si bien el cuerpo tiene mecanismos de defensa naturales contra la oxidacion de los
radicales libres, el lumen del tracto Gl no esta protegido en la misma medida.
Ademas, en algunas circunstancias, como durante la inflamacion, los neutréfilos
producen radicales libres (por ejemplo, HNO3) que pueden provocar estrés oxidativo
en la mucosa, peroxidacion de lipidos de la membrana y dafio 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
dafio de los radicales libres (Vitaglione et al., 2008). Esto esta respaldado por
estudios que demuestran que la presencia fisica de acido ferulico en el lumen Gl,
administrado a través de un enema, reduce la inflamacién en pacientes con

enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) (Dong et al., 2003).
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Figura 15. Actividad enzimatica de NQO1 en colon de ratones inducidos con AOM

+ DSS y tratados con GA (30 mg/dia) y AVAs (0.084 mg/dia). AVAS: Extracto fendlico
alto en avenantramidas, GA: Germinado de avena, AOM: Azoximetano, DSS: Dextrano sulfato
sédico. Los resultados se expresan como la media + EE (n=5 para sano y control, n=8 para AVAs y
GA). Diferente letra indica diferencia estadistica segin la prueba de Tukey (a = 0.05).

En este estudio se encontré una correlacién positiva entre la actividad de GST y
NQO1 en colon con el contenido de GSH en eritrocitos (r=0.99y r = 0.96, a = 0.05,
respectivamente), lo que sugiere que los mecanismos de defensa antioxidantes
enddgenos se activan en conjunto y trabajan de manera sinérgica para ofrecer una
proteccion global frente al dafio causado por sustancias téxicas (Bhattacharyya et
al., 2014).

A manera de resumen, podemos concluir que ambos tratamientos normalizan la
actividad de las enzimas GST y NQOL1 en colon, lo que sugiere que ambos podrian
estar neutralizando los efectos del estrés oxidativo a nivel de colon generados
inicialmente por el metabolismo oxidativo del AOM e inflamacién inducida con DSS

y, posteriormente, por la inflamacion persistente en este modelo de enfermedad.

En higado, el efecto de los tratamientos fue similar para ambas enzimas GST y
NQO1; el tratamiento con AVAs normalizé la actividad de GST, mientras que el GA

indujo su actividad. Estos resultados sugieren que el GA es mas eficiente para

61



activar la via de sefalizacion de Nrf2, en comparacion con el tratamiento con AVAS,
lo que confirma que los compuestos fendlicos de la avena junto con los B-glucanos
pueden estar actuando de manera sinérgica, lo que sugiere que el GA ofrezca una
mayor proteccion para la prevencion y el tratamiento del cdncer (Eudes et al., 2011,
Suchecka et al., 2016).
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VI. CONCLUSIONES

El consumo de GA y su extracto fendlico alto en AVAs protegen contra el desarrollo
de adenocarcinomas en ratones inducidos con AOM/DSS. El mayor efecto protector
y biolégicamente significativo se observo con el consumo de GA (reduccion del
52.5% con GA en comparacion del 37.5% con AVAS); esto sugiere que otros
componentes bioactivos, ademas de los compuestos fendlicos, podrian estar
involucrados en el mecanismo de quimioproteccion contra el cancer de colon, tal
podria ser el caso de la fibra dietética del GA y/o de los compuestos fendlicos

asociados a ésta.

El germinado de avena disminuyo significativamente la actividad de la enzima 3-GA
en el contenido cecal, colonico y fecal. Ademas, se observo una correlacion positiva
entre la actividad de B-GA cecal con el promedio de pélipos y adenocarcinomas, lo
gue 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 B-GA puede disminuir la reactivacion del
procarcinégeno en el colon (MAM) y, por lo tanto, menor es el dafio ocasionado a

las células.

El efecto quimioprotector de GA y AVAs estd mediado por la normalizacion de las
enzimas GST y NQOL1 en colon, lo que permite neutralizar el EO generado por el
AOM en dicho 6rgano, destoxificar los metabolitos carcinogénicos de éste y
mantener el equilibrio redox en el colon. Mientras que, la induccion de ambas
enzimas en higado por el consumo de GA contribuye a una mayor conjugacion y
destoxificacion de los metabolitos del carcinogeno AOM vy, aunado a su efecto
inhibitorio sobre B-GA en el colon, al mayor efecto quimioprotector de GA contra el

desarrollo de adenocarcinomas.
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8.1 Estandares para la cuantificacion de compuestos fendlicos libres

VIIl. ANEXOS

Tabla Al. Estandares para la cuantificacion mediante UPLC-PDA de compuestos

fendlicos libres presentes en el GA

Estandar comercial Marca
Luteolina Sigma Aldrich
Quercetina Sigma Aldrich
Miricetina Sigma Aldrich
Mangiferina Sigma Aldrich
Quercetina Glucurénido 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
Acido benzoico Sigma Aldrich
Acido 4-hidroxibenzoico Sigma Aldrich
Acido trans-cinamico Sigma Aldrich
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Acido 2,5-dihidroxibenzoico Sigma Aldrich
2,4,6-trihidroxibenzaldehido Sigma Aldrich
Acido protocatecoico Sigma Aldrich
Acido p-Coumarico Sigma Aldrich
Acido vanilico Sigma Aldrich

