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Introducciéon

I
El yogur es uno de los alimentos mas antiguos producidos por el hombre. Nadie
sabe con certeza cuanto tiempo ha estado el yogur entre nosotros, pero la mayoria de los
historiadores sitan su descubrimiento entre 9000 y 6000 afios AC. La evidencia sugiere
que en el afio 9000 AC el hombre del Neolitico en Asia Central tenfa ganado doméstico,
caballos y camellos, y que consumian su leche. Se supone que el descubrimiento del yogur
pudo haber sido accidental, un error del hombre primitivo tratando de conservar la leche
en un clima calido. Asi fue descubierto el proceso de fermentacién y el yogur no soélo
sobrevivié hasta los tiempos modernos, sino que se extendié por todo el mundo.

Una teorfa del descubrimiento del yogur es que el hombre primitivo almacenaba la
leche en los intestinos de los animales. Las enzimas que estaban presentes en los intestinos
podrian haber comenzado el proceso de fermentacion inicial. Otra teorfa indica que,
cuando se sacrificaban animales, los hombres observaban que la leche que éstos habian
consumido cambiaba su estado y se dispuso a crear una leche fermentada
intencionalmente. Cualquiera sea la verdadera historia detras de su descubrimiento, el yogur
se extendié desde Asia Central hasta el Medio Oriente y Europa y luego a todo el mundo.

El yogur aparece en muchos textos antiguos, incluyendo las antiguas escrituras
indias Ayurveda, los textos biblicos e histéricos de Plinio, Herodoto, Homero y Galeno.
En Génesis 18:8, Abraham pudo haber servido yogur y leche a sus invitados: “Entonces él
tomo cuajada, leche y el becerro que habia preparado, y lo puso delante de ellos. Y estuvo
con ellos debajo del arbol mientras comian.”

Se cree que el gran guerrero mongol Genghis Khan consumia leche de yegua
fermentada, denominada &uwzis. Mongoles de todos los niveles sociales lo bebian, pero era
de particular importancia para los guerreros, pues se crefa que no solo los mantenia
saludables, sino que los hacia mas valientes ante sus enemigos.

Existe registro historico que en el siglo XVI un médico turco salvo la vida del rey
Francisco I, tratindolo con yogur elaborado con leche de cabra. El rey habia estado
sufriendo algun tipo de enfermedad intestinal que ningin medicamento parecia curar. Esta
cura maravillosa trajo un nuevo repunte de la popularidad del yogur como un alimento
saludable, aunque nadie sabia cémo actuaba sobre el organismo.

Mientras el yogur continué con su popularidad, tanto por su sabor unico y
supuestos beneficios, no fue hasta principios del siglo XX que éstos ultimos comenzaron a
estudiarse. Un cientifico ruso llamado Elie Metchnikoff estudié los beneficios para la
salud de la leche fermentada en el pueblo de Bulgaria; determiné que las bacterias en los

productos lacteos cultivados como el yogur ayudan a reducir la cantidad de


http://www.indepthinfo.com/historical-figures/herodotus.htm
http://www.indepthinfo.com/articles/pliny-the-elder.htm
http://www.indepthinfo.com/history-ancient/neolithic-age.htm
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microorganismos nocivos en el intestino, llegando a escribir un libro, La prolongacion de la
vida: Estudios de una filosofia optimista.

En los dltimos afios se han publicado numerosos estudios sobre los efectos
beneficiosos del yogur y de las cepas bacterianas utilizadas en la producciéon del mismo.
Estas bacterias productoras de acido lactico incluyen cepas de Lactobacillus y Streptococcus.
Los efectos del yogur y las bacterias lacticas (BL) en la salud gastrointestinal han sido
investigados en modelos animales y ocasionalmente en humanos. Algunos estudios
emplean yogur, especies individuales de BL o ambos, mostrando beneficios promisorios en
la salud para algunas patologias gastrointestinales como la intolerancia a la lactosa, la
constipacion, las diarreas, el cancer de colon, la enfermedad inflamatoria intestinal, la
infeccion por Helicobacter pylor: y las alergias. Los pacientes con alguna de estas patologias se
verfan beneficiados por el consumo de yogur. Estos beneficios estarfan relacionados con la
microbiota y el transito intestinal, y el mejoramiento de la respuesta inmune innata y
adaptativa (1).

