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Los modelos animales han demostrado la similitud de la interaccion entre los
carcinégenos y el huésped en distintas especies de mamiferos mediante la
reproduccion de canceres especificos de un 6rgano en animales cort compuestos

quimicos que son carcinégenos humanos demostrados (DeVita y col., 2000).

Cuadro 3. Modelos animales en la carcinogénesis de colon por induccién quimica

Especies Rata, Raton

Agentes Aminas heterociclicas
Nitrosaminas
Dimetilhidrazina

Tipo de tumor Pélipos adenomatosos
Adenocarcinomas

Modificadores Dieta con alto contenido en lipidos,
sales biliares, calcio, aspirina, vitamina
D3.

N Cambios genéticos asociados Mutaciones en k-ras

" (DeVita y col., 2000)

11.6.1 Etapas de la carcinogénesis por induccién quimica

La mayoria de los canceres humanos y los inducidos experimentaimente con
sustancias quimicas aparecen en el epitelio, donde las células diana suelen
organizarse en una estructura estratificada o pseudoestratificada. Para volverse
autébnomas, las células cancerosas tienen que superar los obstaculos impuestos
por la organizacion del tejido y los procesos de regulacién, como el control
hormonal y la apoptosis. La carcinogénesis suele iniciarse por mutaciones en una
unica célula. Una vez que el clon se expande, las células iniciales forman una

lesibn premaligna, que suele ser un tumor primario como un adenoma, pero
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también se observan algunos focos hiperplasicos y displasicos en algunos sitios del
tejido. Los agentes que provocan la expansién clonal de estas células iniciales se
denominan promotores tumorales. La promocién de un tumor puede ocurrir como
consecuencia de exposiciones exdégenas, como el humo de tabaco o infecciones
virales. La promocién puede ser también un proceso endégeno como es la
estimulacién por las sales biliares en el cancer de colon. Algunos focos o lesiones
progresan a una mayor velocidad que otros, y éstos son los que mas riesgo corren
de sufrir conversién maligna. La progresiéon premaligna ocupa la mayoria del
periodo de latencia del tumor antes de la conversién maligna, cuando la lesién

empieza a mostrar propiedades invasivas (DeVita y col., 2000).

I1.7 Técnicas para medir expresién y mutaciones genéticas

[1.7.1 Reaccién en cadena de la polimerasa

Una de las técnicas mas reciente desarrollada, y que rapidamente ha llegado a ser
el pilar en el diagnéstico molecular del cancer es la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction). La PCR es
un procedimiento en el cual ciertas regiones del ADN en un genoma complejo
pueden ser enormemente amplificadas in vitro, proporcionando secuencias de
nucledtidos inmediatamente contiguos a estas regiones conocidas. EIl principio
fundamental es que bajo las condiciones apropiadas, la ADN polimerasa bacteriana
copiara cada hebra patron del ADN de doble cadena; esta enzima puede solamente
copiar el ADN del patrén mediante la adicién de nucleétidos en el extremo 3’ de una
cadena de ADN preexistente complementaria al ADN patrén. Estos extremos 3’
estan provistos de un par de oligonucleétidos de cadena simple, denominados
primers o cebadores, cada uno de ellos de una longitud de 15 a 40 nucleétidos. La
PCR es relativamente rapida, ya que las amplificaciones estandar de 25 a 30 ciclos
pueden ser complementadas en pocas horas (DeVita y col., 2000).

11.7.2 Deteccién de mutaciones puntuales
Varias técnicas estan disponibles para la deteccién de las mutaciones puntuales
(sustitucion de un simple par de bases) en el ADN.
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Este problema surge de dos formas: (1) la deteccién de una mutacién especifica en
la posiciéon de un nucleétido en particular, dentro del gen y, (2) la deteccion de
alguna mutacién en numerosas posibles posiciones dentro del gen (DeVita y col.,
2000).

11.7.3 Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla (SSCP)

Una técnica muy comun se basa en el principio referido como polimorfismo
conformacional de cadena sencilia (SSCP), en donde el ADN se separa en un gel
de poliacrilamida que funciona bajo condiciones no desnaturalizantes. Una segunda
técnica basada en la conformacién, es la desnaturalizacion por gradiente en
electroforesis de gel (DGGE). Esta técnica se basa en el hecho que un gradiente en
el incremento de desnaturalizantes quimicos afiadido al gel de poliacrilamida induce
a la separacion local de las cadenas en los productos de la PCR, puesto que éstos
migran a través del gel (DeVita y col., 2000).

La técnica de SSCP puede distinguir entre dos secuencias de ADN muy similares,
s6lo basada en la forma especifica de sus estructuras de cadena simple. Por
consiguiente, pueden discriminarse, en principio, hasta dos alelos del mismo gen.
Una molécula de cadena simple tiene la propiedad de formar estructuras
secundarias gracias a apareamientos internos de sus bases. Estas estructuras
secundarias dependen de la secuencia y dan lugar a formas particulares en cada
molécula de cadena simple. Las diferencias en la estructura secundaria hacen que
las cadenas de ADN migren de modo diferente en el gel. De tal forma que el SSCP
es un método de electroforesis que permite detectar, pero no caracterizar,
mutaciones y polimorfismos. El producto amplificado por la técnica de PCR es
separado por calor en dos cadenas sencillas y puesto a correr en gel de
arcrilamida:bis-acrilamida no desnaturalizante, basandose en el principio de que la
movilidad electroforética de una molécula en un gel es sensible al tamafio, carga y
forma de la molécula. En un gel no desnaturalizante, las dos cadenas sencillas de
ADN previamente desnaturalizado, a medida que migran electroforéticamente,
adquieren una conformacién tridimensional, segun la secuencia nucleotidica que
constituye a cada una. En el andlisis de SSCP, el cambio de un solo nucleétido es
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suficiente para alterar la estructura tridimensional de una secuencia con respecto a
otra. Esta alteracién del ADN se detecta como una migracion diferente de una o
ambas cadenas en la electroforesis del gel, dependientes de la conformacion
adoptada por cada cadena sencilla. La capacidad del PCR-SSCP para detectar
mutaciones depende de cémo Ia mutacién afecta al plegamiento de la molécula y
como el plegamiento afecta a la movilidad electroforética (Hayashi y Yandell, 1993).
El SSCP detecta del 70% al 95% de mutaciones en los productos de PCR de 200
pb y de menor tamario: sin embargo presenta el inconveniente de no detectar la
totalidad de las posibles variantes de secuencias (Leone y col., 1997).
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. HIPOTESIS
Las variedades de frijol (Negro, Pinto Zapata y Marcela) incorporadas a la dieta,

