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RESUMEN

El cancer es la segunda causa de muerte en nuestro pais. Dentro de las
enfermedades neoplasicas el cancer de colon se ha convertido en una importante
causa de mortalidad y morbilidad. Por otro lado, se ha demostrado que la dieta es
un factor importante que contribuye a prevenir este tipo de patologias. El nopal es
una cactacea que contiene una elevada cantidad de fibra dietética que estimula Ia
digestion y puede ayudar a prevenir enfermedades como el cancer. Sin embargo,
hasta el momento no se ha realizado ningun estudio que determine el efecto del
nopal sobre la prevencion de cancer de colon. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue evaluar la capacidad quimioprotectora de cladodios de nopal en cancer
de colon inducido con el carcinégeno 1,2-Dimetilhidracina dihidroclorato (1,2-DMH)
en ratas Sprague-Dawley. El nopal molido se incorporé a la dieta de acuerdo al
consumo per capita (15 kg/afio) en México. Los animales consumieron dicha dieta
4 semanas antes, 8 semanas durante y 9 semanas después del tratamiento con
1,2-DMH. Cada semana se registr6 la ganancia de peso y la sobrevivencia. A la
semana 21, las ratas fueron sacrificadas y se les extrajo el colon para evaluar el
nuamero y caracteristicas de las placas y pélipos. De acuerdo a los resultados, se
observé diferencia estadistica significativa en cuanto a la ganancia de peso entre el
grupo DMH y Nopal-DMH, siendo mayor este parametro en este ultimo grupo. Por
otro lado, el grupo tratado con nopal presenté6 mayor sobrevivencia de animales
(100%), asi como una disminucién en la incidencia (83%), el nimero promedio
(0.83) y la multiplicidad de pdlipos (1.0) en comparacion con el grupo DMH (83%,
90%, 1.5, 1.7, respectivamente). Los animales tratados con Nopal-DMH
presentaron mas lesiones tempranas (placas) que lesiones tardias (pélipos), las
cuales tuvieron una mayor distribucién en la zona distal y las lesiones tardias en la
zona proximal. El volumen de placas y pélipos tuvieron un comportamiento similar
entre el grupo DMH y el grupo Nopal-DMH. En base a estos resultados se
demuestra que el nopal disminuye la progresion de esta patologia, por lo tanto, el
consumo per capita de nopal produce una proteccién contra el desarrollo de cancer
de colon.



I. INTRODUCCION

El cancer de colon ha cobrado gran importancia en nuestro pais ya que se ha
incrementado paulatinamente su incidencia a lo largo de los afios.

Al parecer, la mayor parte de los canceres colorectales surge de tumores benignos
lamados adenomas, los cuales forman una masa protuberante del tejido
denominado pélipo. Se cree que estos pélipos adenomatosos son los precursores
de una gran proporcién de los canceres colorectales.

Por otro lado, se ha reportado que una de las herramientas mas utilizadas como
medio de control para el cancer es la quimioproteccién, la cual ha recibido enorme
atenciéon en los ultimos afios. El término quimioproteccién se refiere al uso de
agentes farmacolégicos o naturales que se encuentran presentes en la dieta, estos
compuestos inhiben el desarrollo de cancer, ya sea por el bloqueo del dafio al DNA,
que inicia la carcinogénesis, o por la inhibicion o reversién de la evolucién de
células pre-malignas en las cuales el dafio ya ha ocurrido.

Debido a que los alimentos juegan un papel importante en la prevencién del cancer,
la dieta tradicional mexicana ha sido usada por paises como los Estados Unidos
como un eje de estrategias preventivas para la salud, recomendando el consumo
de alimentos netamente mexicanos, los cuales ademas de ser altamente nutritivos
protegen contra ciertas enfermedades. En ultimas fechas, en Estados Unidos se ha
aumentado el consumo de alimentos mexicanos, tales como el nopal.

El nopal es una cactacea que se ha utilizado como alimento y remedio desde
tiempos prehispanicos en México, contiene una elevada cantidad de fibra dietética
que estimula la digestion y puede ayudar a prevenir enfermedades crénicas
degenerativas como el cancer.

AuUn cuando el nopal se ha recomendado ampliamente para la prevencion de esta
patologia, hasta el momento no se ha realizado ningin estudio en el que se
demuestre su capacidad quimioprotectora.



IIl. ANTECEDENTES

Il.1 Generalidades del cancer
Nuestro organismo esta constituido por un conjunto de células que se dividen
periédicamente y de forma regular con el fin de reemplazar a las ya envejecidas o
muertas y mantener asi la integridad y el correcto funcionamiento de los distintos
organos. Existe una serie de mecanismos de control que regula el proceso de
divisiobn que indican a la célula cuando comenzar a dividirse. Cuando estos
mecanismos de control se alteran en una célula, ésta y sus descendientes inician
una division incontrolada que con el tiempo dara lugar a un tumor o nédulo (Cohen
y col., 2000; Cotran y col., 2000).
Cuando las células que constituyen el tumor no poseen la capacidad de invadir y
destruir otros 6rganos, hablamos de tumores benignos. Pero cuando estas células
ademas de crecer sin control, sufren nuevas alteraciones y adquieren la facultad de
invadir tejidos y 6rganos de alrededor (infiltracién), y de trasladarse y proliferar en
otras partes del organismo (metastasis) se denomina tumor maligno, que es a lo
que llamamos cancer.
El cancer se clasifica de acuerdo con el tejido y el tipo celular del que se origina:
carcinomas de las células epiteliales, sarcomas de las células musculares, linfomas
de las células del sistema inmunitario, leucemias de las células hematopoyéticas y
gliomas de las células del sistema nervioso central (Grunberger y Goff, 1987,
Guyton y Hall, 2001). Recientemente, el cancer se ha considerado como una
anomalia genética en el ambito celular este proceso neoplasico resulta de una serie
de alteraciones genéticas, productos de la acumulacién de varias mutaciones a lo
largo del tiempo. Estas alteraciones afectan tanto a los genes que activan la
division celular, como otros que vigilan y ordenan la eliminacién de la células
potencialmente cancerosas, llevando asi a una interrupcibn en el mecanismo
normal que controla la proliferacién celular.
Una vez que existe una alteracion en el DNA, la célula puede: 1) utilizar los
mecanismos de reparacién para regresar a la normalidad; 2) ser inducida a la

muerte (apoptosis); 3) convertirse en una célula iniciada en la transformacién.



La carcinogénesis es un proceso complejo, que involucra una gran cantidad de
eventos que ocurren a nivel celular, molecular y morfolégico, por lo que el proceso
puede ser dividido en varias etapas: 1) iniciacion con un cambio molecular
heredable; 2) promocién para estimular la divisioén celular en la region previamente
expuesta donde un iniciador produjo un incremento a partir de una célula mutada
(células premalignas); 3) conversion celular, convierte las células hasta entonces
premalignas en malignas a través de un proceso multifocal en donde unas se
transforman mas rapido que otras; 4) progresion, se incluye varias etapas en el
proceso de carcinogénesis: angiogénesis, invasién y metastasis, la célula de un
tumor es capaz de debilitar la adhesién a sus vecinas originales, escapar del tejido
de origen e invadir otros tejidos; 4) estimulacién de la induccion de la formacion de
nuevos vasos sanguineos, para la obtencién de los nutrientes y el oxigeno
necesario. La metastasis es la formacion de un tumor secundario que se inicia
cuando la célula cruza la lamina basal y el revestimiento endotelial del vaso,
entrando asi a la circulaciéon sanguinea, a su salida puede alojarse en un nuevo
ambiente donde sobrevive y prolifera (Bird, 1995; Diaz y col., 1998; Griffiths y col.,
2000).

{1.2 Cancer de Colon

I1.2.1 Epidemiologia y etiologia de cancer colorrectal

En México, el cancer de colon o colorrectal ocupa el segundo lugar dentro de los
tumores que afectan al tubo digestivo. Segun datos de la Secretaria de Salud, este
tipo de cancer es el tercero mas frecuente y constituye la segunda causa
oncolégica de fallecimientos.

