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RESUMEN

El cancer es la segunda causa de muerte en nuestro pais y la incidencia y
mortalidad por cancer colon rectal se han incrementado en los ultimos afios.
Durante el desarrollo de esta patologia se originan trastornos de los mecanismos
que controlan la proliferacién y diferenciaciéon celular en los que se encuentran
implicadas las mutaciones de dos clases de genes: genes supresores de tumores
(p53, DCC y APC) y protooncogenes (K-ras, myc y B-catenina).
Por otro lado se sabe que los carotenoides, que son abundantes en alimentos de
origen vegetal, tienen la capacidad de ser antimutagénicos y anticarcinogénicos.
Sin embargo poco se conoce acerca del potencial de algunos de éstos; como la
luteina, para inhibir el cancer de colon. Estudios epidemiolégicos han demostrado
que la ingesta alta de alimentos ricos en luteina disminuye el riesgo de padecer
este tipo de cancer, sin embargo, no se sabe en qué etapa del desarrollo del
cancer puede tener un efecto dicho caroteno ni su influencia sobre los genes
involucrados en este proceso.
En este estudio se evalud la capacidad quimioprotectora de la luteina a nivel
histolégico y molecular sobre el cancer de colon de ratas. Para lograr tal objetivo el
proyecto se dividi6 en dos etapas. En la primera se establecié el modelo de
carcinogénesis en ratas Sprague-Dawley tratadas con 1,2-dimetilhidrazina (1,2-
DMH) durante 2 meses y se sacrificaron a diferentes tiempos: 16, 20 y 30
semanas después de iniciado el tratamiento. El tejido se estudié a nivel histolégico
y se analizaron las mutaciones sobre los genes K-ras y B-catenina mediante la
técnica de polimorfismo de conformacién de cadena sencilla (SSCP). El nimero
de tumores fue mayor a partir de la semana 20 en la cual el 73% de las ratas
presentaron tumores y el 80 % de ellos se encontraron distribuidos en la zona
medio-distal del colon. Asi mismo, el nimero de tumores por rata fue mayor en los
dos ultimos tiempos, lo cual correlaciona con el grado de displasia mas severa
obtenido en los estudios histopatolégicos. En el analisis molecular se obtuvo un
producto de PCR de 211 pb para B-cafenina y de 175 pb para K-ras, que
mediante SSCP fue posible identificar bandas diferentes a las presentadas por los
animales control, lo cual nos indica la presenc:a de posibles mutaciones en estos
ragmentos amplificados.
En la siguiente fase del proyecto se evalué la quimioproteccién de la luteina y la
influencia que ésta tiene sobre los genes mencionados. La luteina disminuyd hasta
en un 50 % el nimero de tumores en los grupos donde se adicioné el carotenoide
antes y después del tratamiento con la 1,2-DMH, dicha accién no fue observada
en el grupo en donde el qwmloprotector y el carcinégeno se dieron al mismo
tiempo.
Se analizaron mediante SSCP los tumores del grupo al cual se le adicioné luteina
a la dieta después del tratamiento con 1,2-DMH. Para K-ras y f-catenina se
observé una diferencia en el patrén de bandeo en comparacién con las muestras
de tumores provenientes del grupo control positivo, por lo que se cree que la
luteina pudiera inducir cambios estructurales en estos genes durante el desarrolio

de carcinogénesis.
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SUMMARY

Cancer is the second cause of death in Mexico, in the last years its incidence and
mortality has increased due to colon rectal cancer. During the development of this
pathology exists alterations on the mechanisms that control the cellular
proliferation and differentiation. There are two gene mutations involved: tumor
suppressor genes (p53, DCC and APC) and protooncogenes (K-ras, myc and B-
catenin).

On the other hand, it is known that carotenoids, which are abundant in vegetables,
have the capability of being antimutagenic and anticarcinogenic, nevertheless, a
little is known about the potential of some of these agents like lutein to inhibit colon
cancer. :

Epidemiologic research has shown that high consumption of lutein-rich food
decreases the risk of contracting this type of cancer, however, it is not known in
which stage of cancer development such carotene may have effect and influence
over the genes involved in this process.

In this study the chemoprotective potential of lutein at histological and molecular
level (B-catenin and K-ras) over colon cancer on rats was evaluated. To achieve
this objective, the project was divided in two stages. In the first one, the
carcinogenesis model in rats Sprague Dawley treated with 1,2-dimethylhydrazine
(1,2-DMH) for 2 months was established and were sacrificed at different times: 16,
20 and 30 weeks after treatment initiation. Tissue was analyzed at histological and
molecular level. The number of tumors was higher after week 20 in which 60% of
the rats exhibited tumors and 80% of them were found distributed in the medial-
_distal zone of the colon. This way, the number of tumors per rat was higher in the
last two times, which is correlated with the more severe grade of displasia. In the
molecular analysis, a PCR product of 211 bp for B-catenin and 175 bp for K-ras
was obtained, which using the Single Strand Conformation Poliformism technique
(SSCP), it was possible to identify different bands to those presented by the in-
control animails. This indicates the presence of pcssible mutations on these
amplified fragments.

On the next stage of the project, it was evaluated the chemoprotective stage of
lutein and the influence that it has over the genes previously mentioned. Lutein
decreased up to 50% the number of tumors in the groups where the carotenoid
was added before and after the treatment with 1,2-DMH. Such action was not
observed in the groups where chemiprotector and carcinogenic were given at the
same time.

On the second stage of the project, the tumors of the group in which lutein was
included in the diet after the treatment with 1,2-DMH were analyzed. For the (-
catenin and K-ras lutein treatment had a significant effect on the band pattern
compared with the DMH-treated rats, therefore, it is believed that lutein influences
the structural changes of these genes during the development of carcinogenesis.

Keywords: Colon cancer, chemoprotection, lutein, B-catenin and K-ras
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1. INTRODUCCION

En nuestro pais durante el afio 2001 la morbilidad por cancer ocup6 el cuarto lugar
y fue la segunda causa de muerte en la poblacién con un indice del 12 %
superado Unicamente por las enfermedades cardiovasculares (INEGI, 2001). El
cancer colon rectal ha tomado gran importancia en los paises de occidente en vias
de desarrollo, presentandose con mayor frecuencia en el hombre y el 90 % de los
casos se diagnostica después de los 50 afios de edad.

En el desarrollo del cancer se encuentran implicadas alteraciones en genes
supresores de tumores y protooncogenes, los cuales provocan trastornos de los
mecanismos que controlan la muerte celular programada, la proliferaciéon y
diferenciacién celular. Entre los genes que participan en dicho proceso se
encuentran K-ras y B-catenina, los cuales estan mutados en aproximadamente el
50 % de los tumores colon rectales (Bos, 1989; Sparks et al., 1998).

Por otro lado se ha demostrado a través de estudios epidemiolégicos que una alta
ingesta de vegetales y frutas puede proteger a los humanos contra cierto tipo de
canceres incluyendo el de colon. Entre los constituyentes de las frutas y vegetales
a los que se les atribuye esta propiedad se encuentran los carotenoides, de los
cuales sélo el p-caroteno ha sido el mas estudiado por su capacidad
anticarcinogénica. Sin embargo, existen otros carotenoides igual de abundantes
en los alimentos tales como el licopeno y la luteina que podrian ser los
responsables del bajo riesgo de cancer observado (Slattery et al., 2000a).

Se ha comprobado que la luteina al 0.05 % incorporada en la dieta puede
disminuir el nimero de fosas cripticas aberrantes (FCAs) en ratones a los que se
les indujo cancer de colon (Kim et al., 1998). Asi mismo, se ha reportado que
disminuye la incidencia y crecimiento de tumores en cancer de mama en ratas al
adicionar bajas concentraciones (0.002 % y 0.02 %) de este carotenoide en la
dieta basal (Park et al, 1998). Sin embargo, poco se sabe sobre la etapa de
progresion del cancer en la que podria tener un su papel quimioprotector ni el

mecanismo por el cual actita como tal.



Es por ello que en este estudio se evalu6 la capacidad quimioprotectora de la
luteina y su influencia sobre los genes K-ras'y B-catenina durante el desarrollo de
cancer de colon inducido en ratas Sprague-Dawley con un agente alquilante (1,2-
dimetilhidrazina, 1,2-DMH). Para tales determinaciones se realizaron estudios

histopatol6gicos y moleculares como el analisis del polimorfismo de cadena

sencilla (SSCP).



2. ANTECEDENTES

2.1 CANCER

2.1.1 Definicién ,
El cancer es una forma comin de designar a todos los tumores malignos y se

define como el trastorno de los mecanismos que controlan la proliferaciéon y la
diferenciacion de las células en los organismos pluricelulares (Torroella y Villa-
Trevifio, 1998).

Hanahan y Weinberg (2000) consideran seis caracteristicas de las ceélulas
cancerosas: ignoran las sefiales que controlan la proliferacion celular, asi como las
que promueven la diferenciacion, adquieren capacidad para sostener la
proliferacion celular, evaden la apoptosis, tienen capacidad invasiva Yy
angiogénica; por tanto las células cancerosas estan definidas por dos propiedades
hereditarias: 1) se reproducen a pesar de las restricciones normales € 2) invaden y
colonizan territorios normalmente reservados para otras células. Una célula
anormal aislada que no prolifere mas que sus vecinas normales, no produce
ningtn dafio significativo pero si su proliferacion esta fuera de control, producira un
tumor o neoplasia, una masa de células anormales. Sin embargo, si las células
neopIéSIcas permanecen agrupadas en una masa unica, se dice que el tumor es
benigno y generalmente puede conseguirse una curacion completa extrayendo la
masa quirargicamente. Un tumor se considera canceroso s6lo si es maligno, es
decir, si sus células tienen la capacidad de invadir el tejido circundante. La
capacidad invasora implica, generalmente, 1a habilidad de liberarse, entrar en el
torrente sanguineo o en los vasos linfaticos y formar tumores secundarios o
metastasis en otros lugares del cuerpo (Doll y Peto, 1987).

En el cuadro 1 se mencionan las principales diferencias entre las células normales

y las células cancerosas.



Cuadro 1. Principales diferencias entre células normales y cancerosas

Células Normales

Células cancerosas

Tienen una divisiéon de funciones dentro
del tejido como consecuencia de un
programa de diferenciacién

determinado.

Su tiempo de vida es limitado por lo que
su muerte se efectta en forma

programada.

Su proliferacion es controlada, ya que
responden a mecanismos reguladores
(factores de crecimiento) que les indican
cuéndo dividirse y cuéndo no.

Presentan inhibicion por contacto,
proliferan hasta entrar en contacto con

otras células vecinas.

Presentan'dependencia de anclaje, por
lo tanto no tienen posibilidad de
moverse Yy requieren de un soporte
sélido sobre el cual fijarse y proliferar.

Su citoesqueleto se  encuentra
organizado lo que les confiere una

arquitectura caracteristica.

Existe una diferenciaciéh  celular
incompleta por lo que ya no cumplen

con las caracteristicas propias del

tejido.

Son inmortales, es decir, tienen
crecimiento indefinido.
Su proliferacién celular es

descontrolada, ya que no responden a
los factores de crecimiento, con lo-que
se vuelven auténomas, o bien la

respuesta a dichos factores se

encuentra aumentada.

Pierden la inhibicién por contacto, por lo
que pueden crecer en capas o estratos

formando la masa tumoral.

Se hacen independientes al anclaje

ganando la capacidad de movilizacion.

Sufren una desorganizacion en la
disposicién celular original del tejido.

(Torroella y Villa-Trevifio, 1998)



2.1.2 Causas
Se cree que la mayoria de los canceres se originan a partir de una célula que ha

experimentado una mutaciébn somatica. Pero para que la progenie de esta
célula se transforme en cancerosa ha de sufrir mas cambios, los cuales
requieren de varias mutaciones adicionales dadas por factores exégenos o
ambientales y endogenos o hereditarios. Dentro de los primeros encontramos a
los de naturaleza quimica (agentes alquilantes, hidrocarburos aromaticos
policiclicos y heterociclicos, aminas aromaticas, amidas, colorantes nitrogenados,
productos vegetales y microbianos naturales, etc.; que habitualmente causan
simples cambios locales en la secuencia de nucleétidos), rayos ultravioleta y
radiaciones ionizantes (rayos X, que tipicamente causan roturas de cromosomas y
translocaciones), virus (introducen en las células DNA extrafio), los habitos
alimenticios y exposiciones laborales (Torroella y Villa-Trevifio, 1998; Peto, 2001).
El cancer también puede desarroliarse debido a dafios genéticos que han sufrido
las células germinales por lo que la progenie hereda el dafio y el nuevo individuo
queda predispuesto genéticamente a contraer la enfermedad. Entre los sindromes
de cancer hereditario se encuentran el retinoblastoma y las afecciones
relacionadas con los sistemas de reparacion del DNA. La sensibilidad individual es
también un factor que contribuye a las causas endégenas del cancer (Torroella y
Villa-Tre\;iﬁo, 1998; Cotran et al., 2000; Ponder, 2001).