modulan negativamente la expresion del biomarcador genético k-ras en lesiones de

colon de ratas tratadas con el carcinégeno dimetilhidracina.
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IV. OBJETIVOS

IV.1General
Evaluar el efecto de dietas a base de diferentes variedades de frijol comun

(Phaseolus vulgaris) sobre las alteraciones producidas en el gen k-ras en lesiones
de colon inducidos con dimetilhidracina en ratas Sprague Dawley.

IV.2 Especificos

o Determinar la concentracién de compuestos fenélicos totales en las harinas

de frijol coman (Phaseolus vulgaris) cocido.

e Evaluar el efecto de una dieta a base de frijol comun (Phaseolus vulgaris)
sobre la modulacién del gen k-ras utilizando la técnica de SSCP.

e Determinar el efecto de las mutaciones del gen k-ras sobre la expresion de
su proteina, empleando la técnica de Western blot .
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

V.1.1 Material Biol6gico

- Ratas macho Spague Dawley de 4 semanas de edad de la misma linea genética
adquiridas en Harlan de México, S.A. de C. V.

- Frijol en sus variedades: Pinto Zapata, Negro y Marcela, las cuales fueron
donadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Pecuarias
(INIFAP), Unidad Celaya.

V.1.2 Compuestos quimicos

1,2-Dimetilhidracina (DMH) (Fluka)

Fenol equilibrado (ultrapuro, USB)

Cloroformo y alcohol isoamilico (J.T. Baker)

Alcohol etilico y Metanol (Merck)

Proteinasa K 20 mg /ml (BioRad)

Kit para PCR que incluye: Taq DNA polimerasa 5 U/ul, mezcla de dNTP's 10 mM
(invitrogen)

Agarosa y acrilamida (Bio-Rad)

(+)-Catequina (Fluka)

Vainillina (Fluka)

Agua HPLC

Solventes y sales utilizadas para soluciones buffer fueron grado analitico (J.T.
Baker)
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V.2 Métodos

V.2.1 Determinacion de compuestos fendlicos totales
Para la determinacion de los compuestos fendlicos totales se utilizé la técnica
descrita por Aparicio-Fernandez y col. (2005), en donde se utiliz6 metanol al 100%

para la extraccion.

V.2.1.1 Curva de calibracién

Las concentraciones para la curva de calibracién fueron la siguientes: 0.8, 0.6, 0.4,
0.2,0.1 mg/mL

Cada una de las concentraciones de la curva se realizaron por triplicado, se calculd
la media de las absorbancias y se determin6 la ecuacién de la recta, la r (que debe
ser{o mas cercana a 1).

Las concentraciones requeridas se prepararon mediante diluciones seriadas, para
ello se pesaron 20 mg de (+)-catequina y se llevaron a un volumen de 25 mL con
metanol, de esta solucién se tomaron 7.5 mL y se afor6 a 10 mL con el mismo
disolvente, de esta solucion se tomaron 6.6 mL y de igual manera se llevaron a 10
mL, de la solucién anterior se tomaron 5 mL y se llevo a 10 mL, finalmente de la

solucién anterior se tomaron 5 mL y se aforé a 10 mL con metanol.

Para la cuantificacién de las concentraciones de la curva de calibracion se
realizaron los siguientes pasos:

Se colocaron 0.5 mL de cada una de las soluciones en tubos de ensaye, a
continuacién se le adicionaron 2.5 mL de una solucién 1:1 de HCI 8% : vainillina
1%. Esta solucién debe adicionarse de 0.5 en 0.5 mL a cada uno de los tubos hasta
completar los 2.5mL.

Paralelamente se preparé un blanco con 0.5 mL de metanol y 2.5 mL de HCl al 4%.
Tanto las muestras como el blanco deben protegerse de la luz, incubandose en un
bafio maria a una temperatura de 30°C por 20 minutos. Al finalizar este
procedimiento, se midieron las absorbancias en un espectro UV-Visible a una
longitud de onda de 500 nm.
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V.2.1.2 Cuantificacion en muestras de harinas de frijol

En lo que respecta a la cuantificacién de compuestos fendlicos totales en las
muestras se realizaron los siguiente$ pasos:

El experimento se realizo por triplicado.

Se pesaron 0.2 gramos de harina de frijol en un matraz de 50 mL protegido de la
luz, se le adicionaron 10 mL de metanol y se dej6 en agitacién por 24 horas a
temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo de agitacion, las muestras se
centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos.

Se tomaron 0.5 mL del sobrenadante y se colocaron en tubos de ensaye, se le
adicionaron 2 mL de una solucién 1:1 de HCI 8% : vainillina 1%, este volumen se
adicion6 de 0.5 en 0.5 mL hasta completar el volumen requerido. Se colocaron en
un bafio maria a 30°C durante 20 minutos protegidas de la luz.

Al finalizar el tratamiento se leyeron en un espectrofotémetro UV-Visible a una
longitud de onda de 500 nm.