De acuerdo con informacién de la dependencia, en el 2005 se detectaron 17 mil
nuevos casos entre la poblacién mexicana, cifra que representa un crecimiento de
39 por ciento en tan sélo una década, ya que en 1995 el registro era de 10 mil
personas afectadas por esta enfermedad, situaciéon que la convirtié en la segunda



neoplasia maligna del tracto digestivo mas frecuente en el pais (Gariglio y Orozco,
2000; Barreray col., 2003).

11.2.1.1 Factores causales del cancer colorrectal

Las diferencias observadas en la incidencia del cancer colorrectal entre distintas
areas geograficas, la evidencia del distinto riesgo generacional y la modificacién de
la incidencia en los emigrantes plantean una causalidad basada primordialmente en
factores medioambientales (Diaz y col., 1998; Casimiro, 2002). Los factores
asociados a los adenomas colorrectales y al cancer colorrectal se pueden resumir
en cuatro grupos:

1. Factores end6genos:
a) Factores hereditarios. La herencia tiene escaso impacto en la incidencia
poblacional (menos de un 5% de los casos de cancer colorrectal) excepto en los
casos de pdliposis adenomatosa familiar (PAF) y cancer de colon hereditario no
péliposis (CCHNP), por su presentacion antes de los 50 afios y la indefectible
conversion en cancer colorrectal en el 100% 6 70% de los portadores genéticos
respectivamente, ocasiona una importante pérdida de afios potenciales de vida.
Los sindromes de poliposis familiar son un grupo de sindromes caracterizados por
la aparicién temprana de pélipos y un riesgo virtual del 100% de desarrollar cancer
de colon; representan un porcentaje muy pequefio de los casos de cancer de colon
(1-2%). El cancer de colon hereditario no péliposis (CCHNP) es un trastorno de
herencia autosomica dominante y se caracteriza por una alta susceptibilidad a
cancer colorrectal (80% a lo largo de la vida).
Existe un riesgo mayor de desarrollar cancer de colon en aquellos pacientes que
tienen un familiar de primer grado con cancer de colon o adenomas. Se ha sugerido
una herencia autosémica dominante y habitos compartidos. Dependiendo de la
edad de diagnéstico y el numero de familiares afectados, el riesgo a lo largo de la
vida de desarrollar un cancer colorrectal puede aumentar de 1,8 a 8,0 veces
(Thorogood y col., 1987).
b) Patologia intestinal. Existe un riesgo aumentado de cancer de colon en
pacientes afectos de enfermedad inflamatoria intestinal, especificamente, los
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pacientes con colitis ulcerosa presentan un riesgo elevado de cancer colorrectal
relacionado con la duracién y extension de la enfermedad.

2. Factores exdgenos:
a) Dieta. La dieta esta considerada como uno de los mayores factores etiolégicos
en el desarrollo de cancer colorrectal. Sin embargo, determinar la relacién entre la
dieta y el cancer es dificil debido al largo intervalo requerido para el proceso de la
carcinogénesis y a los muiltiples factores de confusién creados por las interacciones
entre los diferentes constituyentes de la dieta. Los componentes de la dieta que
han sido mas investigados en relacién al cancer de colon son: las fibras, las frutas y
verduras, el folato, las grasas y proteinas de origen animal y el calcio. Se piensa
que la elevada incidencia de cancer colorrectal en paises desarrollados se debe a
una dieta de tipo occidental con gran consumo de grasa animal e hidratos de
carbono refinados, a la vez pobre en fibra. Tal dieta produce heces reducidas,
duras, con desplazamiento lento a través del colon, lo que permite a los agentes
carcindgenos permanecer en contacto con la mucosa durante un periodo mas
prolongado (Cohen y col., 2000; Casimiro, 2002; Cowey y col., 2005).
b) Tabaco. Aunque el fumar se ha asociado consistentemente con el desarrollo de
adenomas colorrectales, sélo recientemente se ha empezado a evidenciar la
asociacién con el cancer colorrectal. En estudios recientes, se considera que el
tabaco puede considerase como factor de riesgo de cancer de colon, pero con un
intervalo de latencia muy largo (mayor de 30 afios).
c) Alcohol. En relacién al efecto del consumo de alcohol sobre el riesgo de cancer
de colon, se hipotetiza que, al igual que para el tabaco, el tiempo de latencia de
este promotor del cancer colorrectal seria largo (mayor de 20 afios) y que su
mecanismo de accidn podria incluir un efecto antifolato.
d) Actividad fisica. De acuerdo a estudios realizados, se puede afirmar que la
actividad fisica moderada es factor protector del cancer colorrectal mientras que el
sedentarismo, unido a otros factores de estilo de vida como el fumar o el elevado
consumo de alcohol y una dieta alta en grasas y pobre en fibras, verduras y frutas,
se relacionan claramente con un elevado riesgo de desarrollar cancer de colon
(Reddy y col., 1987).



3. Intervenciones médicas: tratamientos con antiinflamatorios no esteroideos y
terapias hormonales.

4. Otros: colecistectomia, colitis ulcerativa y inflamacién intestinal.

11.2.2 Anatomia, fisiologia y morfologia del colon

El intestino grueso mide aproximadamente 1.5 m de longitud y 6.5 cm de diametro,

se extiende entre el ileon y el ano, que se une a la pared abdominal posterior por el

mesocolon, que es una doble capa de peritoneo. Desde el punto de vista

estructural, sus cuatro zonas principales son el ciego, colon, recto y conducto anal.
’ El extremo abierto del ciego guarda continuidad con un largo conducto, el colon,

que se divide en porciones ascendente, transverso, descendente y sigmoideo

(Figura 1) (Guyton, 1999; Latarjet y Ruiz, 1999).

Colon
transverso

sigmoideo

Ano

Figura 1. Diagrama del intestino grueso. Los segmentos anatémicos ciego, colon
ascendente, colon transverso, colon descendente y colon sigmoideo son
estructuras moviles que estan situadas libremente en la cavidad peritoneal
(Forster, 2005).




La mucosa colénica esta caracterizada por la presencia de multiples criptas que la
cubren con una capa de células epiteliales que se estan autorenovando
constantemente. Estas células surgen de células madre, que estéan localizadas en
la base de las criptas hacia arriba al lumen colénico. El epitelio colénico humano se
renueva cada 4 a 8 dias. Cuando las células estan aln en la parte inferior en medio
de la cripta, experimentan rondas de replicaciéon para suministrar suficiente

poblacion de células a la cripta entera.

El analisis histolégico ha mostrado que en este compartimento proliferativo algunas
células mueren por apoptosis. Se cree que esto sirve como un mecanismo de
control para eliminar células que han sido dafiadas en su DNA en la fase de
replicacién, alternativamente puede funcionar como parte del proceso de
homeostasis para controlar el niUmero total de células en la cripta.

Durante su migracién, las células pierden su habilidad para dividirse y diferenciarse
principalmente en el enterocito que se encuentra en la zona funcional. Una vez que
llegan a la cima de la cripta, las células mueren por apoptosis, algunas veces por
necrosis y son expulsadas en el flujo fecal o son localmente removidas por

macréfagos intraepiteliales.

Para mantener la arquitectura del epitelio coldnico, la velocidad de pérdida de
células en la cima de la cripta y en la superficie intercriptal esta estrechamente

ligada con la produccién en la base de la cripta (Figura 2).

1.2.3 Patologia del colon
Un evento temprano en el desarrollo del cancer colorrectal es la anulacién de la
distincion normal entre el compartimiento proliferativo y el funcional. La zona
proliferativa se expande hacia la parte de arriba de la cripta colénica sin un
aumento neto en el numero de células, lo que se conoce como lesion “fase I”

(Figura 3, parte B) que implica una pérdida del estado de diferenciacion del epitelio.
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Figura 2. Morfologia del epitelio colonico normal. El epitelio colénico
esta conformado por una zona proliferativa, zona funcional y un espacio

intercriptal (Potten, 1998).

En la siguiente etapa, la velocidad de proliferacion excede la muerte celular
resultado en una acumulacién de células epiteliales en la mucosa, como ocurre en
la lesién “fase 11” donde el tejido comienza a extenderse hacia el lumen (Figura 3,
parte C), el resultado es la formacién de tumor (Figura 3, parte D) (Grunberger y

Goff, 1987; Bird, 1995).