Acido gélico Sigma Aldrich

Acido shikimico Sigma Aldrich
Acido cafeico Sigma Aldrich

Acido quinico Sigma Aldrich

Acido ferulico Sigma Aldrich

Acido siringico Sigma Aldrich

Acido caftarico Sigma Aldrich

Acido 4-O-cafeoilquinico Sigma Aldrich
Acido clorogénico Sigma Aldrich
Acido rosmarinico Sigma Aldrich
Acido 3,4-O/ 4,5-O-dicafeoilquinico Sigma Aldrich
Acido salicilico Sigma Aldrich

Acido elagico Sigma Aldrich
Avenantramida-A (2p) Sigma Aldrich
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8.2 Reactivos para B-glucuronidasa
Reactivos para la elaboracion de la curva de calibracion de fenolftaleina

a) PBS 0.02 M
b) Glicina alcalina

c) Fenolftaleina (260 mg/mL)

Tabla A2. Curva de calibracion de fenolftaleina

Tubo Solucién stock de PBS Glicina alcalina| ' Agua
fenolftaleina (pL) (ML) (uL) (uL)
1 0 50.0 125 125
2 577 44.2 125 125
3 115 38.5 125 125
4 17.3 325 125 125
5 23.1 26.9 125 125

8.3 Reactivos para la cuantificacion de proteina
a) Solucién de trabajo para la determinacion de proteina

La solucién de trabajo se prepara con los reactivos A y B que vienen en el kit, en
una relacion 50:1 v/v, respectivamente. Por ejemplo: 8 mL del reactivo A + 160 pL

del reactivo B.

8.4 Reactivos para la determinacion de glutation reducido (GSH)
a) Solucién 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.

79



b) Solucion de trabajo de GSH 0.6 mM (para la curva estandar)

Pesar 1.843 mg de GSH y aforar a 10 mL con la solucion amortiguadora Tris-EDTA
pH 8.2.

c) Solucién de DTNB 2.46 mM

Pesar 24.3 mg y aforar a 25 mL con metanol para obtener una concentracion 2.46
mM.

d) Acido sulfosalicilico (SSA) al 5% (para precipitar la proteina delas muestras)

Pesar 2.5 mg de SSA en 50 mL de agua destilada

8.5 Reactivos para la preparacion de homogenados citosoélicos

a) Solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 My pH 6.5 (para la dilucion de

citosoles y las soluciones de trabajo de GSH y CDNB)

Para preparar 200 mL de solucion amortiguadora de fosfatos:
68.5 mL 0 1.89 g de NaH2PO4 (0.2M)
31.5 mL 6 0.895 g de NazHPO4 (0.2M)

Aforar a 200 mL con agua destilada y ajustar el pH a 6.5 (antes de aforar).

b) Solucion amortiguadora Tris-Sacarosa, que para 1 L contiene:

7.9 g de Tris-HCI

2.1 g de MgCl2

1.9 g de KCI

85.6 g de sacarosa ultra pura

Aforar con 1000 mL H20 destilada, ajustar el pH a 7.0 (antes de aforar).

Por cada 0.5 g de tejido se agregaron 4 volimenes de solucion amortiguadora.
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8.6 Reactivos para la determinacion de glutation-S-transferasa (GST)

Soluciones amortiguadoras GSH y CDNB:

a) Stock de GSH 150 mM: 6.15 mg en 1.0 mL de H20O. (Prepararse el dia de su uso)
b) Stock de CDNB 60 mM: 4.04 mg en 1.0 mL de etanol. (Prepararse el dia de su
uso).

A partir de estos stocks se prepararon las soluciones que se agregaron a la

microplaca.

c) Solucién de trabajo de GSH 3 mM: 140 uL del stock de GSH + 6.86 mL de
solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M
d) Solucién de trabajo de CDNB 2 mM: 300 pL del stock de CDNB + 8.7 mL de

solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M.

8.7 Reactivos para la determinacion de quinona 6xidorreductasa (NQO1)

a) Solucién amortiguadora de trabajo TRIS 0.025M, pH 7.4

Para preparar 500 mL de solucién amortiguadora de trabajo, se pesan:

1.97 g Tris-HCI

333 mg BSA (albumina bovina)

3.3 mL de Tween 20 al 1.5%

Disolver en 500 mL de H20 destilada

Esterilizar la solucibn amortiguadora a través de filtracién (poro de 0.22 micras) y
almacenar a temperatura ambiente (si no se esteriliza almacenar a temperatura de

refrigeracién por no mas de 7 dias).

Los cofactores que se adicionan en fresco a 15 mL de solucién amortiguadora de
trabajo (para una placa), son:

10 pL de FAD (6.2 mg/mL)

9 pL de NADP (38.3 mg/mL)
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100 pL de G6P (42.3 mg/mL)

30 unidades de G6PD

4.5 mgde MTT

Inmediatamente después de agregar los cofactores se adicionan 15 pL de
menadiona en acetonitrilo (8.6 mg/mL) a cada 15 mL de solucion amortiguadora de
trabajo TRIS 0.025 M, pH 7.4.

b) Solucion blogueadora de dicumarol

Para cada pozo de la microplaca se adicionan 50 pL de una solucion amortiguadora
de fosfatos 0.025 mM (se puede preparar a partir de la solucion de fosfatos 0.1 M
empleada en la dilucién de citosoles), que debe contener 2 pL de dicumarol

preparado en NaOH 0.1 N a una concentracion de 20 mg/mL.
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