V.2.2 Elaboracién de dietas

Para determinar la cantidad de frijol incorporado en la dieta, se consideré el
consumo per capita que se tiene en México, que es de 11 kilos por afio (Casimiro,
2002).

E| frijol se cocié a temperatura de ebullicién en una olla con aislamiento térmico y
temperatura controlada. Enseguida se secé en un horno de convencién a 60°C
durante toda una noche. Posteriormente fueron molidos en un molino pulvex. Al
igual que el frijol, la croqueta fue molida para poder incorporarlas diferentes
variedades. La concentracion final del frijol fue de 0.42 g por Kg de peso del animal.

V.2.3 Preparacion del carcinégeno Dimetilhidracina (DMH)

El carcinégeno fue preparado el mismo dia de la inyeccion.

Se preparé6 una sofucién de DMH 0.07 M en agua HPLC estéril que contenia 37 mg
de EDTA por cada 100 mL como agente estabilizador y se ajust6é el pH de la
solucién a 6.5 usando hidréxido de sodio.
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V.2.4 Induccién del cancer de colon

La dieta fue administrada durante 4 semanas antes del inicio del tratamiento con el
carcinégeno. Cada uno de los grupos experimentales recibié por via subcutanea la
DMH en una dosis de 21 mg/Kg de peso corporal, una vez por semana durante 8
semanas.

V.2.5 Sacrificio

Para facilitar la limpieza del colon los animales se dejaron en ayuno desde la noche
anterior. Estos se sacrificaron por decapitacién a las 17 semanas después de la
primera inyeccién del carcindégeno. Se realiz6 una incision toracica abdominal
media para extraer el intestino grueso. Posteriormente se procedié a su apertura
longitudinal por el borde antimesentérico y se realizé una limpieza suave de la
superficie mucosa con solucién fisiolégica estéril, seguida de la fijacién del intestino
sobre un trozo de corcho con alfileres, manteniendo una temperatura de 4°C, para

evitar la descomposicion det tejido.

V.2.6 Andlisis macroscépico

El intestino se dividié en tres zonas: proximal, media y distal. Se analiz6 el tejido
macroscépicamente y se detectaron lesiones, las cuales fueron medidas con un
vernier con 0.1 mm de graduacién. Las variaciones que se midieron fue el aito,
ancho y largo de ias lesiones para asi determinar el volumen de las mismas.

V.2.7 Extraccién de ADN

Se extrajo el ADN genémico de cada uno de las lesiones y de tejido normal de las
ratas control mediante las técnicas estandar de digestién con proteinasa K, seguido
de extraccién con fenol-cloroformo y su posterior precipitacién con etanol (Ausubel
y col., 1992).

V.2.7.1 Extraccién de ADN. Primera etapa
Se pesaron entre 0.025-0.05 g de tejido y se colocaron en un tubo Eppendorf, y se

agregaron 500 plL de buffer de digestién; el tejido se homogenizé con un émbolo de
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teflon estéril y enseguida se agregaron 500 plL mas de buffer de digestion,
finalmente se agreg6 proteinasa K (0.1 mg/mL). Se incubé de 12 a 24 horas a una
temperatura de 50-55° C.

V.2.7.2 Extraccion de ADN. Segunda etapa

Se sacaron los tubos de incubacién y agregé 500 uL de buffer de extraccion, se
agit6 suavemente durante 3 minutos y se centrifugaron durante 15 minutos a 5000
gad4°C

Se extrajo la fase acuosa y se adicioné un volumen igual de buffer de extraccion, se
agité suavemente durante 3 minutos y se centrifugo 15 minutos a 5000 g a 4°C.
Nuevamente se extrajo la fase acuosa. A esta fase se agreg6 2 volimenes iguales
de etanol al 100% frio y 1/10 partes de Acetato de sodio. Se agité6 durante 2
minutos muy suavemente. Se centrifugo a 7500 g durante 10 minutos a 4°C. Se
eliminé el sobrenadante y se lavé el precipitado con etanol al 70%, se agité durante
30 segundos y se centrifugo a 7500 g durante 5 minutos a 4°C. Se elimind el
sobrenadante y se dej6 secar el tubo. Finalmente se colocaron 50 pL de agua

HPLC estéril para resuspender el ADN.

V.2.8 Cuantificacién de ADN

Para la cuantificacion se hicieron diluciones del ADN recién extraido. La dilucién
recomendada es 1: 100 (10 uL de ADN y 990 uL de agua HPLC) para un volumen
de 1 mL.

La cuantificacion se realizé en un espectrofotometro utilizando el programa lambda
40 a una longitud de onda de 260 y 280 nm y de esta forma conocer la

concentracion y la pureza mediante la relacién de absorbancias Azeo/Azso.

Para determinar la concentracién del DNA se aplicé la siguiente ecuacion:

[DNA] pg/mL = (D.O. 260 nm) (50) (dilucion)
Donde: el factor de 50 se debe a que una unidad de D.O. a 260 nm corresponden a
5Q pg/mL de DNA de doble cadena.
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V.2.9 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En un microtubo Eppendorf se colocd un volumen total de 50 uL compuestos por
ADN y una mezcla constituida por primers (forward y reverse), 10 mM dNTP, buffer
10X, MgCl;, Taq polimerasa y agua HPLC.