Existe una secuencia de sucesos mutacionales en la progresiéon a cancer de colon,
donde el tejido pierde su organizacion en su progresién hacia el estado maligno.
Cuando la division se realiza de forma incompleta, se produce una displasia

(desarrollo anormal de un tejido).



Cripta del colon

Zona celular 2%
madura

Zona celular
en transito

Zona celular
proliferativa

Figura 3. Desarrollo de tumor en el epitelio del colon. En la fase | (parte B) las
células mas superficiales muestran algunos signos de diferenciacion. La
formacién de una lesién fase |l (parte C) se debe a una excesiva proliferacién, ya
que se presenta una acumulacion de células en la superficie de dicha cripta
dando origen a la formacion de tumor (parte D) (Lipkin, 1974).

Generalmente, la primera mutacién afecta al gen APC, que es seguida de una
proliferacién celular incontrolada originando la formacién de un adenoma (lesién
tumoral benigna). Antes de que la lesion alcance un grado intermedio se registra
una mutacion en el gen K-ras. Previo a la formacién del carcinoma (lesién maligna)
se produce una nueva mutacién en el gen p53. Finalmente, las células tumorales
alcanzan los vasos sanguineos y el sistema linfatico (Hardy y col., 2000; Carretero
y col., 2001).

En el cancer de colon inducido experimentalmente, las células glandulares que se
encuentran en proceso de migracion hacia el exterior de la cripta parecen perder su

control sobre la divisién celular normal y, por consecuencia, hay formaciéon de



masas polipoideas con diversos grados de atipias hasta llegar al cancer
(Stemmermann y col., 1981; Bird, 1995).

11.2.3.1 Adenocarcinoma de colon

El tumor mas frecuente en el intestino grueso es el adenocarcinoma; su incidencia
global oscila entre el 75 y el 85 %. Histolégicamente, se caracteriza por la
formacién de glandulas con mayor o menor grado de diferenciacion. Los adenomas
se dividen segun el grado de diferenciacibn en adenocarcinomas bien
diferenciados, moderadamente diferenciados y poco diferenciados. El grado de
diferenciacién de los adenomas se establece fundamentalmente en base a la
arquitectura o la configuracién tubular o el grado de polaridad nuclear, teniendo los
siguientes tipos:

a) Los adenomas bien diferenciados presentan tibulos simples o complejos
con aspecto pseudocribiforme, las células suelen mantener cierta polaridad
con los nucleos basales y son de tamario uniforme.

b) Los adenocarcinomas moderadamente diferenciados muestran tabulos
simples, complejos o ligeramente irregulares, cuya polaridad nuclear se
pierde o es diferenciaimente identificable.

c) Los adenocarcinomas poco diferenciados se caracterizan por la presencia
de glandulas irregulares o ausencia de su formacion, con pérdida nuclear.

Basandose en estos criterios, el 15-20% de los adenocarcinomas son bien
diferenciados, el 60-70 % moderadamente diferenciados y el 15-20 % poco
diferenciados (Pifiols, 1995).

11.2.3.2 Localizacién de los adenocarcinomas
Localizacién de estos adenomas por orden de frecuencia es, en primer lugar, en el
recto (50%), seguido del colon sigmoideo (20%), colon derecho y ciego (12%),
ascendentes (5%), transverso (6%), y descendente (7%) (Figura 4) (Ma y col.,
2002).
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Figura 4. Localizacion de los adenocarcinomas por orden de
frecuencia (Cohen y col., 2000).

II.3 Carcinogénesis colonica experimental

[1.3.1 Modelos experimentales de carcinogénesis coldnica
Los modelos experimentales en animales ofrecen una excelente oportunidad para
el estudio de procesos tumorales y permiten efectuar experimentos con diversos
factores del medio ambiente, que permiten estudiar la etiologia, el tratamiento y la
prevencion del cancer de colon (Fiala, 1977; Cohen y col., 2000; Davidson y col.,
2000).

I1.3.2 1,2-Dimetilhidracina dihidroclorato (1,2-DMH)
La 1,2-DMH es uno de los carcinégenos quimicos mas usados por su efectividad
que induce cancer de colon en el 80 al 100 % de las ratas, entre cinco y siete
meses posteriores al inicio del tratamiento, usando una concentracion que va desde

10 a 21 mg/kg de peso corporal (Grunberger y Goff, 1987).
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La 1,2-DMH es un carcinégeno efectivo y selectivo de colon, debido a su actividad
alquilante en los acidos nucleicos del epitelio intestinal y sus propiedades
mutagénicas. Actia modificando el genoma de la célula, ocasionando
eventualmente alteraciones de fenotipo celular, tales como perdida de
diferenciacion, invasividad o conducta proliferativa anormal (Maskens, 1976; Kann 'y
col., 2003).

11.3.2.1 Via de administracion y dosificacion de la 1,2-DMH
La 1,2-DMH se administra generalmente por via subcutanea, en dosis que van
desde 7 a 21 mg/Kg de peso de 12 a 20 semanas o 40 a 200 mg/Kg de peso en
una unica inyeccién.
También puede administrarse por via oral, a la dosis de 21 mg/Kg de peso por 12
semanas.
El 6rgano de manifestacion y la distribucion tumoral depende de la dosis del
carcindégeno. Se considera que la dosificacion dptima para la induccion selectiva de
tumores de colon es de 10 mg/Kg de peso durante 25 semanas. Este tipo de
induccién idoneo de 180 a 240 dias proporciona una tasa tumoral del 90%. El
intervalo de tiempo de la primera inyeccién del carcinégeno y la aparicién de
tumores, es aproximadamente de 6 meses a dosis de 10 a 20 mg/Kg/semana
(Maskens, 1976; Celik y col., 1983; Pifiols, 1995).

11.3.2.2 Accién de la 1,2-DMH
El lugar primario de oxidacion de la 1,2-DMH es el higado, es principalmente
oxidada y activada por varios sistemas enzimaticos de fase 1 (citocromo P450 y
flavin-monooxigenasas) a azoximetano (AOM), el cual es posteriormente N-
hidroxilado en Metilazoximetanol (MAOM). Este compuesto es glucuronidado,
posteriormente es transportado via torrente sanguineo al colon y otros tejidos. El
colon contiene tipos celulares epiteliales capaces de activar dicho carcinégeno a
traves del citocromo P450, sin necesidad del metabolismo intermediario por los
hepatocitos. En el colon existe una reactivacién del carcinégeno a través de la

microfiora normal por medio de la enzima Beta-glucuronidasa, asi el carcinégeno
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que fue conjugado en el higado mediante la glucuronidacién es liberado a nivel del
colon donde ejerce su accién agente alquilante, el MAOM es un compuesto muy
inestable y se descompone de manera espontanea en formaldehido e i6n
metildiazonio, el cual se cree es el Gltimo carcinégeno (carcinégeno final) debido a
su capacidad de metilar macromoléculas (Figura 5). Un paso esencial en la
carcinogénesis quimica es la alteracion de las propiedades de las macromoléculas
criticas como ADN y ARN vy otras proteinas por la alquilaciéon y otras reacciones
(Fiala, 1977, Celik y col., 1983; Pifiols, 1995).

HiGADO/INTESTINO

1,2-Dimetilhidrazina Azoximetano Metitazoximetanol
1,2-DMH AOM MAOM

CH;~NH—NH—CH, ——’—-) CHs——g= N—CH,-——’-—-—) CHz~ N=N—CH,OH
o

Enzimas de fase 1 Enzimas de fase 1
Flavin-monooxigenasas Flavin-monooxigenasas

Metilazoximetanol MAOM glucoronidado
MAOM I } + Bilis

Enzimas de fase 2
UGT, QR Y GST

INTESTITINO
MAOM-glucoronidado Metilazoximetanol + Alquilacién ADN de células de
MAOM CH; ——————> colon O%-metilguanina
Beta-glucoronidasa 16n metilcarbonio Aducto con DNA

(microflora y colonocitos)

Figura 5. Bioactivacion de la 1,2—-Dimetilhidracina dihidroclorato (Corpet, 2002).