Ciertas especies bacterianas usadas en la producciéon de yogur y seleccionadas de la
microbiota intestinal tienen propiedades antipatogénicas y antiinflamatorias. Estos
microorganismos estan involucrados con una resistencia mejorada a la colonizacién del
intestino por bacterias patégenas, lo que ha llevado a la introduccién de nuevas terapias y
profilaxis basadas en el consumo de monocultivos y cultivos mixtos de microorganismos
vivos denominados probidticos. La Organizaciéon de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO, Food and Agriculture Organization) define a los
probidticos como microorganismos vivos que cuando son administrados a un huésped en
cantidades adecuadas le confieren beneficios para la salud mas alla de los inherentes a la
nutricion (2).

El yogur es el alimento mas conocido que contiene probidticos. El Codigo
Alimentario Argentino lo define en su articulo 576 - (Res. MSyAS N° 295, 14.04.99) como
“el producto incluido en la definicién 1.1. cuya fermentacién se realiza con cultivos
protosimbidticos de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus salivarius subsp.
termophilus a los que en forma complementaria pueden acompafar otras bacterias acido-
lacticas que, por su actividad, contribuyen a la determinacion de las caracteristicas del
producto terminado.”

En el apartado 1.1 define a las leches fermentadas como “productos, adicionados o
no de otras sustancias alimenticias, obtenidos por coagulaciéon y disminucién del pH de la

leche o leche reconstituida, adicionada o no de otros productos lacteos, por fermentacion
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lactica mediante la accién de cultivos de microorganismos especificos. Estos
microorganismos especificos deben ser viables, activos y abundantes en el producto final
durante su periodo de validez.”

Numerosos estudios sugieren efectos terapéuticos beneficiosos de las BL sobre la
salud. Sin embargo, los resultados han sido inconsistentes, tal vez debido a diferencias en
las cepas de BL, las vias de administracion, y los procedimientos de investigacion utilizados
en estos estudios.

La composiciéon de nutrientes del yogur se basa en la composicién de nutrientes de
la leche de la que se deriva. Otras variables que juegan un rol durante el procesamiento de
la leche, incluyendo la temperatura, la duracién de la exposicion al calor, la exposicion a la
luz y las condiciones de almacenamiento, también afectan el valor nutritivo del producto
final. Ademas, los cambios en los componentes de la leche que se producen durante la
fermentacion lactica influyen en el valor nutricional del producto acabado. La composicién
final nutricional del yogur también se ve afectada por las especies y cepas de bacterias
utilizadas en la fermentacion, el origen y tipo de solidos de leche, que se pueden afiadir

antes de la fermentacion, y la temperatura y la duraciéon del proceso de fermentacion (1).

Beneficios potenciales del yogur sobre la funcion intestinal y la salud.

Microbiota intestinal: los lactobacilos forman parte de la biota microbiana del
intestino delgado y grueso. La capacidad de la microbiota intestinal no patégena, como las
BL, para asociarse y unirse al borde en cepillo intestinal es un atributo importante de las
bacterias probidticas que impide el acceso a la mucosa gastrointestinal de los agentes
patégenos perjudiciales (3). Para tener un efecto, las BL deben adaptarse al ambiente
intestinal del huésped y ser capaces de sobrevivir en el tracto intestinal (4-7). La
supervivencia de las BL es influenciada por el pH gastrico asi como por la exposicion a las
enzimas digestivas y sales biliares (0), y es diferente en las distintas especies (7).

Comparando cuatro cepas de bifidobacterias (B. znfantis, B. bifidum, B. adolescentis. y
B. longum) se observé que B. longum fue el mas resistente a los efectos del acido gastrico (8).
Bifidobacterinm animalis resulté tener una alta tasa de supervivencia durante el transito
intestinal en humanos (9).

El efecto del consumo de yogur fermentado con S. thermophilus, L. bulgaricus y L.
case; sobre la microbiota fecal de nifios sanos de entre 10-18 meses fue estudiado por

Guerin-Danan y col. (10). Observaron un mayor numero de nifios con Lactobacillus en la
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materia fecal después de la ingesta de yogur, mientras que no se vieron afectados el
numero total de anaerobios, Bifidobacterium, Bacteroides y enterobacterias. En un grupo de
pacientes ancianos con gastritis atréofica e hipoclorhidria, Lactobacillus gasseri sobrevivid al
paso por el tracto gastrointestinal, pero no se recuperaron S. thermophilus 'y L. bulgaricus (7).
También se ha demostrado que Bifidobacterinm sp. sobrevive al paso por el tracto
gastrointestinal, detectindose concentraciones fecales hasta 8 dias luego de la ingesta (11).