2.1.3 El proceso de carcinogénesis

La velocidad con que el proceso de carcinogénesis se desarrolla esta dada por los
agentes mutagénicos (iniciadores tumorales) asi como por ciertos agentes no
mutagénicos (promotores tumorales) los cuales afectan a la expresion génica,
estimulan la proliferacién celular y alteran el equilibrio homeostatico de las células
mutadas y no mutadas.

Los promotores tumorales causan cancer con una frecuencia alta sélo si se
aplican después de un tratamiento con un iniciador mutagénico. Los cambios



producidos por un iniciador tumoral son irreversibles y se pueden poner de
manifiesto mediante tratamiento con un promotor tumoral incluso después de un
largo intervalo de tiempo (Figura 1). Asi, en el desarrollo de un cancer dado
contribuyen muchos factores; algunos de éstos son caracteristicos del entorno.
Por lo que, en principio, gran parte de canceres se pueden prevenir (Berenblum,

1954; Reddy y Fialkow, 1988).

2.1.4 Bases moleculares del cancer

En la carcinogénesis los principales blancos de mutaciones son tres clases de
genes reguladores: los protooncogenes que estimulan el crecimiento, los genes
supresores de tumores que inhiben el crecimiento y los genes que regulan la
muerte celular programada o apoptosis. Se considera que los alelos mutantes de
los protooncogenes son dominantes, ya que transforman a las células aun en la
presencia de sus correspondientes alelos normales. Por el contrario, para que se
produzca la transformacion neoplasica de la célula deben resultar dafados los dos
alelos normales de los genes supresores de tumores, por lo que esta familia de
genes se denomina a veces oncogenes recesivos. Los genes que regulan la
apoptosis pueden ser dominantes, como los protooncogenes o pueden
comportarse como genes supresores del cancer (Cotran et al., 2000). Una gran
proporciésn de' protooncogenes codifican para componentes de las vias
intracelulares de senalizaci6én, las cuales estimulan a la célula a dividirse
(Cuadros 2 y 3) (Harris, 1986; Bishop, 1991).

Ademas de las tres clases de genes anteriormente mencionados, existe una
cuarta categoria, los que regulan la reparacién del DNA dafado, y que también
estan implicados en la carcinogénesis. Los genes de la reparacion del DNA
influyen indirectamente sobre la proliferacion o la sobrevivencia celular a través de
su efecto sobre la capacidad del organismo para reparar la lesién no letal de otros
" genes, entre ellos los protooncogenes, los genes supresores de tumores y los
genes que regulan la apoptosis. La alteracién de los genes que intervienen en la
reparacién del DNA puede predisponer a las mutaciones del genomay, por lo
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Figura 1. Algunos posibles esquemas de exposicién a un iniciador tumoral
.~ (mutagénico) y a un promotor tumoral (no mutagénico) y sus

' consecuencias (Alberts et al., 1994).



Cuadro 2. Mecanismos de activaciéon de algunos oncogenes y su asociacion

con tumores humanos

Categoria Oncogén Mecanismo

Tumor humano asociado

Factor de crecimiento
Factores de hst-1 Sobreexpresién
crecimiento de int-2 Ampilificacién

los fibroblastos

Receptores de factores de crecimiento

Familia del receptor erb-B1 Sobreexpresion
EGF erb-B2 Amplificacion
erb-B3 Sobreexpresién

Proteinas involucradas en la transducci6n de sefiales
Unién a GTP ras Mutaciones puntuales

Tirosina cinasa del abl Translocacién

tipo no receptor

Proteinas reguladoras nucleares

Activadores de la-  myc Translocacién
transcripcién / N-myc Amplificacién
L-myc Amplificacién

Reguladores del ciclo celular

Ciclinas Ciclina CD Translocacién
Amplificacién

Cinasa dependiente CDK4 Ampliﬁcacién o}

de ciclina mutacion puntual

Cancer gastrico
Cancer de vejiga
Cancer de mama

Carcinoma de pulmén

Canceres de mama, ovario, pulmén y
estébmago

Canceres de mama

Cancer de pulmén, colon y pancreas

Leucemia mieloide crénica
Leucemia linfoblastica aguda

Linfoma de Burkitt
Neuroblastoma

Carcinoma de células de pulmén
Carcinoma de células de pulmén

Linfoma del manto
Cénceres de mama, higado, eséfago
Glioblastoma, melanoma, sarcoma

(Weinberg, 1996; Hunter, 1997)



Cuadro 3. Genes supresores de tumores involucrados en las neoplasias humanas

Localizacién
subcelular de la
proteina codificada

Gen

Funcion

Tumores asociados

Superficie celular

Anclado

a la membrana
citoplasmatica
Citoesqueleto

Citosol

Nucleo

Receptor de
TGF-p
Cadherina E

NF-1

NF-2

APC

Rb

p53

WT-1
p16 (INK4a)

BRCA-1
BRCA-2

Inhibicién del crecimiento
Adherencia celular

Inhibicién de la transduccion

de la sefial ras
Desconocida

Inhibicién de transduccién
de sefiales

Regulacién del ciclo celular

Regulacién del ciclo celular
y apoptosis en respuesta

a la lesién de DNA
Transcrip¢ion nuclear
Regulacion del ciclo celular
por inhibicién de

cinasas dependientes

de ciclinas

Reparacion del DNA
Reparacién del DNA

Carcinoma de colon

Carcinoma de
estémago, mama

Schwannomas

Schwannomas y
meningiomas
Carcinoma de
estémago, colon,
pancreas; melanoma
Retinoblastoma;
osteosarcoma;
carcinoma de mama,
colon, pulmén

Casi todos los
canceres humanos

Tumor de Wilms
Cancer de pancreas y
eséfago

Cancer de mama
Cancer de mama

(Cotran et al., 2000)



tanto, a la transformacion neoplasica. Para que se produzca inestabilidad del
genoma, la alteracién ha de afectar a los dos alelos de los genes de la reparacién
del DNA: en este sentido, dichos genes pueden ser considerados también como
genes supresores de tumores (Cotran et al., 2000).

La carcinbgénesis es un proceso de pasos mdltiples, tanto a nivel fenotipico como
genético. Una neoplasia maligna posee varios atributos fenotipicos, como el
crecimiento excesivo, la capacidad de infiltracion local y la de producir metastasis.
Estas caracteristicas se adquieren de forma progresiva, fenémeno al que se ha
denominado progresion tumoral. A nivel molecular, la progresion es consecuencia
de la acumulaciéon de .lesiones genéticas ‘que, en algunos casos, estan
potenciadas por los defectos de la reparacién del DNA (Figura 2).

2.2 CANCER COLON-RECTAL
El cancer colon-rectal es una de las enfermedades crénico degenerativas con

creciente incidencia en los paises occidentales, ocupando el segundo lugar como
causa de muerte en los Estados Unidos de América. Se presenta con mayor
frecuencia en el hombre, y el 90 % de los casos se diagnostican después de los
50 afios de edad (Landis et al., 1998). En el estado de Querétaro en el afio 2001
esta ngoplasia ocup6 el noveno lugar entre los canceres mas comunes como elde
préstata, : tréqu'ea, bronquios, estémago, cervico uterino y mama (Anuario
Estadistico Querétaro de Arteaga, 2001). '

La mayoria de los canceres colon-rectales (90-95 %) surgen de tumores benignos
llamados pélipos adenomatosos los cuales forman una masa que emerge hacia la
luz intestinal. Su progresion resulta un proceso en etapas, con alteraciones en

genes supresores y oncogenes, desarrollado lentamente durante varios afios.

Utilizando sondas de DNA de protooncogenes conocidos y de genes supresores
de tumores ha sido posible conocer las mutaciones que se acumulan con el
tiempo para producir éste tipo de cancer. El 75 % de los canceres colon-rectales
tienen mutaciones de inactivacion en el gen supresor p53; el 50 % tienen
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mutaciones puntuales en el protooncogen ras (normalmente una mutacién
especifica de activacién, en el codéon 12 del gen K-ras); un pequefio porcentaje
- tiene amplificado el numero de copias del protooncogen myc; y otro minimo tiene
mutaciones en otros protooncogenes conocidos (Cuadro 4). Dado que para el
desarrollo del cancer son necesarias varias mutaciones, podria plantearse si
también es importante el orden concreto en el que éstas se producen. Asi, en el
cancer de colon, se considera que la inactivacién de APC es un primer paso,
importante para la carcinogénesis, y que esta mutacion existe en las lesiones
neoplasicas mas precoces (adenoma). Cabe destacar que en modelos
experimentales (ratones) con una disrupcién dirigida en el gen APC desarrollan
multiples adenomas célicos, los que tienen deleciones homocigéticas del gen p53
desarrollan muchos tumores, pero no carcinomas de colon. Esto indica que las
mutaciones de p53 desempeiian un papel importante en {a progresién, pero no en
la iniciacion, del cancer de colon (Figura 3) (Fearon y Vogelstein, 1990; Su ef al.,
1993; Cotran et al., 2000).

Cuadro 4. Genes que presentan mutaciones en las células de cancer colon-rectal

Gen Cromosoma % de tumores Clase
con mutaciones

K-ras 12 ~50 Oncogén

B-catenina 3 ~50 Oncogén

neu 17 2 Oncogén

myc 8 2 Oncogén
APC 5 A >70 Supresor de tumores
“DCC 17 >70 Supresor de tumores
pb3 17 >70 Supresor de tumores
HNPCC 2 | ~15 Supresor de tumores

(Modificado de Marx, 1992)
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COLON NORMAL MUCOSA EN ADENOMAS CARCINOMA METASTASIS

cosa
mucosa

scular

pia

omosoma 5q 3p 12p 18q 17p

teracion pérdida activacion activacion pérdida pérdida Otras

n APC B-catenina K-ras DCcC p53 mutaciones

ura 3. Esquema de los cambios morfolégicos y moleculares que tienen lugar en la progresion del

cancer de colon (Cotran et al., 2000).
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A pesar de que las mutaciones en APC, ras, DCC y p53 parecen ser pasos
cruciales en una gran proporcién de canceres colon-rectales, estas mutaciones no

siempre ocurren en la misma secuencia, y no son la tnica ruta de la enfermedad

(Fearon y Vogelstein, 1990).

2.2.1 Genes y proteinas ras
Los miembros de la familia ras son los protooncogenes que mas comuinmente se

encuentran alterados en tumores sélidos humanos; la frecuencia varia alrededor del
30 % y en algunos casos, como los adenocarcinomas pancreaticos y de pulmén
supera el 50 % (Barbacid, 1987). | _

En los humanos existen tres genes ras funcionales: H-ras-1, K-ras-2 y N-ras que
codifican para proteinas homélogas, con un peso molecular de 21 kDa. Las
proteinas Ras pertenecen a un conjunto muy extenso de GTPasas, la familia de las
proteinas G, las cuales participan en el control de una gran variedad de procesos
celulares. Estas proteinas, como todas las GTPasas, son moléculas que unen e
hidrolizan GTP y funcionan como interruptores con dos conformaciones: un estado
inactivo unido a GDP, y un estado activo, unido a GTP.

El recambio entre las formas activa e inactiva se encuentra regulado principalmente
por tre;s clas,es diferentes de factores: proteinas activadoras de GTPasas (GAPs),
factores intércambiadores de nuclettidos de guanina (GEFs) e inhibidores de la
disociacion de nucleétidos de guanina (GDls). La activacion de Ras involucra el
intercambio de GDP por GTP, el cual esta dado por los GEFs, entre los que se
encuentra Sos, y esta regulada negativamente por los GDlis (Boguski y McCormick,
1993). Las proteinas Ras tienen una capacidad intrinseca, muy baja, para hidrolizar
GTP, pero el proceso es acelerado de manera significativa por las proteinas GAP.
Las proteinas Ras adquieren la capacidad de inducir transformacion celular por el
cambio de uno sélo de sus aminoacidos. Las mutaciones transformantes de estos
genes ocurren en los codones 12,13, 59 6 61, siendo las de los codones 12y 61 las . .
que ocurren con mayor frecuencia en los tumores humanos (Barbacid, 1987). Estas
mutaciones provocan cambios de aminoacidos que se encuentran en el sitio activo

14



de la proteina y por ello afectan profundamente su funcién, pues resultan en la
permanencia de la forma activa de Ras al impedir la hidrélisis necesaria del GTP.
La forma activa de la proteina Ras se encuentra estrechamente relacionada al flujo
de senales regulatorias para el control del ciclo celular, proliferacién y diferenciacion
(Santana y Garcia-Carranca, 1996).