Los microtubos se colocaron en el termociclador bajo las siguientes condiciones
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Condiciones para realizar la amplificacion del ADN

5 minutos

1 minuto

1 minuto 30 ciclos

1 minuto

(Hayashi y Yandell, 1993)

A. Electroforesis en gel de agarosa
Para comprobar la amplificacion del ADN se realizé una electroforesis de las
muestras en un gel de agarosa al 1.5%, se cargé en cada pozo un volumen de
10 ubL de muestra y 5 uL de colorante, en uno de los pozos se cargé 1 uL de
marcador de DNA de 100 pares de bases (pb). La electroforesis en gel de agarosa
se realiz6 con buffer TAE 10X en una camara Mini-Sub Cell GT de Bio-Rad a
voltaje constante (60 voits) durante 1 hora. Las bandas de ADN se observaron
tinendo el gel de agarosa con bromuro de etidio 0.5 ug/mL, observando el gel en el

transiluminador 2020E UV/ White con lamparas para UV.

V.2.10 Polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP)

Del producto de PCR tanto de tumores como de controles, se llevé a cabo el
andlisis de polimorfismo de cadena sencilla, bajo las siguientes condiciones
(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Condiciones para realizar el Polimorfismo conformacional de cadena

sencilla

Oligonucledtidos:

Sentido 1AKforward
5 -TAAGGCCTGCTGAAAATG -3’

Antisentido 1AKreverse
5 -ATGACTGCCACCCTTTAC - 3

Concentraciones: Condiciones:

[final] Temperatura

Templado de DNA 50 ng 1 ciclo

100 M 95°C

Oligonucledétidos
1AKforward 8 pmolas 30 ciclos

1AKreverse 8 pmolas 94 ° C desnaturalizacién

Buffer PCR 1X 57 ° C alineamiento

MgCl;, 1.5 mM 72 ° C elongaciéon

Taq polimerasa 05U

(Yamada y col., 2000)

Se utiliz6 una camara Hoefer SE 260 de Amersham Biosciences, en la cual se
preparo la muestra como lo describe Yamada y col. (2000) colocando volimenes
iguales de producto de PCR y amortiguador para SSCP y la mitad del volumen final
de formamida. Esta mezcla se agitdé en un vortex y se desnaturalizé calentandola a
90°C durante 3 minutos y se enfri6 en hielo. Se agit6 nuevamente en el vortex y se
inyectaron en el gel de acrilamida al 10% que contiene un 5% de glicerol. Este se
corrié durante 21 horas a 100 volts.

El gel se tifié con soluciones para tinciéon con plata. Se lavé durante 30 minutos con
100 m! de acido acético al 10% seguido de 3 enjuagues de 2 minutos cada uno con
agua destilada. La siguiente etapa fue la impregnaciéon que se hace con 100 mL de
AgNO; por 25 minutos. Se enjuago con agua destilada durante 20 segundos, se
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desechd el agua y se agreg6 la solucién reveladora (Na,CO3 y Na;S203 5H,0) por
5 minutos durante los cuales deben observarse bandas. Enseguida se agregé la
solucion para detener el revelado y finalmente la solucién impregnante.

El gel se sec6 en un Gel Dryer modelo 583 por 90 minutos a una temperatura de
65°C.

V.2.11 Western Blot

El Western Blot es una técnica que se consta de tres pasos: electroforesis,
transferencia y deteccion de proteinas por quimioluminiscencia.

Las muestras obtenidas del intestino grueso se lisaron directamente con un buffer
de homogenizacién que contiene Hepes 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, NaPP 10
mM, Na3zVO4 2 mM, MgCl; 1 mM, CaCl; 1 mM, NaF 10 mM, EDTA 2 mM, PMSF 2
mM, leupeptina 5 pg/mL, NP-40 1%, glicerol 10% a 4°C. El homogenizado se
incub6 por 30 minutos a 4°C, mezclando lentamente Yy posteriormente se
centrifugo a 25000 g durante 5 minutos.

Determinacion de proteinas totales por el método de Bradford

Procedimiento para el microensayo

La concentracion de proteinas fue determinada por el método Bradford usando el
reactivo Bio-Rad Protein Assay Yy seroalbimina bovina (BSA) como estandar
(1 mg/mL).

El rango lineal para este ensayo empleando BSA es de 1.2 a 10 ug/mL.

Electroforesis SDS-PAGE

Los extractos de proteinas de colon se disolvieron previamente en buffer de
muestra con B-mercaptoetanol y se desnaturalizaron en bafio maria a 60 °C por 20
minutos. Las muestras se cargaron (50 pug de proteina) en un gel al 7% (SDS-
PAGE) con un espesor de 1 mm, las proteinas fueron separadas a través de un
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sistema Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad Laboratories) durante 95 minutos a 120 Volts
con una temperatura de 4 °C.

Inmunoblot

Una vez separadas las proteinas, éstas fueron transferidas a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizando una camara semiseca (Trans-Blot SD
de Bio-Rad Laboratories), durante 20 minutos a 15 Volts. Se verificé la
transferencia de las mismas tifiendo el gel con azul de coomassie.

Los sitios no especificos de la membrana se bloquearon con una solucién de
proteinas al 10% (Blocking reagent Roche Molecular Biochemicals) durante toda la
noche a 4 °C, sin agitacién.

La membrana se incubé durante 3 horas con el anticuerpo monoclonal de interés a
temperatura ambiente con agitacién constante. Los anticuerpos k-ras (1:2600) y el
de actina (1:10000) fueron diluidos en solucién bloqueante al 5%. Transcurrido este
tiempo, la membrana se lavé con un esquema de 6 lavados con TTBS de 5
minutos, 2 lavados con TTBS de 10 minutos y 2 lavados con solucién bloqueante al
5% de 10 minutos.

Posteriormente, la membrana se incub6é con un segundo anticuerpo (1:2000)
conjugado con peroxidasa de rabano, durante 45 minutos a temperatura ambiente y
con agitacién. Se lavé nuevamente la membrana 6 veces con TTBS durante 5
minutos y 1 lavado con TTBS de 10 minutos.