Otro factor importante que limita la supervivencia de los lactobacilos en el tracto
gastrointestinal superior es la capacidad inherente de adherirse a las células epiteliales (6).
Con el uso de microscopia electronica de barrido, Planta y Conway (12) estudiaron 16
cepas de Lactobacillus por su capacidad para asociarse con las placas de Peyer y los tejidos
linfoides intestinales en ratones. Dos de las 16 cepas investigadas, L. acidophilus y L.
bulgaricus, son de interés porque estan relacionadas con el yogur. Se encontrd, tanto i vitro
como en modelos 7z vivo utilizando ratones BLB/c, que L. bulgaricus no se asocia con las
placas de Peyer o el tejido linfoide asociado a mucosa. L. acidophilus tenia un bajo grado de
asociacion con las placas de Peyer y ninguna asociacién con el tejido linfoide de las
vellosidades intestinales. Sin embargo, los autores afirman que las cepas de Lactobacillus
probados mostraron altas tasas de supervivencia cuando se administraron por via oral.

También se ha descrito la capacidad de LB para disminuir la invasion
gastrointestinal por bacterias patégenas (3,13). Bernet y col. (3) reportaron una relacion
dosis-dependiente de L. acidophilus mediada por la inhibicién de la adhesion de Escherichia
coli enteropatogenas y Salmonella typhimurium a las células Caco-2. Ademas, L. acidophilus
inhibe la entrada de E. coli, S. typhimurium y Yersinia psendotuberculosis en esta linea celular. En
otro informe, los mismos autores describieron efectos inhibitorios similares en dos cepas
de Bifidobacterium, B. breve y B. infantis (13). Ademas, es posible que la capacidad de las BL
para competir con patdégenos por la adhesion a la pared intestinal esté influenciada por la
fluidez de la membrana. Esta posibilidad fue sugerida por estudios que indican que el tipo y
cantidades de 4cidos grasos poliinsaturados en el medio extracelular influirfan en las
propiedades adhesivas de las BL al epitelio (14, 15).

Respuesta inmune asociada a mucosa: el tejido linfoide de la mucosa del tracto
gastrointestinal desempefia un papel importante como primera linea de defensa contra los
patégenos ingeridos. Las interacciones de las B con el revestimiento de la mucosa epitelial
del tracto gastrointestinal, as{ como con las células linfoides que residen en el intestino, se
han sugerido como los mecanismos mds importantes por los cuales las BL. mejoran la

funcién inmune en el intestino. Se han identificado varios factores que contribuyen a las



Introducciéon

I
actividades inmunomoduladoras y antimicrobianas de las BL, incluyendo la produccién de
pH bajo, acidos organicos, diéxido de carbono, peréxido de hidrégeno, bacteriocinas,
etanol y diacetilo, el agotamiento de los nutrientes y la competencia por el espacio
disponible (2, 16, 17).

El tracto gastrointestinal posee un complejo sistema inmunolégico. El sitio
principal del sistema inmune en el intestino se conoce como tejido linfoide asociado a
mucosa, que se puede dividir en sitios inductivos y efectores. En el intestino delgado, los
sitios inductivos estan en las placas de Peyer, que consisten en grandes foliculos linfoides.
El componente efector mas definido del sistema inmune adaptativo es la inmunoglobulina
A secretora (IgA-S.) La IgA-S es la inmunoglobulina principal de la respuesta inmune
humoral, que junto con la respuesta innata proporciona protecciéon contra los antigenos
microbianos en la superficie de la mucosa intestinal (18). En los individuos sanos, la IgA-S
inhibe la colonizaciéon del intestino por bacterias patégenas, asi como la penetracion de la
mucosa por antigenos. Al menos el 80% de todas las células plasmaticas del cuerpo, fuente
de IgA-S, se encuentran en la lamina propia intestinal a lo largo del intestino delgado. La
IgA es la inmunoglobulina mas abundantemente producida en el cuerpo humano. La
produccion de IgA-S intestinal requiere la presencia de la microbiota comensal (19), lo que
indica que la produccién de IgA-S intestinal es inducida en respuesta a la estimulacién
antigénica. Aun no esta claro, sin embargo, como los linfocitos B de la limina propia se
activan para convertirse en células plasmaticas secretoras de IgA o como la microbiota
intestinal influye en este proceso. La mayoria de los estudios sobre el efecto de la leche
fermentada o de BL especificas sobre la funciéon inmune intestinal se han centrado en sus
efectos adyuvantes en el intestino.