Las proteinas Ras funcionan como componentes criticos en cascadas de
transduccion de sefiales iniciadas por la estimulacion de diversos receptores. La
unién del receptor con su ligando, tales como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de
crecimiento tipo insulina (IGFl), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el
factor de crecimiento nervioso (NGF), provoca la activacién del receptor y su
autofosforilacion dando lugar a que el complejo Grb2/Sos se una a este receptor
fosforilado. El complejo Grb2/Sos estad presente en el citosol en células no
estimuladas, se une al receptor activado a través de Grb2, mediante sus dominios
SH2, lo que resulta en acercar a Sos a la membrana plasmatica provocando la
activaciéon de Ras al promover el intercambio de GDP por GTP.

La proteina activa Ras estimula dos vias de sefalizacion. Por un lado la cascada
de las MAP cinasas (MAPK, proteinas activadas por mitdgenos) que llegan hasta el
nucleo 'activando factores de transcripciéon como jun, fos, myc, que promueven la
expresién de determinados genes involucrados en proliferacién y por el otro lado a
las proteinas Rho/Rac, las cuales a su vez producen cambios en el citoesqueleto
de actina (Figura 4).

Ras también interviene en la inhibicién de apoptosis actuando a través de la via de
sefalizacién de la cinasa de fosfatidilinositol 3 (PI3K) y AKT, ambas originan el
blogueo de Ia liberacién de citocromo ¢ a partir de la membrana mitocondrial. Este
proceso es llevado a cabo brincipalmente por la fosforilacién mediada de AKT quien
inactiva a BAD la cual normalmente se encuentra destinada a promover la
liberacién del citocromo ¢ para impedir la funcién antiapoptoética de Bci-2 y Bel-XL
(Kennedy et al., 1999; Zhou ef al., 2000).
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2.2.2 B-catenina

» sefiales en la que participa Ras (Santana y

B-catenina es una proteina intracelular producto del gen CTNNB1, la cual se

encuentra involucrada estructuralmente en la adhesién celular al unirse a
cadherinas transmembranales a través de la superficie de la membrana plasmatica.

También participa como activador tra

ntcleo con miembros de la familia Tl

nscripcional cuando forma un complejo en el
cf/Lef (factor de células T/factor potenciador

linfoide; factores de transcripcion) (Kofinek et al., 1998). N
Los niveles de B-catenina en citoplasma estan regulados a través de la cascada de

transduccién de sefiales Wnt, en la ctial un complejo proteico constituido por APC,

axina y la cinasa de la sintasa

del glucogeno 3B (GSK-38), la regulan




negativamente (Hecht y Kemler, 2000; Polakis, 2000). En ausencia de la via de

sefalizacion Wnt, APC sirve de soporte que permite la aproximacion de B-catenina

con el complejo GSK-3p-axina. GSK-
wual es, fosforilada también por GSK-3B, B-

33 une a axina y la fosforila posteriormente
este complejo se acopla a APC la ¢
ractia con axina y es fosforilada por GSK-38
ésta blanco de ubiquitinacion por proteinas
ransducina-f (3-TrCP) para su posterior
997; Liu et al., 1999).

en CTNNB1, dan lugar a cambios en los
aoﬁina de p-catenina, estabilizandola y

Lef en el nucleo (Sparks ef

catenina se une a APC fosforilado, int€
en residuos de serina-treonina siendo
que contienen repeticiones de t
degradacion (Figura 5) (Aberle et al., 1
En tumores humanos las mutaciones
residuos de fosforilacion serina-tr
permitiendo la acumulacién de complejos B-catenina-Tcf-
al., 1998). Este complejo es capaz de activar varios genes incluyendo c-myc, c-jun

y ciclina D1. Las mutaciones en Bicatenina usualmente ocurren en los sitios

adyacentes o entre los cuatro sitios reguladores de fosforilacion (codones 33, 37,
41 y 45) localizados en la porcién N-terminal de la proteina (Robbins et al., 1996;
Kitaeva et al., 1997; Morin ef al., 1997: Zurawel ef al., 1998; Koesters ef al., 1999).

Estos cambios estan asociados con |una variedad de canceres entre los que se

encuentran el de piel, cerebro, higado y colon y han sido encontrados
especialmenfe, en alrededor de 50 % de los tumores humanos de colon en los

cuales el gen APC no presenta ningun

a mutacion (Sparks et al., 1998).

En un estudio reciente, Koesters y col. (2001) encontraron en tumores de ratas

inducidos con 1,2-dimetilhidrazina (1

mutacién puntual en el codon 41

2-DMH) que el 99 % de éstos tenian una
(ACC—ATC) de B-catenina resultando un

reemplazo del sitio de fosforilacion treonina por isoleucina. En esta misma

investigaciéon se encontré que las mutaciones en B-catenina ocurren en presencia

o ausencia de mutaciones en K-ras.
- vias de sefializacion Wnt y MAPK 2
las mutaciones que las afectan

carcinogénesis de colon de rata.

Cste hallazgo sugiere fuertemente que ambas
ctuan independientemente una de otra y que

contribuyen de manera sinérgica en la
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carcinogénesis entre los que se en(

celular, cuantificacion y localizacién dg

suentran: proteinas relacionadas con ciclo
: células en tejido de colon en proliferacion,

marcadores de diferenciacion, alteraciones enzimaticas, expresion de oncogenes

especificos o sus productos y fosas cripticas aberrantes (FCAs). Estas dltimas son

un sistema especifico en el estudio de la carcinogénesis de colon, el numero y

caracteristicas de crecimiento de las FCAs se incrementan con el tiempo conforme

el dafio se va presentando (Bird y Good, 2000).
Las FCAs fueron detectadas por primera vez én roedores en 1987 por Ranjana
Bird, pocas semanas después de haber inyectado un carcinégeno quimico. Las

FCAs son faciles de reconocer en un

lon donde se presente tal dafio ya que son

de dos a tres veces mas grandes que las criptas normales, son microscépicamente

elevadas, tienen una apertura alarga
delgada de epitelio que permite se tifia
(Figuras 6 y 7). Es importante
fenotipicas de las FCAs y tumores en

sal

carcinoégenos, es similar a las que [
anomalia (Corpety Taché, 2002a).

En estudios de carcinogénesis se ha
capaces de desarrollar tumores en

dimetilhidrazina (1,2-DMH), azoximetar
1-metil 6,6-fenilmidazol (4,5-b) piridina
la 1,2-DMH o su metabolito AOM ya q
de la poblacion de animales tratados v
1,2-DMH se realiza via subcutanea (Bl
Independientemente de la ruta de adt
DMH produce una alta incidencia de
ratas y ratones y en menor cantidad e
con ratas se ha visto que desarrolla
hepatocarcinomas, adenomas en rif
Service, 1999).

b

a hacia el lumen y poseen una cubierta
mas intensamente que las criptas normales
her que la morfologia y caracteristicas
colon de ratas, que han sido tratadas con

yresentan los humanos que desarrollan la

n identificado varios compuestos que son
el colon, entre ellos se encuentran 1,2-
o (AOM), metilnitrosourea (MNU) y 2-amino
(PhIP). El mas cominmente usado ha sido
e son capaces inducir tumores en un 64 %
a oral o hasta un 80 % si el tratamiento con
and y Britton, 1981; Deasy et al., 1983).

ministracion, y en dosis adecuadas, la 1,2-
adenomas y adenocarcinomas en colon de
intestino delgado. En algunos experimentos
apilomas y carcinomas en el oido interno,
i6n y fibrosarcomas (Chemical Abstracts
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Figura 6. Fosas cripticas aberrantes (
fotografia de la derecha se muestran

fotografia de la izquierda dos FCAs de

FCAs), tincién con azul de metileno. En la

un conjunto de FCAs de humano y en la
rata. En ambas fotografias es apreciable

que las FCAs (sefialadas con una flecha) tienen una apertura alargada hacia la luz

intestinal y su tamafo es mas grand

e en comparacién con las fosas cripticas

normales que se encuentran rodeandolas. (Corpet y Taché, 2002b)
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Figura 7. Cambios morfolégicos que $

e presentan en una fosa criptica durante el

proceso de carcinogénesis del colon. (Corpety Taché, 2002b) )
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El metabolismo de la 1,2-DMH se

rapidamente absorbida y puede ser |
también puede sufrir oxidacién a través
encuentran en higado siendo metabd

lugar al metabolito metilazoximetanol (

dltimo carcindégeno que se une coval
formar aductos. Por otro lado algu

obtenidos durante el metabolismo de

4cido glucorénico para formar conjug

estos conjugados se transportan
glucoronidasas de la microflora inte
encargan de reactivar a el carcind
carcinégenoa efectivo y selectivo del

Corpet y Taché, 2002b).

Es importante hacer la aclaracion de qu

el metabolismo por el cual fa 1,2-D
obstante se tiene suficiente eviden
preparaciones subcelulares humanas
manera muy’,similar como ocurre en
de Ios:tumores que aparecen en él ¢
induce cancer 1,2-DMHK
histopatoloégicamente son muy paré
(Maskens, 1976; Fiala ef al., 1978).

Dado lo anterior, la carcinogénesis qu
utilizada en el estudio de los diferent
desarrollo de estrategias terapéuticas

mediante

2.3 QUIMIOPROTECCION Y CANCEF

Se sabe que entre los factores que i

rectal se encuentran: la edad, el sede

muestra en la figura 8. La 1,2-DMH es
\-desmetilada produciéndose formaldehido;
de las flavinmonooxigenasas (FMO) que se
liizada a AOM. Una segunda oxidacion da
MAM), el cual da lugar al i6n metilcarbonio,
bntemente con proteinas, DNA y RNA para
hos de los productos intermedios y finales
la 1,2-DMH se conjugan principalmente con
jados fécilmente excretables. Sin embargo,
al colon via entero-hepatica donde f-
stinal o produmdas por los colonocitos se
geno ultimo por lo cual la 1,2- DMH -es un
colon (Celik et al, 1983; Parkinson, 1996;

e aln no se encuentra totalmente elucidado
H llega a convertirse en carcinégeno. No
Lia de que en tejido humano, células y
a activacién de este carcindgeno se lleva de
»s roedores prueba de ello es que la mayoria
~olon de ratas o ratones, a los que se les
1, e

cidos a los tumores de colon en humanos

se localizan en la zona distal

limica de colon en roedores es ampliamente
es aspectos del cancer especialmente en el

y de prevencion.

R
rfluyen en el padecimiento del cancer colon-
\ntarismo y exceso de peso, el padecimiento

de poélipos, especialmente adenomas, enfermedades inflamatorias intestinales,

1



Higado

CHa CHa CHa CHa
| I ' | UDP-glucoronosil I )
NH [O] NH=0O [0] NH-OH transferasa NH -O-gucorénido
1 > I > + Ac. UDPG — |
NH NH NH NH
| 1 I |
CH3 CH3 CHz - OH CHz - OH
1,2-DMH AOM MAM Metilazoximetanol glticoronido
~— _
f T

Proceso de oxidacion a través de las
enzimas flavinmonooxigenasas (FMO)

v

Colon
CH,* (Metilcarbonio) e = e
C p-glucorinidasas NH -O-glucorénido
N le-f OH
2 «— | «— I
H,0 NH !
|
L CH, - OH
CHy- OH CH, TOH ’
HHH
LN V4
Guanina . . (,; El grupo metilo
o Metil-guanina O distorsiona la
| . N doble hélice
N N /ANH ) N H, -
0 Alquilacién 4

=

Figura 8. Metabolismo de la 1,2-DMH
1996)

en roedores (Celik et al., 1983; Parkinson,
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antecedentes familiares de cancer colon-rectal o poliposis, y la dieta sobre todo si
ésta es pobre en fibras, calcio y vitaminas (A, D y E); y rica en grasas, proteinas,
calorias y acidos biliares; por lo que modificaciones en los habitos alimenticios
pueden prevenir de un 70 a un 80 % el cancer colon-rectal (Cummings y Bingham,
1998). De igual forma, se ha visto que un consumo adecuado de frutas y vegetales
estd asociado con una menor prababilidad de padecer alguna enfermedad
degenerativa como el cancer; enfermedades cardiovasculares, cataratas, Yy
disfuncién inmunolégica y cerebral (Ames, 1995).