Finalmente, la membrana se incubé con la solucién de quimioluminiscencia (en la
oscuridad y se expuso a una pelicula fotografica Kodak BioMax Light). Las bandas

se cuantificaron en un fotodocumentador (software Kodak 1D Image).
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VI. RESULTADOS

Ademas de los componentes nutricionales, el frijol comun contiene altas
concentraciones de fitoquimicos que aportan beneficios potenciales a la salud, tales
como los compuestos fendlicos. Por lo tanto, primeramente se determiné la
concentraciéon de dichos compuestos en las harinas de frijol cocido, utilizando la
metodologia descrita por Fernandez-Aparicio y col. (2005), en donde el solvente
que se utiliza para la extraccién es metanol al 100%. Asf mismo se realiz6 una

curva estandar utilizando (+)-catequina (Anexo li).

Los resultados obtenidos en las muestras nos indican que la harinas de frijol Negro
8025 presentaron la concentracién mas alta de compuestos fendélicos totales en mg
equivalentes (+)-catequina/g de muestra (1.358+0.016) seguido de la harina del
frijol Marcela (0.744+0.010) y finalmente la harina del frijol Pinto Zapata mostré la
concentracién mas baja de dichos compuestos (0.082+0.018) (Figura 6).

Estudios epidemiolégicos sugieren que el consumo de alimentos ricos en
flavonoides protegen contra enfermedades asociadas con estrés oxidativo,
enfermedades coronarias y cancer. Dentro de los flavonoides que se han reportado
para frijol se encuentran principalmente antocianinas, proantocianidinas o taninos
condensados los cuales poseen actividad antioxidante y antimutagénica
(Aparicio-Fernandez y col, 2005).

Con respecto a los estudios in vivo, el frijol cocido fue incorporado antes, durante y
después de la administracién del carcinégeno en la dieta de los animales y los
resultados obtenidos fueron los siguientes. Con respecto a la incidencia, que es el
namero de animales que presentaron tumores con respecto al total de los animales
de experimentacién por grupo, se encontré que el frijol Negro 8025 y el Pinto
Zapata mostraron una inhibicién de la incidencia del 25 y del 33% respectivamente,
lo cual nos indica que hubo un ndmero importante de animales que no presentaron
tumores en colon, comparados con el control positivo. La harina de frijol Marcela no
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entre el controi positivo, Negro 8025 y Pinto Zapata respectivamente.

La multiplicidad que se define como el nimero de lesiones encontradas entre el
namero total de animales con lesiones en el grupo, nos ayuda también a determinar
que tan agresivo es el carcindgeno utilizado y de esta manera evaluar la proteccion
brindada por el frijol.

El Cuadro 6 nos muestra que la multiplicidad es mayor en los grupos control (2.86+
0.31) y Marcela (2.29+0.31) mientras que para los grupos Negro 8025 (1.20+0.29) y
Pinto Zapata (0.67+ 0.27) disminuye (Cuadro 4). No se presenta diferencia
significativa entre el control positivo y Negro 8025 pero si entre el control positivo y

Pinto Zapata.

Para determinar si la protecciéon del frijol podria estar mediada a través de la
modulacién del gen k-rés, se determinaron mutaciones en dicho gen, para lo cual
primero se extrajo el DNA y se amplific6 por PCR las regiones de interés y se
obtuvo un producto correspondiente al segmento del gen k-ras (175 pb) (Figura 7).

Cuadro 6. Multiplicidad, incidencia y nimero promedio de tumores presentados en
animales tratados con diferentes variedades de frijol y el carcinégeno
Dimetilhidracina

Muestra

Incidencia

No. Promedio de
Tumores

Multiplicidad

Control Positivo

100%

2.86+0.31°

2.86+0.31°

Negro 8025

75%

1.00£0.30°

1.20+0.29°

Pinto zapata

67%

1.00£0.33°

0.67+0.27°

Marcela

100%

2.29+0.31°

2.29+0.31

Las letras a y b indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)
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desnaturalizantes, adoptan diversas conformaciones dependiendo de las
asociaciones intramoleculares que en ellas se den debido a las éareas de
autocomplementariedad en la misma cadena; por lo que cualquier cambio en la
secuencia que modifique las regiones de autocomplementariedad es probable que
altere la configuracion y produzca un cambio detectable en la movilidad.

La deteccion de las posibles mutaciones se llevé a cabo mediante el analisis de
SSCP de los productos de PCR del gen k-ras para los tumores encontrados en el

colon de las ratas tratadas con dimetilhidracina.

La Figura 8 muestra uno de los geles que presenta el patron de bandeo obtenido
para k-ras, en el que se observan claramente dos bandas correspondientes a las
cadenas complementarias de ADN (Banda 1 y 2) tanto para las muestras control
como para la de las muestras tratadas con frijol Negro 8025. Se pueden apreciar
una tercer y cuarta banda (Banda 3 y Banda 4) como posibles mutaciones con
mayor intensidad en los controles positivos y de menor intensidad e incluso
desaparicion en las muestras tratadas con frijol Negro. Esta disminucién se
encontrd en el 71% de las muestras colénicas provenientes de animales

alimentados con frijol Negro.
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Vil. DISCUSIONES

La dieta juega un rol importante en la reduccion de enfermedades degenerativas
tales como cancer, enfermedades cardiovasculares y diabetes.

El consumo del frijol comun (Phaseolus vulgaris) se ha relacionado con la reduccién
del riesgo de padecer cancer de colon, debido a que contiene polifenoles que
pueden ser los responsables de este efecto fisioldgico.