Tambien en el higado los diferentes metabolitos de la 1,2-DMH pueden ser
conjugados por enzimas de fase 2 de desintoxificacion como la uridin difosfato
glucoronisil-transferasa (UGT), la quinona reductasa (QR) y la glutation S-
transferasa (GST).
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11.3.2.3 Descripcién de las lesiones inducidas con la 1,2-DMH
Los tumores inducidos con la 1,2-DMH pueden agruparse de la siguiente manera:
1) Tumores exofiticos. Son tumores usualmente polipoides protruyendo hacia la luz;
presentan un margen elevado con cavitacidon central y una masa subyacente
lobulada que, generalmente distiende la serosa subyacente. 2) Tumores
endofiticos. Son tumores en forma de meseta o ulcerativos con tendencia ligera o
nula a abultar hacia la luz. 3) Placas. Son lesiones con una superficie relativamente

plana, ligeramente por encima del nivel de la mucosa.

1.4 La dieta y cancer de colon

Todo parece indicar, que este tipo de cancer es una enfermedad inducida por
carcinégenos y que la mayor o menor frecuencia de este tumor, por paises, esta
influenciada de manera importante por la dieta.

El cancer de colon presenta una mayor prevalencia en los paises que tienen una
dieta de tipo occidental (rica en carne, grasa animal e hidratos de carbono refinados
y pobres en fibra) y no parece que las diferencias genéticas entre las poblaciones
tengan una gran importancia en este aspecto. Ademas, el aumento de incidencia
que se registra en varias areas geograficas parece estar relacionado con un
aumento de la prosperidad local que se acompana de una occidentalizaciéon de la
dieta.

El alto contenido en fibra de los alimentos se ha considerado tradicionalmente
como protector frente al cancer de colon gracias a miultiples estudios
epidemiolégicos.

Si los factores genéticos pueden desempeiiar alguna funcién en la etiologia del
cancer de colon, es indudable que los factores ambientales tienen una influencia
sobrepuesta muy importante (Stemmermann vy col., 1981; Lépez y col., 1997).

La flora intestinal es esencial para el proceso de carcinogénesis, el exceso de
consumo de carne se ha relacionado con el incremento en el metabolismo
bacteriano de ciertas aminas en el colon. Las enzimas que se inducen por estos

constituyentes dietéticos pueden ser la causa de la elaboracién de compuestos
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endégenos y exdgenos dafinos. Se ha reportado que son comunes en los
pacientes con este cancer, los clostridium, que producen deshidrogenacion de los
ndcleos esteroides de las sales biliares fecales. La mucosa del colon expuesta a la
influencia de estos carcinégenos, sufre cambios de los mecanismos de control de la
sintesis del ADN de sus células.

Por otro lado, se ha demostrado que en la dieta se encuentran una serie de
alimentos con capacidad de prevenir y/o disminuir el riesgo de padecer el cancer de
colon, tales como el nopal (Park y col., 2000; Marchisone, 2005; Yoshida y col.,
2005).

I1.5 Nopal

[1.5.1 Generalidades del nopal
El nopal es una planta silvestre que sobrevive en regiones desérticas y frias. No
requiere de mucha agua para su cultivo, por lo que es una buena fuente de
ingresos para muchos agricultores que no cuentan con los recursos necesarios. Se
dice que tiene un papel ecolégico importante, ya que detiene la degradacién del
suelo deforestado. El nopal se distribuye por toda América tropical y la regién
mediterranea. Existen alrededor de 150 especies americanas, propias de lugares
calidos y semidesérticos, que se caracterizan por los tallos carnosos formados por
pencas o cladodios, en forma de paletas, cubiertos de pequenos agrupamientos de
pelos rigidos llamados gloquidios y, por lo general, también de espinas (Figura 6).
Las flores amarillas y rojas, de gran tamano, dan lugar a frutos comestible conocido
como tuna y xoconostle, la cual es una baya ovoide, cilindrica, de diversos colores,
umbilicada en el extremo superior (cicatriz floral), posee un pericarpio correoso,
con numerosos colchones de ahuates distribuidos en tresbolillo, semillas de color

variable (Granados y Castafieda, 1997).
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Figura 6. Nopal Opuntia ficus indica cultivar redonda
(Huerta, 2006).

El nopal presenta caracteristicas morfologicas y fisiolégicas adaptadas a la escasa
disponibilidad de agua, a las variaciones extremas de la temperatura y, en general,
a las condiciones de las zonas aridas y semiaridas.

Los nopales silvestres tienen su centro de distribucién en los estados de San Luis
Potosi, Zacatecas y Aguascalientes, sin embargo, se ha extendido hacia el norte y
sur de México. En estas nopaleras se aprovechan los brotes o nopalitos durante
algunos meses, cuando las condiciones climaticas son propicias; sin embargo,
existen especies que son preferidas por los pobladores de estas regiones. Asi
tenemos el nopal tapén (Opuntia robusta) y sus diferentes variedades, el nopal
cardén (O. streptacantha), el nopal rastrero (O. rastrera), el nopal duraznillo (O.
leucotricha) y el nopal chaverio (O. hyptiacantha).

Como cultivo, el nopal se encuentra en los estados de San Luis Potosi, Oaxaca,
Jalisco, Puebla, Michoacan, Aguascalientes, Baja California, Distrito Federal,
Zacatecas y Querétaro. En Querétaro, los municipios con mayor produccion de
nopal son Cadereyta, Colon, Pefiamiller y Toliman (Cervantes, 2002).

En algunos paises como México, el nopal se utiliza para el consumo humano o

como forraje para los animales, incluso como cerca para dividir terrenos o
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propiedades. En la industria alimentaria, el nopal se destaca como materia prima
para la elaboracion de jaleas, shampoo y, en tiempos recientes se le ha dado gran
importancia a la funcién coadyuvante para el tratamiento de algunas enfermedades
cronico degenerativas como la diabetes, hipercolesterolemia y algunos cancer,
entre estos el de colon (Stryer, 1990). El consumo per capita de nopal que se tiene

en México es de 15 kilos por ario.

11.5.2 Composicién quimica del nopal
Dentro de la composicion quimica del nopal, se encuentra alto contenido de agua,
que esta en el orden de 90-92.5 %. Entre los minerales que contiene, los
principales son el calcio y el potasio, ademas de magnesio, silicio, sodio y
pequefias cantidades de fierro, aluminio, y magnesio, entre algunos otros
(Cuadro1). El nopal contiene también, en varias proporciones, diferentes

carbohidratos y componentes nitrogenados (Granados y col., 1997).

Cuadro 1. Composicién quimica del nopal en 100 g de muestra seca (Bravo, 1978).

Concepto Contenido
Porcion Comestible 78.00 %
Energia 27.00 Kcal
Proteinas 1.70 g
Grasa 030 g
Carbohidratos 560 g
Calcio 93.00 mg
Hierro 1.60 mg
Tiamina 0.03 mg
Riboflavina 0.06 mg
Niacina 0.30 mg
Acido Ascérbico 8.00 mg
Retinol 41.00 pg
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11.5.3 Propiedades del nopal

Se ha demostrado que el nopal, aparte de sus cualidades nutricionales, posee
propiedades medicinales que ayudan a controlar diferentes desordenes fisiolégicos.
El nopal contiene fibra soluble e insoluble, las cuales pueden retrasar la absorcién
de la glucosa, siendo util en el control de la glicemia en pacientes con diabetes
(Frati, 1988; Park y col., 2000). Las fibras insolubles que contiene el nopal
producen una sensacion de saciedad y ayudan a una buena digestién (Trejo y col.,
1996).

Otro de los efectos producidos por la fibra contenida en el nopal es que atrapa a los
acidos biliares aumentando la excrecion fecal de los mismos, lo cual reduce los
niveles de colesterol total y triglicéridos en el plasma. Esto sugiere un efecto
potencial hipocolesterolémico, ya que la mayor pérdida de acidos biliares puede
desviar al colesterol de la sintesis hepatica de lipoproteinas a la sintesis de acidos
biliares de novo. Otro mecanismo mediante el cual las fibras hidrosolubles pueden
tener un efecto hipocolestéremico involucra los productos de fermentacion
microbiana de la fibra dietética en el intestino grueso (Cardenas, 1998; Juste,
2005).