Antioxidantes como las vitaminas ¢ y E, carotenoides, flavonoides, etc., se
encuentran en frutas y vegetales presentes en la dieta. Ademas de su funcién
alimenticia, se ha demostrado que proporcionan beneficios fisiolégicos al reducir
enfermedades crénico degenerativas por lo que se les da el nombre de alimentos

funcionales o nutraceuticos (Morrissey, 2002).
Un concepto estrechamente relacionado con el de alimento funcional es la

quimioproteccion, la cual ha producido un gran interés en los Ultimos aflos como un
medio de control para el cancer. El srmino quimioproteccion se refiere al uso de
agentes farmacologicos 0 naturales como constituyentes que sé encuentran
naturalmente en la dieta, los cuales inhiben el desarrollo del cancer invasivo ya sea
por el bloqueo del dano al DNA, que| inicia la carcinogénesis, o por la inhibicién o
reversiién della evolucion de células premalignas en las cuales el dafio ha ocurrido
(Sporn, 1976, Potter y Steinmetz, 1996).

La clasificacién absoluta de los agentes usados para la quimioproteccion es dificil
debido a que el mecanismo preciso de accion de muchos de ellos no se conoce.
Ademas, muchos agentes actian a fr vés de mas de un mecanismo.

El esquema desarrollado por Wattenberg (1985) esta basado en el periodo de
tiempo durante el cual el agente parece exhibir actividad en un modelo animal de
carcinogénesis. Con base a esto s Han clasificado como: agentes inhibidores de la
formacién del carcinbégeno, agentes bloqueadores o inhibidores de la iniciacion del

tumor y agentes supresores 0 inhibidores de la promocién y progresion.
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b)

" vainillina y los indoles.
Agentes inhibidores de la pro mocién y progresion: compuestos capaces de

Agentes inhibidores de la formacién del carcinégeno: en este grupo se
encuentran aquellos compuestos que actian predominantemente para

prevenir la formacion de carc

que inhibe la formacion de njtrosaminas a
nitrito en un ambiente acidificado; otros agentes son el

in6genos. Ejemplo de éstos es la vitamina C
partir de aminas secundarias y
acido cafeico,

4cido ferulico, acido galico, compuestos sulfhidrilo, prolina y tiolprolina.
Agentes bloqueadores del cdrcinégeno o inhibidores de la iniciaciéon del

tumor: muchos de los compuestos carcinogénicos son directos mientras

que otros requieren ser a

ivados metabolicamente via los sistemas

enzimaticos de destoxificacion de la fase I. En este ultimo caso, el

compuesto se transforma’ en una especie electrofilica capaz de formar

aductos con el DNA, lo cual|regularmente resulta en una mutacién. Los

compuestos que bloquean la
a nivel de: la inhibicion del si

ormacioén del metabolito activo pueden actuar
stema P-450, la induccién del sistema P-450,

la induccién de las enzimas destoxificantes de la fase Il, la inmovilizacion

de las especies electrofilicas
de DNA. Entre los compuest
carotenoides, los polifenole;

y la induccion de los sistemas de reparacion
ps con estas propiedades se encuentran los
5, el acido elagico, los isotiocianatos, la

i

actuar cuando el tumor ya se ha formado, inhibiendo su crecimiento y

diseminacion. Estos agentes
neoplasica y se clasifican
metabolismo de poliaminas
araquidénico, inhibidores de
celular, inhibidores de la exps

actdan a nivel de promocién o de progresion

de la siguiente manera: inhibidores del
inhibidores del metabolismo del acido
proteasas, inductores de la diferenciacion
esion del oncogén, inhibidores de la proteina

cinasa C e inhibidores del d

afio oxidativo al DNA. Compuestos con estas

caracteristicas son los retingides y carotenoides, la curcumina, el acido
cumérico, los inhibidores de proteasas, los inhibidores del metabolismo del
acido araquidénico, los isocianatos y fenoles, el calcio, la vitamina D, el

limoneno y las catequinas.
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En una revisién realizada por Corps
estudios llevados a cabo con diferen
s6lo la mitad de los mencionados r¢

como de tumores. Los agentes
reducir el nimero de FCAs fueron:
el aceite de perilla al 12 % ad
inicialmente en 0.3 % y posteriorm
tienen a: celecoxib al 0.15 %, d
200ppm, polietlienglicol 8000 al 5

estas investigaciones los agentes ¢

ot y Taché (2002a) de aproximadamente 200
tes quimioprotectores dan a conocer queé
Lducen en 50 % tanto la incidencia de FCAs
quimioprotectores con mayor potencia para
plurénico al 5 %, polietilenglicol 8000 al 5 %,

il:ionado de B-caroteno, sulfato de sulindac

nte en 0.1 %. Para el caso de los tumores se
fluorometilornitina en 0.2 % con piroxicorh
%, tiosulfonato 100ppm. En {a mayoria de
5€ d’ieron. a las ratas durante los periodos de

iniciacion o postiniciacién (durante 'y después del carcinégeno), siendo el

protocolo de postiniciacion de may

jor relevancia ya que permite clasificar a los

agentes que previenen la reapariciéon y la

compuestos utilizados asi como
progresion de lesiones precursora

del cancer de colon.

2.3.1 La luteina y su potencial q imioprotector

El color amarillo, naranja y rojo de muchas frutas es debido a la presenci

carotenoides, los cuales se encuentran entre los pigmentos mas am

L
utilizados. Junto con la clorofila,
, ,

capaces de realizar fotosintesis.
nbién se encuentran en productos de origen

antocianinas, los carotenoides tar
animal tales como la leche, man
encuentran propiamente en el ali
intencionalmente.
Los carotenoides pueden ser clas
(o-caroteno, p-caroteno y licoper
incluyen a la luteina, zeaxantina
anato, extractos de paprika, de 2
tomate y de zanahoria, efc., y ¢
(Gross, 1987; 1991).

a de
pliamente
llos se encuentran en todos los organismos
Pero a diferencia de las clorofilas y

tequilla y yema de huevo debido a que se
mento de los animales o se han adicionado

ificados como carotenoides hidrocarbonados
10) u oxicarotenoides (xantofilas) los cuales
y B-criptoxantina. Estos se encuentran en el
lfalfa, de girasol, de flor de cempasuchil, de
ion utilizados como colorantes en alimentos
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En algunos estudios se ha demdstrado que se pueden obtener cantidades
importantes de xantofilas, principalmente luteina, a partir de la flor de

cempasuchil, las cuales se han Utilizado exitosamente para obtener buena
pollo (Gregory et al., 1986). De tal manera

pigmentacién de la piel y huevos d
que el consumo de estos alimentos también contribuye al aporte de

carotenoides al humano. Otro punto a considerar, para el uso de carotenoides
como aditivos colorantes, es que ueden actuar como antioxidantes en la dieta
y por ello proteger a las célulag de dafio oxidativo. Los carotenoides son
considerados como atrapadores de radicales de oxigeno, forma muy reactiva y
mutagénica. Por lo tanto se trata de un grupo muy especial de antioxidantes de
naturaleza lipidica (Burton e Ing Id, 1984). La actividad antioxidante que
ejercen los carotenoides que se ncuentran en la membrana celular se halla
influida por la posicion que en ella ocupan, tal es el caso que presentan la
luteina y zeaxantina al ser mas efectivas que el B-caroteno como atrapadoras de
especies de radicales de oxigeno. Esto debido a su estructura menos
hidrofobica, lo cual les permite r accionar con los radicales libres en la fase
acuosa de la membrana celular, incrementando la integridad de dicha
membrana (Krinsky y Deneke, 1982; Britton, 1995).

Ad(‘amés de su funcién antioxidante, los carotenoides se consideran agentes
poténciales en la prevencion de nfermedades relacionadas con los procesos
(Krinsky, 1990), de la misma forma se ha
incrementar las funciones inmunes y facilitar

de mutagénesis y carcinogénesi
demostrado tienen la capacidad d
las comunicaciones celulares (Zhang et al., 1991; Le Marchand et al., 1997).

Hasta la fecha el o-caroteno y f-caroteno han sido ampliamente estudiados

como agentes anticarg:in‘ogénico _ No obstante, se ha informado que el B-
caroteno incrementa la incidencia de cancer de pulmén al ingerirse en
poblaciones que tienen alto riesgd de padecerlo (fumadores ylo trabajadores de
asbesto) y no tiene ningun efecto sobre enfermedades cardiovasculares
(Albanes ef al., 1995; Hennekens ef al., 1996; Omenn et al., 1996). Los

experimentos realizados en an males como rata y raton resultan muy
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contradictorios con respecto al efecto del B-caroteno sobre el cancer de colon y
mama (Temple y Basu, 1987, Alabaster et al., 1995; Kushi et al., 1996;
Verhoeven et al., 1997).

Aunque la mayoria de los estudios

e han enfocado al B-caroteno existen otros

carotenoides como la luteina, un carotenoide sin actividad de provitamina A, de
la cual se ha demostrado que tiene propiedades antimutagénicas y
anticarcinogénicas, esto se ha sugerido por su capacidad de inhibir la
mutagenicidad inducida por 1-Nitropireno (1-NP) y aflatoxina B1 (Gonzalez de
Mejia et al.,, 1997a, 1997b). En estudios con animales, en los cuales se
utilizaron ratones hembra a los que [se les indujo cancer de mama, dos de las
concentraciones mas bajas de luteina adicionada en la dieta (0.002 % y 0.02 %)
inhibieron la incidencia, crecimiento y latencia de los tumores (Park et al.,
1998). De la misma forma en una investigacion realizada sobre cancer de colon
en ratas, la dosis mas baja de luteina (0.24 mg/dia) mostré tener la mejor
eficiencia en disminuir el numero de FCAs en comparacién con otros
carotenoides, dados en la misma cantidad, como el a- y B-caroteno (Narisawa et
al., 1996). También se ha demostrado que la luteina adicionada en la dieta en
0.05 % es capaz de abatir el nimerg de FCAs en ratones tratados con 1,2-DMH
(Kim, et al., 1998).
Por otro lado estudios epidemiolégicos han demostrado que la alta ingesta de
luteina puede proteger contra el cancer de colon en hombres y mujeres. Esta
relacién es mas fuerte en personas a las cuales se les diagnostic6é cancer a
edad temprana y en aquélias con tumores localizados en el segmento proximal
del colon. Los principales alimentos consumidos por dichas personas fueron
espinaca, brécoli, lechuga, tomate, naranja, jugo de naranja y zanahoria. Estos
datos sugieren que la incorporacién de estos alimentos en la dieta pueden
ayudar a reducir el riesgo de desarrollar cancer de colon (Slattery et al., 2000a).

El consumo promedio per capita de luteina en los Estados Unidos de América
es de aproximadamente 1-2 mg/dia, sin embargo la ingesta varia segin la
cultura de la que se provenga ya que los africo-americanos consumen 3 mg/dia




en promedio y los hispano-amerjcanos la mitad de dicha cantidad (Mares-
Perlman et al., 2001); la “Food and|Drugs Administration” (FDA) no ha fijado una
dosis necesaria aunque se recomigenda un consumo de 6 mg/dia. Por otra parte
existen varios productos a base|de luteina cuya recomendacién es tomar
diariamente tres pastillas de 20 mg|cada una con la finafidad de prevenir y tratar

afecciones como la degeneracién de la macula y aparicién de cataratas.

HQ



3. JUSTIFICACION

La alta ingesta de vegetales y frutas se ha vinculado con la baja frecuencia de
padecer ciertos tipos de canceres incluyendo el colon-rectal. Entre los varios
constituyentes de las frutas y vegetales se encuentran los carotenoides. Dos de
elios, el o-yp-caroteno, han sido estudiados como posibles agentes
quimioprotectores. Sin embargo, existen otros como la luteina que podria ser
responsable de tal proteccién. Por otra parte se han realizado investigaciones
donde se ha demostrado que la luteina es capaz de disminuir el nimero de
tumores en colon de ratas a las cuales se les ha inducido este cancer. No
obstante, no se ha definido en qué etapa del desarrollo de esta patologia
protege y si es que tiene algin efecto sobre las mutaciones que sufren los
genes K-ras y B-catenina, los cyales juegan un papel importante durante la

génesis de esta enfermedad crénico degenerativa.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general -
Evaluar el potencial quimioprotector de la luteina mediante el uso de un modelo

de carcinogénesis en colon de ratas Sprague-Dawley, inducido con 1,2-

dimetilhidrazina (1,2-DMH).