Con los resultados obtenidos respecto a la determinacién de compuestos fenélicos
podemos observar que el frijol Negro 8025 posee la mayor cantidad (1.358+0.016
mg equivalentes de (+)-catequina/gr de muestra), seguido por Marcela y Pinto
Zapata con 0.744+0.010 y 0.0821+0.018 mg equivalentes de (+)-catequina/gr de
muestra, respectivamente. De acuerdo a Aparicio-Fernandez y col.,, (2005) Ia
pigmentacién de la cascara del frijol comun (Phaseolus vulgaris) esta determinada
por la presencia de compuestos polifenélicos siendo en su mayoria flavonoides,
especificamente flavonoides glicosilados, taninos y antocianinas. Por lo tanto, entre
mayor pigmentacién mayor cantidad de compuestos fendlicos.

En un estudio realizado por Diaz-Batalla y col. (2006) se determinaron las
concentraciones de algunos flavonoides en las especies Negro 8025 y Marcela, y
reportaron que el Negro 8025 mostré mayor concentracidn de quercetina, 4cido
vainillinico y acido ferulico. El acido cumarico solo fue detectado en el Negro 8025.
La actividad biol6gica de los flavonoides depende de los tipos de fitoquimicos que
lo constituyen y de la complejidad de sus estructuras, asi como de la composicién
de la mezcla de flavonoides, ya que se ha establecido que entre mas compleja sea
la mezcla esta posee mayor capacidad de proteccion al combinarse con otros
aditivos o por efectos de sinergismo (Aparicio-Fernandez y col., 2005).

El efecto de los compuestos fendlicos sobre enfermedades cronico degenerativas
tales como la diabetes, enfermedades coronarias y cancer puede deberse a que
estos complementan mecanismos de accidn incluyendo modulacién de la
destoxificacion enzimatica, estimulacion del sistema inmune, reduccién de
agregacion plaquetaria , reduccion del metabolismo de lipidos y hormonas, efectos
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antioxidantes, antibacterianos, antimutagénicos y antiangiogénicos, reduccién en la
iniciacion de tumores e induccién de apoptésis (Lampe,1999).

En base a los resuitados obtenidos podemos observar que el frijol Negro 8025
ofrece el mayor grado de quimioproteccién debido a la alta cantidad de compuestos
fendlicos que posee. Sin embargo, Pinto Zapata al igual que Marcela son especies
poco coloridas, pero Pinto Zapata también presenté una alta proteccién. Esto puede
deberse a que a pesar de contener un menor nivel de compuestos fendlicos, éstos
poseen una mayor accién quimioprotectora, o la actividad biolégica podria atribuirse
a otros compuestos presentes en el frijol.

El frijol contiene un alto porcentaje de carbohidratos glicémicos de digestién lenta y
no glicémicos que son fermentables en el intestino grueso; estos ultimos pueden
ejercer efectos fisiolégicos benéficos relacionados con la disminucién de los
factores de riesgo de cancer de colon, debido a la formacion de productos de
fermentacién colénica como el acido propiénico y butirico. Siendo el 4cido butirico
el principal substrato energético para los colonocitos, se ha demostrado que induce
apoptosis, inhibe el crecimiento y diferenciacién de células célonicas tumorales
(Serrano y Gofi ,2004).

Al examinar los tumores mediante la técnica de SSCP podemos observar que las
posibles mutaciones tienden a disminuir de intensidad e incluso desaparecer en un
71% de las muestras tratadas con el carcinégeno dimetithidracina y protegidas con
la variedad Negro 8025. Mientras que con la variedad Pinto Zapata, las bandas
debidas a una posible mutacién se presentan con una menor intensidad en el 80%
de las muestras.

Limtrakul y col. (2001) reportaron que el flavonoide curcumina adicionado a la dieta
en 0.5-2% correlaciona con bajos Indices de cancer de estémago, duodeno y colon,
debido a que la curcumina puede bloquear ciertos puntos en las rutas metabdlicas
de sefales de transduccién para la expresion de los oncogenes ras y fos. Por lo
anterior, se puede suponer que los flavonoides que contiene el frijol comun
(Phaseolus vulgaris) pueden actuar de la misma manera, indicando que la
capacidad quimioprotectora que puede estar determinada por la cantidad y/o
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composicién de los compuestos fendlicos de la diferentes variedades de frijol
estudiadas.

Con estos estudios se ha demostrado que el frijol comun (Phaseolus vulgaris)
inhibe el desarrollo del cancer inducido quimicamente con dimetilhidracina, dicha
capacidad depende de la variedad y pudiera estar mediada a través de la
regulacién negativa del oncogen k-ras.
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VIll. CONCLUSIONES

La variedad de frijol comun (Phaseolus vulgaris) Negro 8025 posee una mayor
cantidad de compuestos fendlicos totales, seguida de Pinto Zapata y finalmente
Marcela.

Los animales tratados con la variedad Pinto Zapata presentan una menor incidencia
de lesiones, mientras que los tratados con Marcela presentan una incidencia similar
(100%) al del control positivo.

El nimero promedio de tumores es mayor en el control positivo seguido de la
variedad Marcela. En cuanto a las variedades Negro 8025 y Pinto Zapata no se
presenta diferencia estadistica significativa entre ambos, pero si respecto al control

positivo.

En lo que respecta a la multiplicidad los valores mas elevados corresponden al
grupo control positivo, seguido por Marcela, Negro 8025 y finaimente Pinto Zapata.

En base al analisis de los tumores por la técnica de SSCP, se observé que el frijol
Negro 8025 y Pinto Zapata disminuyeron las mutaciones del gen k-ras generadas

por el carcinégeno dimetilhidracina.

El consumo de frijol a bajas concentraciones disminuye el riesgo de padecer cancer
de colon, asi como la modulacién de genes implicados en el desarrollo del mismo.