Las fibras dietéticas insolubles del nopal absorben agua y aceleran el paso de los
alimentos por el tracto digestivo, contribuyendo a regular el movimiento intestinal,
las fibras solubles se caracterizan por formar geles y por su gran capacidad de
captar agua, formando una masa gelatinosa que hace aumentar la viscosidad del
contenido gastrointestinal, retrasando el vaciamiento gastrico y proporcionando
mayor volumen y lubricacién a las heces, ademas, la presencia de las fibras
insolubles en el colon ayudan a diluir la concentracién de cancerigenos que

pudieran estar presentes (Kautenburger y col., 2005).

I1.56.4 Nopal y cancer de colon
Se ha mencionado que la cantidad elevada de fibra soluble e insoluble de nopal
podria proteger contra el cancer de colon. Desde los trabajos de Burkitt, en los
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inicios de la década de los setenta, se propuso un posible papel protector de la fibra
dietética sobre el desarrollo de cancer de colon, al observar la escasa incidencia de
esta neoplasia entre la poblaciéon africana y el elevado contenido de fibra de su
dieta tradicional.

Son varios los mecanismos propuestos por los cuales la fibra dietética puede
proteger al colon del desarrollo de un cancer colorrectal. La hipétesis inicial seria
que la fibra, al incrementar el bolo intestinal y acelerar el transito, evitaria un menor
contacto de potenciales agentes carcinogénicos con la mucosa del colon. Otra
opcion es que la fibra interaccione con diferentes mutagenos y los elimine, aunque
esta accion dependeria del tipo y cantidad de fibra que se consume. Mas
demostrada es la accion de la fibra sobre los acidos biliares. La unién con las sales
biliares evitaria su degradaciéon y desconjugacién en el colon, evitando la
trasformacion de acidos biliares primarios en secundarios. En este sentido, cuando
la fibra dietética disminuye el pH fecal, por debajo de 6.5, se produce una inhibicién
de las enzimas bacterianas implicadas en el metabolismo de las sales biliares (7-a-
deshidroxilasa) o bien de aquellas enzimas implicadas en el metabolismo de
carcinégenos (B-glucoronidasa, nitrorreductasa o azoreductasas) (Burkitt y col.,
1974; Smith y col., 1981; Reddy y col., 1987; Hong y col., 2004).

Estudios in vitro han demostrado que el acido butirico, acido propionico y acido
valérico, acidos grasos de cadena corta derivados de la fermentacion de Ila fibra
dietética en el colon, bloquean Ia proliferacién de células tumorales derivadas de
cancer de colon, se cree que el acido butirico es el principal componente protector
de las dietas ricas en fibra en la carcinogénesis colénica. De los tres acidos se ha
observado que el acido butirico es el que tiene los efectos mas importantes sobre
las células epiteliales coldnicas, tanto in vitro como in vivo, por lo que actuaimente
se le reconoce como el principal componente protector de las dietas ricas en fibra
frente a la carcinogénesis coldnica (Jeon y col., 2005; Kautenburger y col., 2005;
Johnson y col., 20086).

En base a todo lo anteriormente planteado y a su alto contenido de fibra, el nopal

resulta prometedor para la prevencién de cancer de colon.
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{Il. HIPOTESIS

Los cladodios de nopal incluido en la dieta a una concentracién de 0.58 g/Kg de
peso tienen la capacidad de disminuir el desarrollo de cancer de colon inducido con
el carcinégeno 1,2-Dimetilhidracina dihidroclorato (1,2-DMH) en ratas Sprague-

Dawley.

20



IV. OBJETIVOS

V.1 General

Evaluar el efecto del cladodio de nopal incluido en la dieta sobre la proteccion del
cancer de colon en ratas inducidas con el carcinégeno 1,2-Dimetilhidracina

dihidroclorato (1,2-DMH) en ratas Sprague-Dawley.

IV.2 Especificos

» Cuantificar el contenido de fibra soluble e insoluble de cladodios de nopal.

> Evaluar el efecto del consumo de cladodios de nopal sobre la ganancia de

peso y sobrevivencia en animales tratados con el carcinégeno 1,2-DMH.

» Determinar la incidencia, multiplicidad y nimero promedio de lesiones Yy

tumores de animales tratados con el carcinégeno 1,2-DMH.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

V.1.1 Quimicos
El carcinégeno 1,2-Dimetilhidracina dihidroclorato fue de marca SigmaR.

V.1.2 Biol6gicos
Se usaron ratas macho Sprague-Dawley de 4 semanas de edad, las cuales fueron
adquiridas en el bioterio Harlan de México, Los animales se aclimataron por una
semana en cajas de acrilico y se mantuvieron con agua y dieta ad libitum.
El nopal que fue usado en este experimento se adquirié en el huerto nopalero de

Cerritos, municipio de Tequisquiapan, Qro.
V.2 Métodos

V.2.1 Determinacién de la fibra soluble e insoluble de nopal
V.2.1.1 Extraccion de fibra soluble e insoluble del nopal
Se peso6 por duplicado 1 g de harina de nopal seca y previamente desgrasada, se
adicioné 50 ml del buffer de fosfatos pH 6.0, y 0.1 ml de alfa amilasa, se colocé la
mezcla en bafio de agua hirviendo durante 15 min se enfri6 y ajusté el pH a 7.5, se
agreg6é 5 mg de proteasa y se incub6 30 min a 60 °C con agitacion continua. Se
enfrié a temperatura ambiente, ajustando el pH entre 4.0 y 4.6, se adicion6 0.3 mi

de amiloglucosidasa y se incubé durante 30 min a 60 °C con agitacién continda.

V.2.1.2 Fibra dietética insoluble
Se filtré y lavo el residuo dos veces con 10 ml de agua a 70 °C, se guardo el filtrado
y el agua de lavado; posteriormente, se adicion6 298 ml de alcohol etilico al 95% a
60 °C y se dej6 toda la noche para precipitar a temperatura ambiente para la
determinacién de fibra dietética soluble. El residuo obtenido después de la filtracion
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se lavé dos veces con porciones de 15 mi de etanol al 95%, dos veces con 15 ml

de acetona. Se seco el residuo y se separ6 del papel filtro.

V.2.1.3 Fibra dietética soluble
Del precipitado obtenido de la seccion anterior, se decant6 el sobrenadante para
concentrar el precipitado y se transfirié a un tubo falcon, se centrifugé por 30
minutos a 9500 rpm. Se resuspendié respectivamente en 30 ml de alcohol al 78%,
se centrifugé por 30 min y el residuo se lavo con 30 ml de alcohol al 78%. Se
decantd el sobrenadante y finalmente se resuspendi6 en 30 ml de acetona
utilizando un vortex y se centrifugo por 30 a 9500 rpm. El sobrenadante se decanto,
se recupero la pastilla la cual se seco a 37 °C por una hora. Se transfiri6 a un

desecador hasta ser usada.

V.2.2 Grupos de estudio
Se trabaj6 con un total de 33 ratas, las cuales se dividieron en tres grupos. El
primer grupo estuvo constituido de 8 animales los cuales fueron utilizados como
control negativo, en el segundo grupo fueron 12 animales que se utilizaron como
control positivo (DMH) y el tercer grupo estuvo formado por 13 animales que se
trataron con nopal y 1,2-DMH (Nopal-DMH).

V.2.3 Composicién de la dieta
Para la concentracion de cladodio de nopal incorporado en la dieta, se considerd el
consumo per cépita que se tiene en México, el cual es de 15 kilos por ario.
El nopal (70-80 g de peso del cladodio) fue secado al vacio y molido, obteniendo
harina de nopal la cual fue incorporada a las croquetas previamente molidas. La

concentracién final del nopal fue de 0.58 g/Kg de peso corporal.
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V.2.4 Elaboracién de la harina de nopal
Se corté el cladodio de nopal (70-80 g de peso del cladodio) en seguida se limpio,
después fue lavado y desinfectado. El nopal fue cortado en capas delgadas, las
cuales fueron secadas a 60 °C por 48 hrs y finalmente pulverizadas.

V.2.5 1,2-Dihidrocloruro de dimetilhidrazina
Se preparé una solucion de 1,2-DMH 0.07M en agua HPLC estéril que contenia 37
mg de EDTA por cada 100 ml, como agente estabilizador, y se ajust6 el pH de la
solucion a 6.5 usando hidroxido de sodio. El compuesto fue preparado

semanalmente previo a la inyeccion.