4.2 Objetivos especificos

V.

Evaluar las alteraciones histolégicas desarrolladas durante Ila
carcinogénesis de colon, inducido con 1,2-DMH, en ratas Sprague-
Dawley a diferentes tiempos, posteriores al inicio del tratamiento con el

carcinégeno.

Analizar los cambios que se presenten en los genes K-ras y 2-catenina
en los tumores generados en el modelo de carcinogénesis mediante la
técnica de analisis de polimorfismo de cadena sencilla (SSCP).

Determinar la etapa de quimioproteccién de la luteina incorporada a la
dieta basal de ratas Sprague-Dawley, durante el desarrollo de cancer de

colon, usando marcadores histolégicos.

Estudiar las alteraciones de los genes K-ras y B-catenina mediante la
técnica de andlisis de polimorfismo de conformacién de cadena sencilla
(SSCP) durante la administracion de la luteina en las diferentes etapas

del desarrollo de carcinogénesis de colon.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biolégico
Radtas macho Sprague-Dawley de cuatro semanas de edad adquiridas en Harlan

de México S.A.de C.V.

5.2 Compuestos quimicos

La 1,2-Dimetilhidrazina (1,2-DMH) se adquirié de Fluka

Reactivos utilizados para la extraccién de DNA: fenol equilibrado (ultrapuro, USB),
cloroformo y alcohol isoamilico (J.T. Baker), alcohol etilico (Merck), proteinasa K
20 mg /ml (BioRad)

El kit para lievar a cabo las reacciones de PCR (Taq DNA polimerasa 5 U/pl,
mezcla de dNTP's 10 mM) asi como los marcadores de peso molecular se
obtuvieron de’Invitrogen

Los reactivos con que se realizaron las electroforesis tanto en geles de agarosa
como de acrilamida se obtuvieron de BioRad excepto la formamida que se
adquirié en Sigma Chemical Co.

Las sales utilizadas para amortiguadores y solventes de uso general fueron grado
analitico de la marca J.T.Baker

Cuando fue requerido se utiliz6 agua grado HPLC esteril
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Para lograr los objetivos planteados en el proyecto éste se dividié en dos etapas:
en la primera se estableci6 el modelo de carcinogénesis en ratas Sprague Dawley
y en la segunda se evalu6 el efecto quimioprotector de la luteina sobre el cancer

de colon.

5.3 Modelo de carcinogénesis

Se utilizaron 60 ratas macho Sprague-Dawley de cuatro semanas de edad las
cuales se mantuvieron en jaulas rrietélicas, con ciclos de luz-oscuridad de 12 h'y
temperatura de 25 °C. Se les suministré aguay alimento (2018S Harlan Tekland)
ad limitum y semanalmente se monitoreé su peso. Después de una semana de
aclimatacion se dividieron aleatoriamente en tres grupos.

Cada grupo consistia de 15 ratas tratadas y 5 ratas control, a las primeras se les
inyectd via subcutdnea (s.c.) 21 mg/kg de 1,2 dimetilhidrazina (1,2-DMH)
semanalmente durante 8 semanas mientras que a las ratas control s6lo se les
inyecté por la misma via el vehiculo de 1,2-DMH (0.9 % NaCl y 0.037 % de EDTA,
pH 6.5) durante el mismo tiempo; los grupos se sacrificaron 16, 20 y 30 semanas

posteriormente al inicio del tratamiento (Figura 9).

5.4 Evaluacion de la luteina como agente quimioprotector

Se utilizaron 140 ratas Sprague-Dawley de cuatro semanas de edad. Después de
una semana de aclimatacion y monitoreo, las ratas fueron aleatoriamente divididas
en siete grupos de tratamiento, los cuales son descritos en el cuadro 5.

Con el fin de evaluar en qué etapa del desarrollo del cancer la luteina juega su
papel como quimioprotector, se trabajé con tres grupos en los cuales este
carotenoide se incorpor6 a la dieta, por un periodo de ocho semanas, antes,

durante y después del tratamiento con 1,2-DMH.
La luteina se adiciond en 0.002 % ésta se suspendi6 en aceite de cartamo sin

antioxidante y posteriormente se impregnaron las croquetas de la dieta con dicha

mezcla.
Para esta segunda etapa el tiempo de sacrificio fue a las 20 semanas de iniciado

cada tratamiento.
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Grupo 1

1) 15 ratas tratadas
2) 5 ratas control

Administracion s.c.
8 semanas
1) 1,2-DMH 21 mg/kg
2) Vehiculo

Sacrificio
16 semanas

Grupo 2

1) 15 ratas tratadas
2) 5 ratas control

Administracion s.c.
8 semanas
1) 1,2-DMH 21 mg/kg
2) Vehiculo

Sacrificio
20 semanas

Grupo 3

1) 15 ratas tratadas
2) 5 ratas control

Administracién s.c.
8 semanas
1) 1,2-DMH 21 mg/kg
2) Vehiculo

Estudios histopatolégicos,
macro y microscopicos
Andlisis de polimorfismo de
cadena sencilla (SSCP)

Sacrificio
30 semanas

Figura 9. Diagrama del modelo de carcinogénesis de colon: 1% etapa
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Cuadro 5. Clasificacién de los grupos experimentales durante el tratamiento

quimioprotector con luteina: 22 etapa

Grupo n DMH Luteina Tratamiento

1 15 x x Control, aceite incorporado a la dieta 8 semanas

2 20 x x Control, vehiculo de 1,2-DMH administrado 8
semanas

3 15 v x Control positivo, 1,2-DMH administrada 8
semanas

4 22 x v Control, luteina incorporada a la dieta 16
semanas

5 22 v v Incorporacién de la luteina a la dieta durante
8 semanas, antes de la administracion de 1,2-
DMH

6 22 v v Incorporacién de la luteina a la dieta durante
8 semanas, al mismo tiempo que la

. administracion de 1,2-DMH
7 22 v v Incorporacion de la luteina ala dieta durante 8

semanas, después de la administracion de 1,2-
DMH

n= nimero de ratas por grupo

Todos los grupos se sacrificaron a las 20 semanas de iniciados los tratamientos.
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5.5 Sacrificio y toma de muestras de colon

Después de 24 h de ayuno se sacrifico a las ratas una vez que se comprobo que
habia pérdida de reflejo parpebral debido al efecto de la anestesia. Se fij6 al
animal sobre una tabla de diseccién en posicion de decibito supino y se realizé
una incisién en la linea media ventral para retirar la piel, durante toda la
diseccién se procuré mantener vivo el animal el mayor tiempo posible asf como
himeda la capa 'muscular mediante el uso de una gasa empapada en solucién
salina fria.

Para tener acceso a las visceras abdominales se procedié a realizar una incision
sobre la linea alba del plano muscular a lo largo de todo el abdomen hasta unos
centimetros por encimé de los orificios genitales, a continuaciéon se efectuaron
cortes transversales hacia la derecha y hacia la izquierda a nivel de la caja
toracica y de los miembros posteriores, tras separar las dos partes de la incision
se extirpé el intestino grueso desde ciego hasta recto (Figura 10).

El intestino grueso se cortd longitudinalmente y se lavé con solucién fisiol6gica
salina fria para retirar algunos restos de heces que ain se encontraban, una vez
limpio se extendi6 sobre corcho y se identificaron los tumores tomando en cuenta
la zona donde se localizaban: colon proximal (en la que se encuentra el ciego),
medio o distal (donde se incluye al recto).

Cada tumor fue cortado y congelado con nitrégeno liquido y se mantuvo a -70 °C
hasta la extraccion de DNA. De la misma forma se manejé el tejido de las ratas
control.

Algunos de los tumores fueron fijados en una solucién de formaldehido al 10 %
durante 12 h para su posterior inmersion en parafina, microdiseccion y tincién
con hematoxilina-eosina para el andlisis histopatolégico.
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Ganglio linfético
Glandula submaxilar

Glandula lacrimal Glandula pardtida

infraorbiraria

Cartilago xifoides
Lébulo mediano del higado

Lobulo lateral derecho
del higado

Lébulo lateral izquierdo del higado
Estémago

Bazo

Ciego intestinal
Intestino 9

(b)

Figura 10. a - Apertura de la cavidad ébdominal de larata
b - Aparato digestivo de la rata
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Las muestras de la primera y segunda etapas del proyecto se sometieron a los

siguientes procesos y analisis.

5.6 Extraccion y cuantificacién de DNA

Se extrajo el DNA genémico de cada uno de los tumores y del tejido 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 (Maniatis ef
al.,, 1990, Ausubel ef al., 1992).

El intervalo de peso del tejido procesado se encontré entre 0.025 g y 0.050 g, éste
se coloc6é en microtubos, se le adicionaron 750 ul de amortiguador de digestion
(Apéndice 1) para poder homogeneizarlo mecanicamente con un émbolo de teflén
y después se incubé durante 18 h en bafio Maria a 50 °C. Posteriormente se le
adicionaron 750 pl de la mezcla fenol:.cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se
agité por inversién 2 min, se centrifugd a 13000 g durante 10 min a 4 °C, se
separé la fase acuosa, la cual se transfiri6 a un tubo nuevo, y se le repiti6é la
extraccién con fenol-cloroformo. Ya obtenida la fase acuosa se le agregaron dos
volimenes de alcohol etilico y un décimo de volumen de acetato de potasio 3 M,
se invirti6 suavemente hasta que se visualizé la formacién de un agregado
blancuzco y se centrifugd para precipitario a 12000 g durante 5 min a 4 °C. El
precipitado obtenido se lavé con etanol al 70 % y finalmente se disolvié en 100 pl
del amortiguador TE a pH 8.0 (Apéndice 2).

Se hizo una dilucién del DNA obtenido en 1 ml de agua y se realiz6 una medicion
espectrofotométrica a 260 nm y 280 nm para saber la concentracién y el grado de
pureza del mismo mediante la relacion Agzsg/ Azso.

La concentracién del DNA se obtuvo realizando la siguiente operacion:

[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

50 ng/ml de DNA de doble cadena.



De igual manera, para verificar la integridad del DNA, se realiz6é una electroforesis
en gel de agarosa al 1.0 %, usando como amortiguador TAE 1X (Apéndice 3) a
voltaje constante (60 V) durante 1.5 h. Se cargaron 100 ng de cada muestra por
carrii y se usaron marcadores de 1 Kb (Invitrogene). El DNA de los geles se
visualizé con luz UV después de haber sido tefiidos con bromuro de etidio (0.5

pg/ml).

5.7 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
Para determinar si en los tumores detectados se presentaban mutaciones en los

genes de interés, K-ras y B-catenina, se amplificaron fragmentos de los mismos
donde se han reportado transiciones de bases. En la amplificacién de K-ras se
incluy6 a los codones 12 y 13 (Endo ef al., 2001), para p-catenina se amplificaron

regiones correspondientes a los exones 2 y 3 que incluyen a los codones 1 a 57
(McLellan et al., 1991; Dashwood ef al., 12998; Yamada ef al., 1999; Yamada et al.,
2000). Las condiciones usadas para ambas reacciones de amplificaciébn son

descritas en el cuadro 6.
Para comprobar que se habia obtenido el producto de PCR esperado se realizé

una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % a voltaje constante (50 V)
durante 1 h. De cada muestra se cargaron 100 ng por carril, previa cuantificacién a
260 nm; y sé utiliz6 amortiguador TAE 1X pH 8.0. Para verificar la longitud se
cargaron marcadores de 50 pb (Invitrogene).

Después de la tincién con bromuro de etidio 0.5 pg/ml el gel se expuso a luz UV

para la visualizacién del producto.

La fotodocumentacion de los geles de agarosa se realizé6 mediante el programa de
andlisis de imagenes de Kodak 1D versién 5.4 y la camara digital EDAS 290.