43



IX. BIBLIOGRAFIA

Abad, A. E. Martinez-Balibrea, J. L. Manzano, B. Cirauqui. 2003. Biologia
molecular del cancer colorectal. Revista de Gastroenterologia. Vol. 73 (1): 9-16
Aparicio-Fernandez X., Manzano B. L., Loarca P. G. 2005. Comparision of
antimutagenic activity of phenolic compounds in newly harvested and storage
common beans (Phaseolus vulgaris) against aflatoxin B¢. Journal of Food Science.
Vol. 70 (1): 55-61

Aparicio-Fernandez X., Garcia G. T., Yousef G.G., Loarca P.G., De Mejia E., Mary
Ann L. 2006. Chemopreventive activity of polyphenolics from black Jamapa bean
(Phaseolus vulgaris L.) on HeLa and HaCat cells. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. Vol. 53: 4615-4622

Aparicio-Fernandez X., Yousef G.G., Loarca P.G., De Mejia E., Mary Ann L. 2005.
Characterization of polyphenolics in the seed coat of black Jamapa Bean
(Phaseolus vulgaris L.). Journal of Agricultural and Food Chemistry. Vol. 54: 2116-
2122

Ausubel, F., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D., Seiman, J. G., Smith, J. A and
Struhl, K. 1995. Short Protocols in Molecular Biology . 2da. Ed., John Wiley and
Sons, New Cork: 10.30, 11.26-11.27

Bourdon, |, Olson B., Backus R., Richter B., Davis P., Schneeman B. 2001.
Beans, as a source of dietary fiber, increase cholecystokinin and apolipoprotein B48
response to test meals in men. Journal Nutrition. Vol.131:1485-1490
Cardador-Martinez, A., Castafio-Tostado E., Loarca-Pifia G. 2002. Antimutagenic
activity of natural phenolic compounds in the common bean (Phaseolus vulgaris)
against aflatoxin B4. Journal of Food Science 1981:62-9

Carretero, E., Herrerias, E., Delgado, E. 2001. Oncogenes y cancer colorrectal.
Revista de Gastroenterologia. Vol. 3: 181-198

Casimiro, C. 2002. Factores etiopatogénicos en el cancer colorrectal. Aspectos
nutricionales y de estilo de vida (segunda de dos partes). Nutricion Hospitalaria.
Vol. 17(3): 128-138

44



Castellanos, J. Z., Guzman, MH., Jiménez, A., Mejia, C., Mufoz, R. J. J., Acosta
G. J. A, Hoyos G., Loépez S. E., Gonzalez ED., Salinas P. R, Gonzalez, A. J.,
Mufioz V. J. A., Ferndndez H. P., Céaceres, B. 1997. Preferential Habits of
consumers of common bean in México. Archive Latinoamerican Nutritional. Vol.
47(2):163-167

Davies, J. 2000. Preventing colon cancer. What you can do. Medical News. Vol.
9(2): 142-149

DeVita, V. T., Hellman, S. J., Rosenberg, S. A. 2000. Cancer, Principios y practicas
de oncoldgica. 5°. ed., Médica Panamericana, Espafia: 579-587,1144-1148
Diaz-Batalla L., Widholm J.M., Fahey G.C., Castafio T. E., Paredes L. O., 2006.
Chemical components with health implications in wild and cultivated mexican
common bean seeds (Phaseolus vulgaris L.). Journal of Agricultural and Food
Chemistry. Vol. 5: 2045-2052

Fearon E.R., Vogelstein B., 1990. A genetic model for colorectal carcinogenesis.
Cell. Vol. 61: 759-767

Gariglio, P., y Orozco, E. 2000. Genética y biomedicina molecular. 1ra. Ed.,
Limusa, México, D.F.: 181-198

Geil P. B., Anderson J.W., 1994. Nutrition and healt implications of dry beans: a
review. Journal of the American College of Nutrition. Vol. 13:549-58
Guzman-Maldonado S. H., Paredes-Lopez O. 1998. Functional products of plant
indigenous to Latin América: amaranth, quinoa, common beans and botanicaols. In:
Mazza G. (Ed). Functional foods biochemical and processing aspects. Lancaster,
Pa.: Technomic: 460

Hayashi, K., Yandell, D.W. 1993. How sensitive is PCR-SSCP?. Human mutation.
Vol. 2 (5): 338-346

Henninngsson A.M., Margareta E., Nyman G.L., Inger M.E. 2001. Content of short-
chain fatty acids in the hindgut of rats fed processed bean (Phaseolus vulgaris)
flours varying in distribution and content of indigestible carbohydrates. British
Journal of Nutrition. Vol. 86: 379-389

Hughes, J., Chutima, G., Wilson-Sanders S., 1997. Dry bean inhibit azoxymethane-
induced colon carcinogenesis in F344 rats. Journal of Nutrition. Vol. 127:2328-2333

45



Lampe, J.W., 1999. Health effects of vegetables and fruits: assessing mechanisms
of action in human experimental studies. Journal of Clinical Nutritional. Vol. 70 (3):
174-490

Leone, P.E., Bello, M.J., Rey, J.A. 1997. Incremento en la deteccion de mutaciones
del gen NF2 en meningiomas y neuronotas mediante en analisis de polimorfismo de
la cadena sencilla (SSCP) del ADN. Metrociencia. Vol. 6 (3): 23-28

Limtrakul, P., Anuchaprenda S., Lipigorngoson S., Floyd W.D., 2001. Inhibition of
carcinogen induced c-ha-ras ando c-fos protooncogenes expresion by dietary
curcumin. Biomed Central Cancer. Vol. 1: 1471-1477

Menéndez, M, Rios, M.A., 1999. Oncogenes Yy Cancer. Revista Cubana de
oncologia. Vol. 15(2): 131-9

Peralta-Zaragoza, O., Bahena-Roman, M., Diaz-Benitez, C.E., ¥y Madrid-Marina, V.
1997. Regulacién del ciclo celular y desarrollo de Cancer: perspectivas
terapéuticas. Salud Publica de México.Vol. 39(5): 451-462