V.2.6 Induccion del cancer de colon con 1,2-DMH
Después de haber trascurrido 4 semanas de tratamiento con el nopal, se inicio el
tratamiento con el carcinégeno. Los grupos positivo y Nopal-DMH se trataron por
via subcutanea con 1,2-DMH en una dosis de 21 mg/Kg de peso corporal, una vez

por semana durante 8 semanas.

V.2.7 Sacrificio y toma de muestra
Los animales se sacrificaron después de 21 semanas de tratamiento. Se practicé
una incisién toracica abdominal media, para extraer el intestino grueso.
Posteriormente, se procedi6 a su apertura longitudinal por el borde antimesentérico.
Se colectd el contenido cecal, se realizé una limpieza suave de la superficie de la
mucosa del intestino con solucion fisioldgica fria estéril, seguida de la fijacion del
intestino sobre un trozo de corcho mediante el uso de alfileres, para su analisis
macroscopico, manteniendo una temperatura de 4°C para evitar la descomposicion

del tejido.
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V.2.8 Analisis macroscépico
Una vez fijado el intestino sobre el corcho, se identificé su morfologia con la
finalidad de dividirlo en dos zonas: zona proximal y zona distal. Se analiz6 el tejido
macroscopicamente y se detectaron lesiones, las cuales fueron medidas con un
vernier con 0.1 mm de graduacién. Se midi6 el alto, ancho y largo de las lesiones

para determinar el volumen de éstas.

V.2.9 Determinacion de pH en contenido cecal

Se colecto el contenido cecal, enseguida se introdujo una tira reactiva para pH, que

permitié obtener el pH de estas muestras.

V.2.10 Anadlisis estadistico
El analisis estadistico para los datos de incidencia y volumen se realizé mediante la
prueba de Tablas de Contingencia con una P<0.05.
Para la multiplicidad y numero promedio de placas y pélipos el analisis estadistico
se realizd por ANOVA y se aplico la prueba de Dunnet y Tukey-Krammer para la

comparaciéon de medias.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Contenido de fibra soluble e insoluble de cladodios de nopal
En este estudio se encontr6 que el nopal (70-80 g de peso del cladodio)
deshidratado contiene una concentracién de la fraccién soluble del 24% y un 30%

de fraccion insoluble.

VI.2 Ganancia de peso de ratas tratadas con nopal y 1,2-DMH
Para evaluar el efecto del cladodio de nopal incluido en la dieta sobre Ia proteccion
del cancer de colon en ratas Sprague-Dawley inducidas con el carcinégeno 1,2-
Dimetilhidracina dihidroclorato (1,2-DMH), se incorporé en la dieta de los animales
harina de nopal (0.58 g/Kg de peso) deshidratado 4 semanas antes, 8 semanas
durante y 9 semanas después del tratamiento con el carcinégeno.
En la Figura 7 se muestra la ganancia de peso expresado en gramos de cada uno
de los grupos de estudio utilizados durante las 21 semanas del experimento. El
registro de peso corporal se realiz6 semanalmente usando el promedio de peso
corporal de los grupos de estudio. El incremento de peso antes de la administracion
de la 1,2-DMH presento un comportamiento similar entre todos los grupos de
estudio.
A partir de la semana 15 (dos semanas después de la induccién de la 1,2-DMH) se
present6é una disminucion significativa (p<0.05) del peso corporal de los animales
tratados con 1,2-DMH, comparando con el grupo Nopal-DMH.
Al término del estudio, el peso corporal fue el siguiente: el grupo control negativo de
417.1 + 9.5 g, para el grupo Nopal-DMH de 431. 3 + 8.4 g y para el grupo DMH
(control positivo) fue de 356.8 + 15.2 g.
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Figura 7. Ganancia de peso de ratas Sprague-Dawley tratadas con nopal (0.58 g/Kg
de peso) incorporado en la dieta y el carcinégeno 1,2-DMH. Los valores
representan la media + SEM. Grupo control negativo (n=5), grupo DMH (n=10) y el
grupo Nopal-DMH (n=12).

La flecha ( ¢) indica la primera administracion del carcinégeno 1,2-DMH.

La flecha ( v ) indica la Gltima administracién del carcinégeno 1,2-DMH.

VI. 3 indice de sobrevivencia de ratas tratadas con 1,2-DMH y nopal

Para evaluar el efecto del cladodio de nopal sobre la mortalidad de los animales de
estudio, se registr6 diariamente el nimero de muertes de cada uno de los
tratamientos.

El grupo de animales tratados con nopal presento mayor porcentaje de
sobrevivencia (100%), comparado con el control positivo que presento una menor
sobrevivencia (83%); en la semana 21 se registraron 2 muertes en este grupo, el
cual estaba conformado por 12 animales. Utilizando la prueba de Tablas de
Contingencia no se encontr6 diferencia estadistica significativa (p=0.159) entre

estos grupos de estudio.
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VI. 4 Clasificacion de lesiones de ratas tratadas con 1,2-DMH y nopal
En el andlisis macroscopico del intestino grueso se observaron lesiones con
diferentes caracteristicas en cuanto a tamario, aspecto de la mucosa y elevacién,
las cuales nos permitié definirlas y clasificarlas en placa y pélipo.
En el Cuadro 2 se observa el niumero de tumor exofitico y endofitico, asi como el

numero de placas encontradas en cada uno de los grupos de estudio.

Cuadro 2. Numero de lesiones tumorales encontradas en ratas Sprague-Dawley
tratadas con nopal y el carcinégeno 1,2-DMH.

Niumero de lesiones tumorales
Grupo No. De
Experimental Ratas Tumor Exofitico || Tumor Endofitico || Placa
Control 5 0 2 2
DMH 10 2 13 4
Nopal-DMH 12 1 9 9

Utilizando la prueba Tablas de contingencia, no se presenté diferencia estadistica
significativa entre estos grupos de estudio con una P=0.47.

Las placas presentaron una superficie relativamente plana, ligeramente por encima

del nivel de la mucosa (Figura 8). El volumen de esta placa oscildé entre 0.2 a 4.5

cm?,

Figura 8. Placa localizada en la zona distal del intestino
grueso de una rata Sprague-Dawley tratada con 1,2-
DMH. En la parte central de la figura se observa una
placa, ésta tiene una superficie plana que se encuentra
ligeramente por encima de la mucosa.
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Dentro de los pélipos encontramos a los denominados endofiticos y exofiticos. Los
polipos endofiticos presentaron un margen elevado en forma de meseta, con un
diametro en su superficie menor que el de la unién a la mucosa (Figura 9a). El
volumen de estas lesiones oscil6 entre 10.0 y 180.5 cm’.

En la Figura 9b se observa un polipo exofitico, los cuales son tumores usualmente
polipoides protruyendo hacia la luz, que presentan un margen elevado con
cavitacion central y una masa subyacente lobulada que generalmente distiende la

serosa subyacente.

a) b)

Figura 9. Pélipos localizados en la zona proximal del intestino grueso de
rata Sprague-Dawley tratadas con el carcinégeno 1,2-DMH. La figura a)
muestra un pélipo endofitico, es un pdlipo en forma de meseta o
ulcerativo con tendencia ligera o nula a abultar hacia la luz. En la figura
b) se observa un polipo exofitico, son tumores usualmente polipoides
protruyendo hacia la luz, que presentan un margen elevado con
cavitacion central y una masa subyacente lobulada que generalmente
distiende la serosa subyacente.
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VL5 Incidencia de lesiones de animales tratados con 1,2-DMH y nopal
La incidencia es el porcentaje de animales que presentaron placas o pélipos del
total de animales en cada grupo.
En la Figura 10 se observa que el grupo Nopal-DMH presenta una mayor incidencia
de placa (58%), comparado con el grupo positivo (30%).
En cuanto al ndmero de polipos, el grupo DMH present6 una incidencia del 90%;
mientras que la incorporacién de nopal en la dieta la disminuy6 en un 7% este
parametro. Esto nos indica que el tratamiento con nopal disminuye el nimero de
animales que presentaron estas lesiones. Sin embargo no hay diferencia
estadistica significativa entre estos grupos aplicando la prueba de Tablas de
contingencia.