5.8 Analisis del polimorfismo de cadena sencilla (SSCP)

De cada producto de PCR,_tanto de los tumores como de los controles, se llevé a

cabo el andlisis de polimorfismo de cadena sencilla.
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Cuadro 6. Condiciones para la amplificacién de los fragmentos de los genes K-ras

y B-catenina utilizando la técnica de PCR

K-ras

Oligonucleétidos:
Sentido 1AKforward

5’ -TAAGGCCTGCTGAAAATG- 3'
Antisentido 1AKreverse
5’ -ATGACTGCCACCCTTTAC- 3'

Concentraciones: Condiciones:

[final] Temperatura Tiempo
Templado de DNA 50 ng 1 ciclo
dNTP’s 100 uM 95°C 5 min
Oligonucledétidos
1AKforward 8 pmolas 30 ciclos
1AKreverse 8 pmolas 94 ° C desnaturalizacion 1 min
Buffer PCR 1X 57 ° C alineamiento 1 min
MgCi, 1.5mM 72° C elongacion 1 min
Taq polimerasa 05U
B-catenina
Oligonucledtidos:
Sentido beatforward
5 -GCTGACGTCGTACTCAGGCA- 3'
Antisentido bcatreverse
§' -TCCACATCCTCTTCCTCAGG- 3’
Concentraciones: Condiciones:

[final] Temperatura Tiempo
Templado de DNA 50 ng 1 ciclo
dNTP's 100 uM 94°C 5 min
Oligonucleétidos
becatforward 8 pmolas 30 ciclos
Bcatreverse 8 pmolas 94 ° C desnaturalizacién - 45 seg
Buffer PCR 1X 57 ° C alineamiento 45 seg
MgCl, 1.5 mM 72°C elongacién 2min
Taq polimerasa 05U
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La preparacién de la muestra se realizé6 como lo describen Yamada y col. (2000):
se colocaron por volimenes iguales producto de PCR y amortiguador SSCP
(Apéndice 4) y la mitad de este volumen del colorante de formamida (Apéndice 5).
Dicha mezcla se agit6 y se desnaturaliz6 calentando a 90 °C durante 3 min e
inmediatamente se enfri6 en hielo, posteriormente se cargé en un gel no
desnaturalizante de acrilamida al 10 % el cual contenia 5 % de glicerol, éste se
corrié a 100 V durante 9 h a4 °C en buffer TBE 1X pH 8 (Apéndice 6).

Después de la tincion con plata (Apéndice 7) se observ6 si habia cambios en el
patron de bandeo de las muestras de tumor comparandolas con las muestras

control.

6. ANALISIS ESTADISTICO A
El agrupamiento de las ratas se realiz6 aleatoriamente tanto en la primera como

en la segunda parte de este trabajo.
Para el andlisis de los datos se llev6 a cabo una comparacién de medias utilizando

las pruebas estadisticas de Tukey o Dunnett.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Induccién de tumores en el colon de ratas Sprague-Dawley

Dentro de la investigacién del cancer es importante la implementacién de modelos
animales ya que éstos pemiten probar y definir el papel de los factores exdégenos
y endégenos en el desarrollo y prevencién de esta enfermedad crénico-
degenerativa. Por ello, dentro de esta investigacion fue un objetivo establecer un
modelo animal de carcinogénésis de colon utilizando ratas Sprague-Dawley, asi
como determinar si la dosis de 21 mg/kg de 1,2-DMH era suficiente para el
desarrollo de tumores en los diferentes tiempos probados.

A lo largo del experimento y hasta el término del mismo ninguna de las ratas
presenté sangrado rectal o en heces asi como tampoco una disminucién de peso,
esto parece presentarse sélo cuando las dosis de 1-2, DMH son mayores a la
usada aqui (21 mg/kg). En un estudio realizado por Jackson y col. (1999) se
observé una correlacion inversa entre la sobrevivencia de los animales y la dosis
(34, 68 y 136 mg/kg) siendo mas afectadas aquellas ratas donde se administré la
dosis més alta al mostrar sangrado rectal y quistes en el ano. En ningtin otro
reporte que se haya consultado en los que se usaron dosis iguales o menores
(hasta 12 mg/kg) a las de este experimento se report6 muerte o sefiales
patolégicas.

El nimero de tumores por grupo se incrementé a tiempos mas prolongados desde
iniciado el experimento (Figura 11), siendo muy notable el cambio de la semana
16 a la 20 donde se alcanz6 un maximo de 31 tumores manteniéndose igual hasta
la semana 30. La misma tendencia fue observada en la incidencia, entendida
como el numero de ratas con tumores por grupo, ya que para la semana 16 el
60 % de las ratas presentaron tumores aumentando éstos a un 73 % para los
otros dos tiempos restantes. Las ratas del grupo control negativo no presentaron
ninguna alteracion. )

Un resultado muy similar al de este trabajo es el reportado por Corpet y Taché
(2002b), en el cual se obtuvo un promedio de incidencia de 74 % de doce estudios
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en ratas F344 en los que se usaron dosis acumulativas de 1,2-DMH de 160 a 400
mg/kg administradas en una o 20 inyecciones y haciendo el sacrificio 44 semanas
después de iniciado el tratamiento. Cabe mencionar que Vifias-Salas y col. (1992)
usando una dosis de 21 mg/kg (1,2-DMH), sobre ratas Sprague-Dawley, durante
19 semanas via subcutanea (s.c.) encontraron un 77 % de incidencia al analizar el
colon de las ratas 5 semanas después de haber dado término a las
administraciones. De igual forma Cameron y col. (1996) obtuvieron un 79 % de
incidencia al inducir cancer en ratas de la misma especie inyectando 12 mg/kg del
carcinégeno (s.c.) por 8 semanas y realizando el sacrificio 32 semanas despusés.
Con Ia finalidad de definir el tiempo de sacrificio conveniente para llevar a cabo la
segunda parte del estudio (evaluacién de la quimiopfoteccién de luteina), teniendo
en cuenta el nimero de tumores como factor de medicion, se realizd un analisis un
poco mas detallado de la incidencia. En la figura 12 se aprecia que a las 16
semanas el 80 % de las ratas present6 cero o un tumor, no asi para las semanas
20y 30 donde el 66 % tuvieron entre dos y cuatro tumores indicando con esto que
era recomendable tener por término del experimento alguno de estos dos tiempos.
No obstante para elegir cual de ellos era el mas adecuado se hizo una
comparacion de medias (Cuadro 7), el resultado mostré diferencia significativa
entre la semana 20 y la 30. Por lo que se decidié tomar las primeras 20 semanas
como suficientes para el desarrollo de tumores.

Es importante considerar que en estudios anteriormente realizados la induccién de
cancer de colon contemplaban entre 30 y 60 semanas con una tasa tumoral de 75-

90 % (Kanazawa et al., 1975; Davies y Rumsby, 1998; Endo ef al,, 2001; Corpety ~~

Taché, 2002b), sin embargo, en este proyecto en 20 semanas se tiene un
porcentaje de tumores aceptable para establecer que la dosis de 21 mg/kg aVde
1,2-DMH es 6ptima para inducir cancer de colon en ratas Sprague-Dawley,
definiendo con ello un modelo de carcinogénesis de colon del cual se obtiene un
namero suficiente de tumores (muestra) a través de los cuales es posible realizar
diversas determinaciones relacionadas con el desarrollo-y prevencién de esta

patologia.



No. de ratas

No. total de tumores

230 sem
820 sem
£116 sem

Figura 12. Namero de tumores desarrollados por rata tratadas con 1,2-DMH

a los diferentes tiempos de sacrificio
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Cuadro 7. Incidencia y numero total de tumores desarrollados en el colon de ratas
tratadas con 1,2-DMH y sacrificadas a diferentes tiempos

Semana de sacrificio Nimero de tumores * Nimero de ratas con tumor
Incidencia (%)
16 0.80+0.20? 9/15 (60)
20 2.0610.74 11/15 (73)
30 2.00+0.85° 12/15 (80)

" Cada valor representa la media + la desviacion estandar (DE) de los tumores
encontrados en 15 ratas tratadas con 1,2-DMH

Letras diferentes expresan diferencia estadistica significativa con o = .05
utilizando la prueba estadistica de Tukey



7.2 Distribucién de los tumores y caracteristicas histol6gicas de las zonas
del colon

Las regiones en el colon de ratas no se definen tan faciimente como ocurre en el
de los humanos: colon ascendente (proximal), medio y descendente (distal). El
colon proximal de la rata fue tomado como Ia region poco estriada de
aproximadamente 5.5-6.5 cm a partir del ciego, esta parte es seguida por una
zona media donde el epitelio se presenta ondulado y el distal como la tltima péﬂe
del colon 1 cm antes de llegar al ano.

En un reporte de Jackson y col. (1999) informaron que el 79 % de los tumores
inducidos en el colon de ratas Sprague-Dawley con 1,2-DMH se localizaron en la
parte distal. Sin embargo, algunos se observan en la parte media (21 %) no
presentandose en la parte proximal. Lo anterior es muy similar a lo obtenido por
Cameron y col. (1 996) al encontrar que cerca de la mitad de la poblacién de ratas
tratadas con 1,2-DMH desarrollaron tumores en la parte distal y sélo un porcentaje
pequefio en la parte proximal (18.3 %). Tales investigaciones apoyan lo
- encontrado en nuestro trabajo como se muestra en la figura 13 en donde es
apreciable que el nimero de tumores asciende de la zona proximal a la distal. Y
es en esta ultima donde existe una cifra mayor entre las semanas 16 y 20, no asi
para la éemana 30 en la que hay un ligero incremento en el nimero de tumores
en la ﬁarte media. No obstante, el analisis histopatoldgico realizado en los
diferentes tiempos de sacrificio a segmentos de epitelio de las tres zonas que
macroscopicamente se describia como sano mostré resultados diferentes. Revel6
que para la parte media en los dos primeros tiempos (16 y 20 semanas) la
mayoria de las muestras tuvieron una displasia leve habiendo una notable
transicion del 34 % de ellas a una displasia alta (Cuadro 8) lo que de alguna
manera justifica el aumento de tumores en esta zona durante el tiempo mas

prolongado de sacrificio.
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Cuadro 8. Grado de displasia presentado en el epitelio en las tres regiones del
colon de ias ratas tratadas con 1,2-DMH en los diferentes tiempos

de sacrificio
Grado de dispiasia
Semana de Regién Incidencia (%)
sacrificio Leve Alta

Proximal 6/15 (40) 115 (7)

16 Medio 6/15 (40) 0/15 (0)

’ Distal 7/15 (47) 115 (7)
Proximal 10/15 (67) 4/15 (27)

20 Medio 15/15 (100) 0/15 (0)
’ Distal 9/15 (60) 2/15 (13)
Proximal 7115 (47) 7/15 (47)
30 Medio 10/15 (67) 5/15 (33)

Distal 8/15 (53) 4/15 (27)
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Es evidente, por lo anterior que las células encontradas en la zona media-distal del
colon son mas susceptibles a las ubicadas en la zona proximal. Una de las
razones por lo que esto sucede puede deberse a que bajo condiciones normales
del tejido la proliferacion de la células del colon ascendente es mas lento a la que
presentan las células del colon descendente permitiendo que esta zona del
intestino grueso sea mas vulnerable a los agentes mutagénicos. Dicha
proliferacion se ve incrementada, tanto en las células del colon distal como del
proximal de ratas cuando se administra 1 ,2-DMH via subcutanea a estos roedores
(Ma et al., 2002).

Teniendo el antecedente acerca de las mutaciones que causa la 1,2-DMH sobre
genes relacionados con proliferacion y muerte celular programada puede decirse
que el equilibrio de recambio que se mantiene en las criptas del colon se ve
alterado, ya que las células mutadas debido a su ca‘pacid“ad de ignorar sefiales
que promueven diferenciaciébn y a la evasién de apoptosis no sufren un
desprendimiento por lo que la acumulacion de las mismas, en el epitelio mucoso
del colon, forman pélipos adenomatosos que bien pueden transformarse en
carcinomas mediante la alteracion de otros genes.

Otro punto a considerar es el de los conjugados glucorénicos producidos del
metabolismo de la 1,2-DMH en el higado, que via entero-hepatica llegan al colon
Yy son reactivados, por p-glucoronidasas, en carcinégenos Ultimos a este respecto
se sabe que en el colon izquierdo (distal) hay mayor cantidad de esta enzima que
en el colon derecho (ciego) por lo tanto un aumento en el metabolismo del
glucorénido (Celik ef al., 1983).

Similares observaciones, respecto a la distribucién de tumores a lo largo del colon,
fueron hechas por Davies y Rumsby (1998) al estudiar la distribucion de FCAs ya
que estas no se distribuyen al azar en el colon sino lo hacen en grupos y en areas
especificas, principalmente en ia distal. Existen otros reportes (Barkla et al., 1977;
Vifias-Salas, 1992; Bird y Good, 2000) en los que se exponen resultados muy

parecidos.
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Algunos autores mencionan que no existen una correlacién directa entre la
localizacion y nimero de FCA y la ocurrencia de adenocarcinomas. Si no que
mas bien esto es debido a la presencia de agregados de nédulos linfoides (ANL)
qué son caracteristicos en_el colon de ratas que no han sido expuesta a
carcinégenos y que son encontrados consistentemente en tres sitios especificos
entre la parte media y distal del colon de ratas Sprague-Dawley (Shimamoto y
Vollmer, 1987, Carter et al., 1994, Cameron et al., 1996).