Rios, H.M., Hernandez, M.M. 2001. Los genes supresores de tumores y en cancer.
Revista cubana de oncologia. Vol. 17(1): 65-71

Samowitz, W., Powers., Spiro, L., Nollet, F., Van Roy, R. and Slaterry, M. 1999. B-
catenin mutations are more frequent in small colorectal adenomas than in larger
adenomas and invasive carcinoma. Cancer Research. 59: 1442-1444

Sandberg, A. S., 2000. Developing functional ingredients a case study. In: Gibson
GR, Williams CM, editors. Functional foods concepts to product. Boca Raton, Fla.:
CRC Press: 218-226

Santana, C., y Garcia-Carranca, A. 1997. Los genes ras, el ciclo celular y el
desarrollo de tumores. Sociedad Mexicana de Bioquimica, A.C.: 16: 86-91
SAGARPA. 2003. Secretaria de Agricultura y Recursos Pesqueros y de
Alimentacion. http://www.sagarpa.gob.mx

Serrano, J., Gofi. 1. 2004. Papel del frijol negro Phaseolus vulgaris en el estado
nutricional de la poblacién guatemalteca. Archivos Latinoamericanos de nutricion.
Vol. 54 (1): 289-308

46



Yamada, Y., Yoshimi, N., Hirose, Y., Kawabata, K., Matsunaga, K., Shimizu, M.,
Hara, A., Mori, H. 2000. Frecuent g-catenin gene mutations and accumulations of

the protein in the putative preneoplastic lesions lacking macroscopic aberrante crypt
foci appearance, in rat colon carcinogenesis. Cancer Research. Vol. 60: 3323-3327

47



ANEXO |

PREPARACION DE REACTIVOS

Buffer de Digestion
Tris 1M pH 8.0

EDTA 500 mM pH 8.0
NaCl 4M

SDS 20%

B-mercaptoetanol

Fenol:Cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)

Solucién Fijadora
10 mL de acido acético y llevar a volumen de 100 mL con agua grado HPLC

Solucién Impregnante 1
0.1 g de AgNO; aforar a 100 mL con agua HPLC. Adicionar 100 uL formaldehido al

37%, éste se adiciona hasta que se utiliza la solucion

Solucion Reveladora

2.5 g de Na,COs3

0.002 g NazS;03 5H20

Llevar a un volumen de 100 mL con agua HPLC, antes de utilizarla adicionarle 100
pL de formaldehido al 37%

Solucién Stop

2 g de glicina

0.5 gde EDTA

Aforar a 100 mL con agua HPLC
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Solucién Impregnante 2
5 mL de glicerol y aforar a 100 mL con agua HPLC

Gel de agarosa al 1.5% (para 25 mL)
0.375 g agarosa

24.5 mL de agua HPLC

0.5 mL TAE 50X

TAE 1X
5 mL TAE 50X
Aforar a 250 mL con agua HPLC

Bromuro de etidio
12.5 mL de bromuro de etidio
Aforar a 250 mL de agua HPLC

Gel de acrilamida (para 10 mL)
Acrilamida /bisacrilamida (49:1) 3.30 mL

Agua 5.00 mL
Glicerol al 5% 622 ulL
TBE 10X 1.00 mL
Persulfato de amonio 70 plb
TEMED 3.5uL

Solucién digestora para muestras SDS-PAGE
SDS 5%

Glicerol 30%

Tris 100 mM pH 6.8

Mercaptoetanol 4%

Azul de cumassie 0.02%
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Gel separador ( para 15ml)
Acrilamida 30% - bisacrilamida 0.938%

Tris 3M — HCL 1M - SDS 0.3%.
Glicerol 79.5%

Agua

Persulfato de amonio 10%
TEMED

Gel condensador ( para 6ml)
Acrilamida 30% - bisacrilamida 0.938%

Tris 3M — HCL 1M - SDS 0.3%
Agua

Persulfato de amonio 10%
TEMED

Buffer superior para 1L

Tris 0.1M 12.10g
Tricina 0.1M 17.76 g
SDS 0.1% 1.00g

Buffer inferior para 1L
Tris — HCI pH 8.9 (0.2M) 2423 ¢

Buffer de transferencia para 1L
Tris 580¢g

Glicina 293¢

Solucién de TBS para 1L

Tris-HC1 1M pH 8 10mL
NaCl 5M 30mL

50

5mL
5mL
2mL
3mL
50uL
S5ul

0.6mL
1.5mL
3.9mL
40ulL
4ul



Solucién de TTBS para 1L

Tris-HCI 1M pH 8 10mL
NaCl 5M 30mL
Tween 20 10mL

Solucién bloqueante al 10% para 100ml

Solucién bloqueadora 10mL
TBS 90mL

Solucién bloqueante al 5% para 100ml

Solucién blogueadora 5mL
TBS 95mL

Dilucién del primer anticuerpo para una membrana

Primer anticuerpo 3.50 uL
Solucién blogueante al 5% 10 mL
Mantener en refrigeracion.

Dilucién del segundo anticuerpo para una membrana

Segundo anticuerpo 5.00 uL
Solucién blogueante al 5% 10 mL
Mantener en refrigeracion.

Acido Clorhidrico al 8% para 100 mL
HCI concentrado 21.6 mL

Levar a volumen con metanol

Almacenar en el refrigerador hasta su uso
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Acido Clorhidrico al 4% para 50 mL
HCI! concentrado 54mL
Llevar a volumen ¢con metanol

Almacenar en refrigerador

Vainillina al 1% para 100 mL
1g de vainillina
Llevar a volumen con metanol

Almacenar la solucién en refrigerador

Solucién (1:1) de HCI 8% : vainillina 1%
Tomar una alicuota de 20 mL de cada reactivo y mezclar
Esta solucion se prepara al momento de emplearse

No reutilizar
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