-
® Control Negativo 1
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B Nopal-DMH |
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Figura 10. Efecto del tratamiento con nopal (0.58 g/kg de peso) sobre la Incidencia

de placas y poélipos en el colon de ratas Sprague-Dawley tratadas con el
carcinégeno 1,2-DMH.
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V1.6 Numero promedio de placas y polipos de animales tratados con nopal y
1,2-DMH

El numero promedio de lesiones es el promedio de placa o p6lipo por rata del total
de animales en el grupo de estudio, este parametro nos permite evaluar el efecto
del tratamiento por grupo, ya que se consideran todos los animales que participan
en dichos tratamientos. En la Figura 11 se muestra el nimero promedio de placas y
polipos, observandose que en el grupo Nopal-DMH el nimero promedio de placa
fue de 0.83, mientras que en el control positivo tuvo un promedio de 0.40, estos
resultados no muestran diferencia estadistica significativa. EI nimero promedio de
polipos por rata fue de 1.5 para el control positivo, mientras que, para el grupo
Nopal-DMH fue de 0.83, sin embargo, no muestra diferencia estadistica significativa

entre estos grupos.
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180 M Nopal-DMH

1.60 -

1.40
1.20
1.00
0.80

Ndmero Promedio

0.60
0.40

0.20

Placa Pélipo

Figura 11. Efecto del tratamiento con nopal (0.58 g/kg de peso) sobre el promedio
de placa y pdlipo en el colon de ratas Sprague-Dawley tratadas con el carcinégeno
1,2-DMH. Los valores representan la media + SEM. Grupo control negativo (n=5),
grupo DMH (n=10) y el grupo Nopal-DMH (n=12). Las letras a y b indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05) para las placas, mediante la prueba de Tukey-
Kramer HSD, ¢ y d indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) para los
polipos, mediante la prueba de Tukey-Kramer HSD.
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V1.7 Multiplicidad de lesiones de animales tratados con nopal y 1,2-DMH

La multiplicidad de placa y polipo es el nimero de placas o polipos encontrados
entre el total de los animales con placas y polipos, este parametro nos ayuda a
evaluar el efecto del cladodio de nopal solamente sobre los animales que
presentaron lesiones.

En la Figura 12 se muestra la multiplicidad de placa y pdlipo para cada uno de los
grupos de estudio. La multiplicidad de placa para el control positivo fue de 1.33 y
para el grupo Nopal-DMH de 1.37. En el grupo control positivo la multiplicidad de
polipo fue mayor (1.7) comparado con el grupo Nopal-DMH (1.0), presentando

diferencia estadistica significativa entre estos grupos de estudio.
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Figura 12. Efecto del tratamiento con nopal (0.58 g/kg de peso) sobre la
multiplicidad de placa y pélipo en el colon de ratas Sprague-Dawley tratadas con el
carcinogeno 1,2-DMH. Los valores representan la media + SEM. Grupo control
negativo (n=5), grupo DMH (n=10) y el grupo Nopal-DMH (n=12). Las letrasay b
indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) para las placas, mediante la
prueba de Tukey-Kramer HSD, c y d indican diferencia estadistica significativa
(p<0.05) para los polipos, mediante la prueba de Tukey-Kramer HSD.
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V1.8 Distribucion de placas y pélipos en los animales tratados con nopal y 1,2-
DMH

A lo largo del colon existen zonas que son mas susceptibles a la formacion de
placas y polipos, por lo tanto es importante tomar en cuenta la distribucién de estas
lesiones tumorales. Para evaluar el desarrollo de placas y poélipos a lo largo del
colon, éste se dividié en dos zonas: proximal y distal.
En la Figura 13 se observa que la mayor parte de placas estan localizadas en la
zona distal, donde el control positivo presenta una incidencia del 75% y el grupo
Nopal-DMH del 82%. Utilizando la prueba de Tablas de Contingencia, no se

presento diferencia estadistica significativa entre estos grupos de estudio con una

P=0.721.
90 - B Proximal
B Distal
9
w
(%)
o
o
o
T
8
Q
c
o
8
Q
=
Control Negativo DMH Nopal-DMH
Grupo Experimental

Figura 13. Efecto del tratamiento con nopal (0.58 g/kg de peso) sobre el porcentaje
de distribucién de placas en la zona proximal y distal del colon de ratas Sprague-
Dawley tratadas el carcinégeno 1,2-DMH.
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En la Figura 14 se observa la distribucion de pélipos en la zona proximal y distal del
colon. El efecto de inhibicién producido por el nopal se observé en la region distal,
ya que en esta zona no se presentd ningn pélipo comparado con el grupo tratado
con 1,2-DMH (control positivo), el cual mostré un 40% de polipos en esta region y
60 % en la zona proximal, presentando una diferencia estadistica significativa (P =
0.046) entre estos grupos de estudio, utilizando la prueba de Tablas de

Contingencia.
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Figura 14. Efecto del tratamiento con nopal (0.58 g/kg de peso) sobre el porcentaje
de distribucién de pélipos en la zona proximal y distal del colon de ratas Sprague-
Dawley tratadas con el carcinégeno 1,2-DMH.

V1.9 Tamario de polipos de animales tratados con nopal y 1,2-DMH
Se registr6 el volumen en cm?® de pélipos encontrados para cada uno de los grupos
de estudio. Para poder determinar el volumen de pélipos se midi6 el ancho, longitud

y altura de cada lesion tumoral.
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En la Figura 15 se muestra el volumen de pdlipos en cm? (agrupado en intervalos).
El tamario de pélipos fue muy similar entre el grupo Nopal-DMH y el grupo DMH en
todos los intervalos a diferencia del tltimo intervalo (>200), en el cual el grupo DMH
fue el Unico que presento pélipo en este intervalo. Utilizando la prueba de tablas de
Contingencia, no se encontré diferencia estadistica significativa (p = 0.689) entre
estos grupos de estudio.
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Figura 15. Efecto del tratamiento con nopal (0.58 g/kg de peso) sobre el volumen
de polipos en el colon de ratas Sprague-Dawley tratadas con el carcinégeno 1,2-
DMH.

VI.10 Determinacion de pH del contenido cecal de animales tratados con nopal
y 1,2-DMH
Los ambientes alcalinos en las heces permiten altas concentraciones de acidos
biliares libres y de ofros agentes potencialmente carcinogénicos. ElI pH basico
puede afectar la solubilidad de los acidos biliares y de los carcinégenos y hacerlos
mas dafiinos para el DNA de las células de la mucosa colénica (Andoh y col., 2003;
Lupton, 2004).
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En el cancer colorectal se encuentra frecuentemente valores altos de pH en heces.
El mecanismo de accidn de la fibra soluble, en mayor proporcién que la insoluble,
esta relacionada con el pH cecal, por lo tanto, este parametro es muy importante ya
que nos permite evaluar el efecto de la fibra del cladodio de nopal incluido en la
dieta durante este proceso carcinogénico.

En el Cuadro 3 se muestra el pH del contenido cecal para cada una de los grupos
de estudio, observandose que el pH cecal presenté una disminucién significativa
(p< 0.05) en el grupo nopal-DMH (8.4 + 0.06), con respecto al control positivo (pH
8.9 £ 0.08).

Cuadro 3. Valores de pH de contenido cecal de ratas Sprague-
Dawley tratadas con nopal (0.58 g/Kg de peso) y el carcinégeno

1,2-DMH.
Grupo Experimental pH cecal
Control 741012 a
DMH 89+0.08b
Nopal-DMH 84+0.06c

Las letra a, b y ¢ indica diferencia estadistica significativa
(p<0.05), empleando la prueba de Dunnett.
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VIl. DISCUSION

El cancer de colon es una de las neoplasias mas comunes en los paises del primer
mundo. El desarrollo de esta patologia es el resultado de asociacién poco definida
entre factores ambientales y genéticos. Se ha estimado que el 35% de todos los
canceres son atribuibles a la dieta y que del 50-79% del cancer de colon puede

prevenirse con una alimentacion adecuada (AGA, 2000).