En la figura 14a se puede observar la arquitectura tubular que guardan las fosas
cripticas que conforman la mucosa normal de ratas. Cuando se presenta grado de
displasia leve (Figura 14b) las criptas pierden su organizacién y disposicién
tubular, y una vez que se alcanza un grado de displasia elevada se presentan
nucleos hipercromaticos (mayor contenido de DNA y por tanto se tifien mas).
Ademas de que el tamario del nuicleo es desproporcionado al tamafic de la célula

(coeficiente nucleo:citoplasma 1:4 a 1:6 en lugar de 1:1) (Figura 14c).
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" Figura 14a. Mucosa normal del colon de rata del grupo control

Figura 14b. Mucosa del colon de rata tratada con 1,2-DMH que presenta displasia leve
Ve
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Figura 14c. Mucosa del colon de rata tratada con 1,2-DMH que presenta displasia elevada

Fotomicrografias del colon de ratas sacrificadas a las 20 semanas de iniciado el tratamiento con
1,2-DMH. La tinci6n realizada fue hematoxilina-eosina y las fotomicrografias se tomaron con una
amplificacion de 100 X,

*Las flechas sefialan ndcleos hipercromaticos y desproporcionados al tamafio de las células que

los contienen,
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7.3 Deteccién de mutaciones en el proceso de carcinogénesis mediante
SSCP
El andlisis de polimorfismo de cadena secilla (SSCP) es una de las técnicas mas
ampliamente usada en Ia busqueda de mutaciones que pueden presentarse en un
segmento amplificado de DNA que va desde los 175 a 250 pb. El principio de esta
técnica se encuentra basado en el hecho de que la movilidad electroforética de las
cadenas simples de DNA, bajo condiciones no desnaturalizantes, adoptan
diversas conformaciones dependiendo de las asociaciones intramoleculares que
en ellas se den debido a las area de autocomplementariedad en la misma cadena;
por lo que cualquier cambio en la secuenci'a, que modifique las regiones de
autocomplementariedad es probable que altere la configuracién y produzca un
cambio detectable en la movilidad.
El DNA se aisl6 tanto de los tumores como del epitelio de colon de ratas control
(figura 15). Se amplificé por PCR las regiones de interés y se obtuvieron dos
productos correspondientes a los segmentos de los genes K-ras (175 pb) y B-
-catenina (211pb) (Figura 16).
La deteccién de las posibles mutaciones se llevé a cabo mediante el andlisis de
SSCP de los productos de PCR de ambos genes para los tumores encontrados en
las tres Fegiones del colon de las ratas tratadas con 1,2-DMH.
En la ﬁéura 117 se muestra uno de los geles que presenta el patrén de bandeo
obtenido para K-ras, en que el se observan claramente dos bandas
correspondientes a las cadenas complementarias de ADN (sefialadas con la letra
a) tanto para las muestras control como para las de tumores, una tercer banda (b)
se presenta para estos Ultimos lo que hace suponer la presencia de mutacion.
Esta posible mutacién se hallé en alrededor del 50 % de los tumores tanto de la
region proximal, como media y distal (Cuadro 9). Investigaciones acerca de
cancer de colon en ratas, inducido con azoximetano (AOM) o 1,2-DMH,
demostraron que las mutaciones en K-ras fueron tan frecuentes como en los
tumores de colon en humanos, entre 40 y 50 % (Bos, 1989; Erdman ef al., 1997;
Endo ef al., 2001). Jacoby y col. (1991) reportan haber encontrado que un 43 % de
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Figura 15. DNA de muestras de colon de rata. 1. Marcadores de 1 Kb, 2. DNA de
epitelio normal de colon, 3. DNA de tumor de colon
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Figura 16. Productos de PCR para fragmentos de genes K-ras y B-catenina.
1. Marcadores de 50 pb, 2. Control negativo para B-catenina. 3y 4.
Producto B-catenina de 211 pb, 5. Control negativo para K-ras, 6-8.

Producto para K-ras de 175 pb.
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Figura 17. PCR-SSCP para el segmento amplificado del gen K-ras. 1-3. Control,
4-9. Muestras de colon de ratas tratadas con 1,2-DMH
a — Bandas correspondientes a las cadenas complementarias de DNA
del fragmento de K-ras amplificado
b - Banda correspondiente a una posible mutacion
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Cuadro 9. Frecuencia de los cambios que se presentan en el patrén de bandeo
en los genes K-ras y p-catenina segun el analisis SSCP

Zonas K-ras (%) B-catenina (%)
. b a
Proximal 5/9 (55) 4/11 (37)
Medio 3/6 (50) 217 (29)
Distal 6/11 (54) 3/6 (50)

Los nimeros en el paréntesis corresponden al porcentaje, basado en el nimero de
muestras analizadas, en que se presentaron las bandas b (en el caso de K-ras) y a (para

el caso de B-catenina) como posibles mutaciones
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los tumores del colon proximal y 70 % de la distal tuvieron mutacién en el gen, en
ratas, mientras que en humanos no existe una diferencia significativa en los
porcentajes presentados para estas dos regiones ya que son 41 % y 54 %
respectivamente (Law ef al., 1989).

Es conocido que las mutaciones en este gen se dan en etapas tempranas de la
formacibn de adenomas y que, ademas se presentan en mucosa
histopatolégicamente normal. Por otra parte, se ha comprobado ‘que las
mutaciones en el gen K-ras, debidas a la 1,2-DMH, son exclusivamente
transiciones de G — A de los codones 12 6 13 en el segundo nucleétido siendo
diferente para los tumores de colon esporadicos en humanos pues las mutaciones
en K-ras exhiben sustituciones por A, T o C ya sea en el primer o segundo
nucledtido del codén 12 Unicamente. La naturaleza selectiva de esta mutacién
puede ser debida a las diferencias en accesiblilidad de los residuos de guanina a
la 1,2-DMH, como se ha visto para otros agentes que causan metilacién en el
oncogen ras (Mitra ef al., 1989). O alternativamente, a la diferencia en la
velocidad de reparacién de estos aductos asi como también a otros probables
efectos (Topal, 1988).

Respecto al andlisis de SSCP para §-catenina (Figura 18 y Cuadro 9) se visualizé
solamente cambio de movilidad en una de las bandas (a) indicativo de posible
mutacién. La frecuencia de movilidad fue del 37 y 50 %, para los tumores de la
parte proximal y distal respectivamente y sélo del 19 % para la zona media. Es
conocido que en los humanos el 50 % de los tumores de colon presentan
mutacién en B-catenina. El porcentaje-de tumores, reportados en [a literatura, que
muestran mutaciones para $-cafenina es muy variable. En un estudio similar al
aqui presentado, el 36 % de los tumores dié lugar a una mutacién puntual (C = T)
en el exén 3, la gran maydria de éstas (99 %) en el codon 41 (Koesters ef al.,
2001). En una investigacion presentada por Yamada y col. (2003) §6.8 % de los
tumores dieron lugar a la mutacién, y en'este caso se observé en los codones 32-
34, 37, 41 y 45 no mostrando preferencia por ninguno de ellos. Blum y col. (2001)
encontraron cambios en los mismos codones, lo que provoca fa sustituciéon de un
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'Figura 18. PCR-SSCP para el segmento amplificado del gen B-cafenina. 1-2.
Control, 3-7. Muestras de colon de ratas tratadas con 1,2-DMH.
a —Banda correspondiente a una posible mutacion



residuo de serina por uno de treonina dentro de los sitios reguladores de
fosforilacion de la proteina.

Algo interesante es lo que informan Samowitz y col. (1999) acerca de la presencia
de mutaciones de B-catenina en pequefios adenomas, al igual que los cambios en
APC, pueden ser tempranas Yy tal vez iniciar los eventos neoplasicos en el colon.
El hecho de que las mutaciones en B-cafenina se den en pequefios adenomas
més que en adenocarcinomas sugiere que los adenomas iniciados por cambio en
este gen no son tan agresivos biolégicamente como los iniciados por mutaciones
en APC y que este gen no sélo pudiera participar en la degradacion de 3-catenina.

En las figuras 17 y 18 que representan el anélisis de SSCP tanto de K-ras como
de B-catenina es posible apreciar otras bandas débilmente tefiidas en la parte
superior de las ya sefialadas como a o b tanto en las muestras control como la de
tumores estas podrian tratarse de artefactos propios de la técnica. Pues, de
manera general, un segmento de DNA no mutado presenta dos bandas
(correspondientes a las cadenas complementarias); similarmente un mutante
homocigoto generara dos bandas sélo que éstas migraran de forma diferente a las
que no presentan mutacién. En caso de tratarse de un mutante heterocigoto,
cuatro b‘;andas,» seran las observadas: dos que tendran una movilidad igual al del
ADN no mutado y otras dos con movilidad diferente. También es posible el que se
presenten tres bandas, esto debido a que una de las cadenas habra sufrido
mutacién no asi la complementaria.

Son varios las factores que influyen dentro de la técnica de SSCP que pueden
afectar la movilidad de la cadenas, entre ellos se encuentran: la relacién de
entrecruzamiento de la matriz formada en el gel, el amortiguador utilizado, la
inclusién de aditivos en la 'matriz del gel como el glicerol y sacarosa, y el mas
importante de todos, la temperatura. Es este Ultimo factor el que parece regir la
conformacién que adoptan las cadenas en el momento de realizar un andlisis
mediante SSCP, prueba de ello es lo reportado por Orita y col. (1989) que al
correr geles a diferentes temperaturas de una misma muestras de DNA, de lineas
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celulares de melanoma, obtienen patrones de bandec diferentes en los que se
visualizaron dos bandas para algunos geles y en otros tres bandas, donde la de
mayor y menor movilidad resultaron ser la misma hebra de DNA sugiriendo con
ello que éstas al menos pueden tomar dos diferentes conformaciones moleculares
lo que afecta su movilidad y por tanto el patr6n de bandeo.

Otros autores (Hongyo et al., 1993, Kucharczyk et al., 2001) sugieren que es
necesario optimizar la temperatura para cada segmento que se analiza mediante
SSCP, dada la importancia de este factor, esto con el fin de evitar falsos positivos
o falsos negativos.

En este punto es preciso hacer hincapié que dado el intervalo de tiempo en el que
se efectud la investigacién aqui presentada 'y a quie no fue un objetivo del estudio,
no se llevo a cabo la optimizacion de las condiciones bajo las que se realizaron los
analisis de SSCP para cada uno de los segmentos de K-ras y B-catenina. Ademas
es importante hacer la observacién de que los geles aqui presentados son s6lo
una muestra de varias repeticiones en las que siempre se obtuvieron las bandas
que se visualizan en la imagen, ya que al realizar esta técnica se hizo bajo las
mismas condiciones de temperatura.

Otra observacion que es importante comentar es que se conté con un control
negativo en el que no se presentan las bandas a y b sefialadas como indicios de

posibles mutaciones en B-catenina y K-ras, respectivamente.
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7.4 Evaluacion de la quimioproteccion de la luteina

La cantidad de {uteina adicionada a la dieta basal de las ratas se eligi6 de acuerdo
a los antecedentes que se tienen de estudios en donde se ha visto que el
carotenoide ha presentado efecto quimioprotector. Uno de ellos es el reportado
por Kim y col. (1998) en el que se utilizaron 0.05 % para evadir la aparicién de
FCAs en ratas tratadas con 1,2-DMH. Sin embargo, y tomando en cuenta que una
rata de 350 g en promedio consume diariamente de 14 a 17 g de alimento los
miligramos de Iuteina corresponderfan a 2.4 mg/kg (mg de luteina por kg de peso
corporal), lo que parece demasiado ya que productos que son recomendados para
el tratamiento de la degeneracion de la mécula a base de luteina se consumen en
0.85 mg/kg. Por lo que se decidié solo adicionar 0.002 % de lutefna a la dieta lo
cual corresponde a 0.97 mg/kg esto con base a un estudio realizado en cancer de
mama donde se observd que tal cantidad del carotenoide fue la mas adecuada
para [a disminucién de tumores en la poblacién de ratas donde se indujeron tales
alteraciones (Park ef al., 1998).

En la figura 19 es apreciable que el numero de tumores para los grupos en que la
luteina se adicion6 antes y después del tratamiento con 1,2-DMH es menor hasta
en aproximadamente 50 % comparado con el grupo control positivo. Mientras que,
para el grupo en donde la luteina se adicion6 a la dieta al mismo tiempo que se
realiz6 el tratémiento con el carcindgeno, no se obtuvo ninguna quimioproteccion
ya que el porcentaje de disminucién de tumores fue menor al 40 % no existiendo
una diferencia estadistica significativamente en el nimero de tumores (Cuadro
10).

Los datos anteriores concuerdan con la investigacion realizada por Narisawa y col.
(1996) donde obtuvieron un 43 % de disminucién de FCAs en ratas a las que se
les dieron 0.24 mg de luteina por intubacion gastrica después de haber sido
tratadas con metilnitrosourea (MNU). Cabe sefialar que en el estudio citado fueron
probadas dosis mayores de luteina, 6 mg y 1.2 mg, en las cuales si- hubo una
quimioproteccion pero no tan evidente como con la de 0.24 mg. Otro reporte en
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Cuadro 10. Efecto de la luteina sobre el ntimero de tumores en el colon de ratas

tratadas con 1,2-DMH

Numero de tumores

Tratamiento
Control (aceite) 0.08 £ 0.10
Vehiculo 1,2-DMH 0.30 £ 0.47
1,2-DMH (control positivo) 1.34 £ 0.83°
Luteina 8 sem antes de 1,2-DMH 0.64 +0.49°
Luteina y 1,2-DMH al mismo tiempo 1.04 £ 0.65°
0.72 £ 0.45°

Luteina 8 sem después de 1,2-DMH

* Cada valor representa la media + la desviacion estandar (DE) de los tumores

encontrados en los distintos grupos de tratamiento
Letras ’difereﬁtes expresan diferencia estadistica significativa con a = 0.05

utilizando la prueba estadistica de Dunnett
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donde se observa que la luteina fue capaz de reducir en 32 % el nimero de FCAs
es el de Kim y col. (1998), al adicionar 0.05 % de luteina en la dieta. Como ya
se habia mencionado anteriormente, también existe evidencias de que la luteina
adicionada a la dieta en concentracién del 0.002 % disminuyé en 43 % la
incidiencia de tumores de mama que se indujeron en ratones, en esta misma
investigacion dosis de 0.02 % y 0.2 % se adicionaron, no obstante no tuvieron el
efecto sobre el namero de tumores (Park ef al., 1998). Resultados que llevan a
sugerir que es mas conveniente el uso de bajas cantidades.de luteina ya que es
en donde se observa una mejor quimioproteccion.

Es evidente que la luteina también tuvo efecto sobre la incidencia de tumores ya
que la mayoria de las ratas que fueron tratadas con 1,2-DMH antes y después del .
carotenoide solo desarrollaron un tumor, no asi las del grupo control positivo
(Figura 20). Es importante también observar que al dar en conjunto el tratamiento
con 1,2-DMH y luteina el nimero de tumores y la incidencia no disminuyen como
fuera esperado. Tal parece que el agente quimioprotector probado bajo. esta
circunstancia no lleva a cabo de forma efectiva su actividad. Al respecto De Flora
y Ramel (1988) comentan que la diferencia entre un efecto inhibitorio y uno
perjudicial esta influido por las condiciones en que ocurra la quimioproteccion, ya

sea la ruta de administracion, dosis, etc.
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7.5 Efecto de la luteina sobre el patréon de bandeo de los genes K-ras y 8-
catenina

Se analizaron, mediante SSCP, los fragmentos de los genes K-ras y B-catenina
para los grupos: control (aceite), control positivo (1,2-DMH) y el grupo al que se le
adicion6 la luteina después de haberle administrado 1,2-DMH. Este ultimo grupo
se seleccioné debido a que fue uno en los que mostré6 mejor capacidad de
quimioproteccién, ademas de que puede dar informacién sobre el uso de la luteina
como posible tratamiento para el cancer de colon.

Para K-ras, los tumores provenientes de los animales tratados con 1,2-DMH y
después luteina nresentan bandas en comin a las que aparecen para las
muestras de aquellos tumores de ratas del grupo control positivo. Como puede
observarse en la figura 21, se encuentran las bandas complementa'rias de ADN
(a), la banda (b) que era también visualizada en el patrén de bandeo de los ’
tumores analizados durante la implementacion del modelo de carcinogénesis y,
ademas, una nueva banda es observada (c). Sin embargo el nimero de muestras
que presentan las bandas b y ¢ es mayor en el grupo al que se le administré
luteina después del tratamiento con 1,2-DMH (Cuadro 11).

En el patron de bandeo para §-catenina (Figura 22), un bajo porcentaje de los
tumores del grupo que sé6lo se les administrdé 1,2-DMH presenté una banda
diferente (a) a las encontradas en las muestras del grupo control negativo. El
numero de muestras que presentd tal banda fue ain menor en las muestras de las
ratas a las que se les adicioné luteina (Cuadro 11). Algo interesante observado en
el patrén de bandeo de estas lltimas muestras es que en ninguno de los casos se
presentan las bandas superiores que aparecen en la de los tumores provenientes
del grupo control pbsitivo (banda b, Figura 22), lo que sugiere alguna accién de la
luteina sobre el gen B-catenina que pudo haber influido en la disminucién de
tumores en el colon de las ratas que fueron tratadas después del carcinégeno con

luteina.

Wl



(a)
(b)

e

12 3 4 5 6 7 8 910

Figufa 21. PCR-SSCP para el segmento amplificado del gen K-ras en la evaluacién

de la luteina como agente quimioprotector. 1-3. Control (aceite), 4-6.
e colon de ratas tratadas con 1,2-DMH, 7-10. Muestras
que se les adiciond luteina en la dieta

Muestras d
de tumores de ratas a las
después del tratamiento con 1,2-DMH

&1



Cuadro 11. Frecuencia de los cambios en el patrén de bandeo en los genes

K-ras y B-catenina en la quimioproteccién con luteina segtn el

analisis SSCP
K-ras (%) B-catenina (%)
DMH DMH-Luteina DMH DMH-Luteina
b c b c a a

2/18 (11) 1/18(6) 13/24 (54) 4/24 (17) 318 (17) 1/18 (5)
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Figura 22. PCR-SSCP para el segmento amplificado del gen B-cateninaen la
evaluacién de la Iuteina como agente quimioprotector. 1-3.
Control (aceite), 4-6. Muestras de colon de ratas tratadas con
1,2-DMH, 7-10. Muestras de tumores de ratas a las que se
les adicion6 'Iut'eina en la dieta después del tratamiento con 1,2-

DMH
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Slattery y col. (2000b) reportaron que niveles bajos de luteina, ingeridos en la
dieta, estan asociados con una disminucién en el riesgo de sufrir mutaciones en
genes como K-ras. Por otro lado Blumy col. (2001) observaron cambios en el
patron _de bandeo del gen B-catenina de las muestras de colon de aquellos
animales que habian sido tratados con indol-3-carbinol o clorofilina después de
haber recibido el compuesto carcinogénico (1,2-DMH). Dichos cambios
representaban mutaciones adicionales a las presentadas en el grupo que sélo fue
tratado con 1,2-DMH. Sugiriendo que el compuesto quimioprotector le confiere
caracteristicas adicionales a las células mutadas de la mucosa del colon a través
de controlar genes que participan en la proliferacién celular y apoptosis, lo que
trae como consecuencia una disminucién en la progresion del cancer.

Lo anterior correlaciona con los resuitados de este estudio donde la adicién de la
luteina posterior al tratamiento con e} carcinégeno produce un cambio en el patrén
de bandeo en el analisis de SSCP para aquellas muestras de ratas que fueron
tratadas con el carotenoide. Sin embargo, cabe mencionar que se requiere
secuenciar para confirmar si dichas bandas representan mutaciones de estos
genes.

De los diversos reportes consultados acerca de la luteina como agente
quimioprotector, en ninguno de ellos se establece algin modo de accién
especifico, sélo se especula sobre el mismo. Entre los varios mecanismos que se
exponen se encuentran los siguientes: inhibicién de la promoci6n y proliferacion de
células mutadas debido a su propiedades antioxidantes (Park et al., 1998;
Narisawa et al., 1996), la regulacién de la comunicacion celular mediante las
uniones gap (Zhang et al, 1991), y la mas aplicable a este estudio por los
resultados ya expuestos, es la alteracién de la secuencia de los protooncogenes
(Okai ef al., 1996). Esto sugiere que posiblemente exista una interaccion
importante entre la dieta y los genes que participan en los eventos que dan lugar

al cancer de colon.
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8. CONCLUSIONES

* La semana numero 20 después de iniciado el tratamiento con 1,2-
dimetilhidrazina es 6ptima para obtener un nimero de tumores suficiente

para estudios posteriores.

» El ndmero de tumores en las zonas media y distal es mayor que el nimero

de tumores observados en la regién proximal.

* Mediante la técnica SSCP fue posible visualizar un cambio en el patron de
bandeo en los genes K-ras y B-catenina en muestras de tumores
pertenecientes a ratas tratadas con 1,2-DMH, sin embargo es preciso

realizar una secuenciacién de los mismos para confirmar si se trata de una

mutacion.

» La luteina disminuyé en 50 % el nimero de tumores en los grupos donde se

administré antes y después del tratamiento con el carcindégeno.

= En los genes K-ras v B-catenina se observé una diferencia en el patrén de
bandeo entre las muestras de tumores provenientes del grupo control
positivo con aquellos provenientes del grupo tratado con luteina, por lo que
se cree que este carotenoide influye sobre los cambios estructurales que

pudieran sufrir estos genes durante el desarrollo de carcinogénesis.
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10. APENDICES

Apéndice 1.

Amortiguador de digestion para extraccién de DNA

S ml de Tris (1 M, pH 8.0)

5 mi de EDTA (500 mM, pH 8.0)

6.25 ml de NaCl (4 M)

3.3 ml de SDS (20 %)

Aforar a 50 ml con agua HPLC estéril

0.1 mg/ml de proteinasa K, ésta se agrega hasta usar el amortiguador

Apéndice 2.

Amortiguador TE

100 pl de Tris-Cl (10 mM, pH 8.0)
24 pl de EDTA (1 mM, pH 8.0)
Aforar a 10 ml con agua HPLC

Apéndice 3.

Amortiguador TAE 50 X pH 8.0
242 g de Tris base

57.1 ml de acido acético

100 ml de EDTA (0.5 M, pH 8.0)
Aforar a 1 L con agua HPLC

Apéndice 4.
Amortiguador SSCP
SDS 0.1 %

EDTA 10 mM



Apéndice 5.

Colorante de formamida

10 mg de xilencianol

10 mg de azul de bromofenol
10 mM EDTA

Disolver en 10 ml de fo}mamida

Apéndice 6.

Amortiguador TBE 10 X pH 8.0
108 g de Tris base

55 g de acido bérico

40 ml de EDTA (0.5 M, pH 8.0)
Aforar a1 L con agua HPLC .

Apéndice 7.
Tincién con plata

Soluciones

Solucién de 4cido acético

10 ml de 4cido acético

Aforar a 100 ml con agua bidestilada

Solucién de nitrato de plata (1 g/)
0.1 g de AgNO;

100 ! de formaldehido al 37 %
Aforar a 100 mi con agua bidestilada

Solucién carbonato de sodio

2.5 g de Na,CO,
0.0002 d de Na28203-5 Hzo

0O~



100 pl de formaldehido al 37 %
Aforar a 100ml con agua bidestilada

Solucién glicina-EDTA

2 % (p/v) glicina

0.5 % (p/v) EDTA disodico

Aforar a 100 ml con agua bidestilada

Solucién de glicerol
S % (viv) glicerol
Aforar a 100 ml con agua bidestilada

Para llevar a cabo la tincion del gel, la soluciones anteriores se agregan en el
siguiente orden

Etapa Tiempo Solucién

Fijacion 30 min Solucién de acido acético
Enjuague 3 veces Agua bidesiilada

2 min c/u
Impregnacion 1 20-30 min Solucién de nitrato de
plata

Enjuague 20 seg Agua bidestilada
Revelado 2-5 min Solucién de carbonato de

hasta aparicién de bandas sodio
Detener revelado 10 min Solucién glicina-EDTA
Impregnacién 2 - 10 min Solucién de glicerol

FeXe)
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