En los ultimos afios se ha insistido en aumentar la cantidad de fibra en nuestra
dieta. Sin embargo, las fuentes de fibra son muy diversas, por lo que no siempre
resultan efectivos para el efecto esperado. Los efectos fisiolégicos de Ia fibra, tales
como el incremento en el peso, su efecto de saciedad y su efecto variable en el
riesgo de cancer de colon, y su disminucién en i{a disponibilidad biol6gica de
nutrimentos, depende de gran medida de las propiedades fisicoquimicas de la fibra
dietética; por ello el conocimiento de estas propiedades nos permite anticipar, con
una precision aceptable, su efecto en el organismo (Park y col., 2000; Garcia y col.,
2001).

El nopal es una cactacea que contiene una elevada cantidad de fibra soluble e
insoluble. En este estudio se encontré que el nopal (70-80 g de peso del cladodio)
deshidratado contiene una concentracién de la fraccién soluble del 24% y un 30%
de fraccion insoluble. Los valores reportados por otros autores varian con los
determinados en este estudio, ya que la composicion quimica del nopal depende de
varios factores tanto genéticos como ambientales (Rosado y Diaz, 1995; Granados
y col., 1997).

En el presente estudio se evalué la capacidad quimioprotectora de cladodios de
nopal sobre la ganancia de peso y sobrevivencia. Se observé que antes de la
administracion de la 1,2-DMH, el incremento de peso presentd un comportamiento
similar entre todos los grupos de estudio, sin embargo, a partir de la semana 15 (2
semanas después del tratamiento con 1,2-DMH) se presentdé una disminucion del
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peso corporal Unicamente en los animales tratados con 1,2-DMH (control positivo).
El grupo de animales tratados con nopal presentd mayor porcentaje de

sobrevivencia comparado con el control positivo.

Diferentes estudios epidemiolégicos han constatado que la obesidad se asocia con
una menor ingesta de fibra dietética (Ludwig y col., 1999; Kromhout y col., 2001).
Un estudio realizado por Bueno y col. (1981) demostr6 que Ja adicién de fibras con
una alta capacidad de retencion de agua, producian un retraso en el vaciamiento
gastrico, lo cual puede prolongar el efecto de saciedad y, por lo tanto, disminuir el
peso corporal. Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que, a diferencia
de lo esperado, el nopal consumido (0.58 g/kg de peso) no tiene la propiedad de
disminuir el peso corporal en ratas en la concentracién utilizada en este
experimento. Una posible explicacién para la ganancia de peso de los animales
tratados con nopal podria ser atribuida a que los animales presentaron menos dafio
en el intestino comparado con el grupo DMH vy, por lo tanto, mejor absorcién de

nutrientes.

Los animales tratados con Nopal-DMH presentaron mas lesiones tempranas
(placas) que lesiones tardias (pélipos). En base a estos resultados se sugiere que
la accién de cladodio de nopal no consiste en inhibir el proceso de iniciacion, si no
que su accion es detener dicho proceso, permitiendo Unicamente la formacion de
pequenas lesiones tumorales (placas), cuya incidencia fue mayor en el grupo
Nopal-DMH.

Estudios realizados por otros investigadores han demostrado un efecto protector
elevado o moderado de la fibra dietética o alimentos ricos en fibra contra el cancer
de colon (Okazaki y col.,, 2002; Jonson y col., 2006). Esto concuerda con los
resultados obtenidos en el presente estudio, ya que la incorporacién de nopal en la
dieta disminuyé la incidencia, el nimero promedio y la multiplicidad de pdlipos en

comparacion con el control positivo.
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La proteccién del nopal pudiera estar relacionada con su contenido de fibra. Se ha
propuesto que los mecanismos por los que la fibra dietética puede proteger contra
el cancer de colon son; a) la fibra, al incrementar el bolo intestinal y acelerar el
transito, evita un menor contacto de agentes carcinogénicos con la mucosa
colénica; b) la fibra se une a diferentes mutagenos y los elimina (Smith y col.,
1981), aunque esta accion dependeria del tipo y cantidad de fibra que se consuma,
¢) la accion de la fibra sobre los acidos biliares, la unién con las sales biliares evita
su degradacion y desconjugaciéon en el colon, disminuyendo la trasformacién de
acidos biliares primarios en secundarios (Germany, 2003); d) aumento de la
microflora intestinal, la cual da lugar a la produccién de acidos grasos de cadena
corta, con lo que disminuye el pH cecal y, por consiguiente, se produce una
inhibicién de las enzimas bacterianas implicadas en el metabolismo de las sales
biliares (7-a-deshidroxilasa) o bien de aquellas enzimas implicadas en el
metabolismo de carcinégenos (3-glucoronidasa, nitrorreductasa o azoreductasas)
(Walke y col., 1986; Reddy y col., 1992; Lupton, 2004).

La formacién de butirato tras la fermentacion de la fibra soluble esta implicada en la
apoptosis celular, en la inhibicibn de la desacetilaciébn de las histonas y
favoreciendo el acceso del ADN a controlar factores de la expresion de diferentes

genes implicados en la carcinogénesis (Toscani y col., 1988; Hague y col., 1993).

Para este estudio, el colon fue dividido en 2 zonas: la proximal y la distal; con la
finalidad de determinar en que parte del colon se desarrollaron mas lesiones, la
mayor cantidad de placas se encuentran localizadas en la zona distal mientras que
la mayor cantidad de poélipos se encuentran localizados en la zona proximal. Este
comportamiento posiblemente se debe a la accién del butirato ya que en este
estudio se encontré que el pH cecal presenté una disminucion estadisticamente
significativa en el grupo Nopal-DMH, con respecto al grupo DMH. Esto concuerda
con los resultados obtenidos en un estudio realizado con ratas en el que una dieta
rica en fibra soluble e insoluble redujo el pH cecal (Okazaki y col., 2002; Jeon y col.,
2005; Johnson y col., 2006). Esto sugiere que la fermentacion por la flora
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bacteriana colonica de fibra, especialmente la soluble, contenida en el nopal
provoca un aumento de la produccion de &acidos grasos de cadena corta,
especiaimente de butirato, el cual reduce el pH cecal y, por lo tanto, el ambiente no
permiten altas concentraciones de 4acidos biliares y de otros agentes
potencialmente carcinégenos (Walke, 1986; Andoh y col., 2003; Lupton, 2004).

Estudios in vitro como in vivo han demostrado que el acido butirico, un acido graso
de cadena corta derivado de la fermentacion de la fibra dietética en el colon, tiene
los efectos mas importantes sobre las células epiteliales colénicas. El butirato
bloquea la proliferacion celular neoplasica al modificar la expresion de algunos de
estos genes implicados en el proceso de transmisién de sefales (Sonoyama y col.,
2003; Marchisone, 2005).

40



VIil. CONCLUSIONES

El consumo de nopal a una concentracion de 0.58 g/kg de peso disminuye el
desarrollo del cancer de colon en ratas tratadas con 1,2-DMH y esto correlaciona
con un decremento en el pH cecal, dicho efecto podria ser atribuido al proceso de

fermentacion de la fibra contenida en el cladodio de nopal.

El nopal es una fuente importante de compuestos que pueden producir efectos

benéficos a la salud.
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X. ANEXO

» Preparacion de la dieta
Para la preparacién de la dieta se tomo en cuenta el consumo per capita:
14,796 g de Nopal........... 365 dias
X 1 dia
X=40.53 g de Nopal al dia para una persona de 70 Kg

En base a estos datos se determino la cantidad de nopal que consumira una rata al

dia, relacionado tendremos que:

40.53 gde nopal ........... 70000 g de una persona
X 300 g de peso de una rata
X=0.1737

La dieta se preparo diariamente y para determinar la cantidad de nopal que se
incorporo a la croqueta molida se utilizo el peso promedio de los animales.

» Preparacién de la 1,2-Dimetithidracina dihidroclorato (1,2-DMH)
Se pesaron 400 mg de 1,2-DMH que fueron diluidos en 100 ml de agua tipo HPLC
con 37 mg de EDTA (como agente estabilizante) y 0.9 % de NaCl, ajustando el pH
a 6.5 con NaOH. Por cada 100 g de peso del animal se inyectaron 0.525 ml de la

solucién.
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