También se ha estudiado la capacidad de las BL para modular la concentracién de
IgA en el intestino. La administracion oral de L. acidophilus, L. casei y la alimentacién con
yogur incrementa tanto la produccién de IgA como el nimero de células IgA secretoras en
el intestino delgado de ratones de manera dosis-dependiente (16). De forma similar, un
informe de Puri y col. (20) indicé que las concentraciones séricas de IgA inducidas por .
typhimurinm fueron significativamente mayores en los ratones alimentados con yogur
durante un periodo de 4 semanas que en los ratones de control alimentados con leche. Este
informe sugiere que la IgA secretada por las células B intestinales entra en la circulacion y
aumenta la concentracion de IgA en el suero. Asi, el efecto sobre la produccién de IgA
debido a la ingesta de yogur puede darse a nivel intestinal y sistémico. El mismo estudio

demostré también que en los ratones alimentados con yogur, los linfocitos tuvieron una
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mayor respuesta proliferativa inducida por mitégenos en el intestino frente a S. #yphimurium
que los del grupo control.

En un estudio realizado en humanos, Link-Amster y col. (21) demostraron que el
titulo de IgA especifica anti-S. #yphinurium fue 4 veces mayor en los sujetos alimentados con
leche fermentada con L. acidophilus que en los sujetos del control alimentados con dieta sin
leche fermentada. Las concentraciones totales de IgA-S también aumentaron en los sujetos
que consumieron leche fermentada.

Los macréfagos juegan un rol importante en la respuesta inmune innata en el
intestino y representan una de las primeras lineas de defensa inespecifica contra la invasion
bacteriana. Perdigén y col. estudiaron los efectos sobre los mecanismos de defensa
especificos e inespecificos de la alimentacion con leche fermentada con L. casei o L.
acidophilus o ambos en ratones suizos (22). Demostraron que la alimentacién con estas BL.
durante 8 dias aumento la actividad fagocitica de los macréfagos peritoneales 7 vitro e in
vivo y la produccion de anticuerpos. La activacion del sistema inmune se inicié el dia 3,
alcanzé un maximo en el dia 5, y disminuy6 ligeramente en el dia 8 de alimentacién. La
actividad fagocitica fue impulsada aun mas en los ratones que recibieron una sola dosis de
leche fermentada en el dfa 11 de la alimentacion.

La modulacién de la produccion de citoquinas por el yogur y las BL ha sido objeto

de varios estudios. Ademas de la interleuquina-13 (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral O
(TNF a), que son producidos principalmente por los macroéfagos, los linfocitos T son la
fuente de la mayorfa de las citoquinas investigadas en dichos informes. Las células T son
clasificadas en dos categorias, linfocitos T colaboradores tipo 1 (Thl) y tipo 2 (Th2).
Cuando son activadas, estas células producen dos patrones de citoquinas (23). Las células
Th1 son las principales productoras de interferon-y (IFN-y) e IL-2, y las células Th2
producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Las citoquinas Th1 impulsan la inmunidad mediada por
células, y las citoquinas Th2 aumentan la inmunidad humoral. El IFN-y juega un papel
critico en la inducciéon de otras citoquinas, en la mediacion de los macréfagos y la
activacion de células natural killer (NK).

Varios informes indican que el consumo de yogur o la ingesta de BL. modulan la
produccion de vatias citoquinas, como IL-1[3, IL-6, I1.-10, IL.-12, IFN-y, y TNF-« (24-27).
Ademas, la produccién de IFN-y en un cultivo 7 vitro utilizando linfocitos humanos fue
mayor en presencia de BL (L. bulgaricus y S. thermophilus) que en aquellos sin BL (28). El
yogur con L. bulgaricus y S. thermophilus vivos, también aument6 el IFN-y producido por

células T purificadas de adultos jovenes después de 4 meses de alimentacion (20).
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No han sido investigados los efectos del consumo de yogur en la modulacién de la
produccién de citoquinas en el tracto gastrointestinal humano. Estos estudios, aunque
factibles con el uso de muestras de biopsias de intestino de sujetos sanos (29), son dificiles
de llevar a cabo.

A pesar de que las citoquinas juegan un papel en la regulacién de diversas funciones
inmunoldgicas, algunas de ellas, por ejemplo, la IL-18, IL-6 y TNF-«, han recibido mas
atencion que otras, ya que tradicionalmente han sido clasificadas como proinflamatorias vy,
como tales se sabe que estan asociadas con enfermedades inflamatorias como la
enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa (30). Otra variada familia de moduladores
inmunes que juegan un papel importante en la salud del tracto gastrointestinal son las
quimioquinas y sus receptores (31). En la actualidad, se han publicado pocos datos sobre el
efecto del yogur o de sus componentes en la modulacién de quimioquinas en el tracto
gastrointestinal. Wallace y col. (32) investigaron los efectos de diferentes cepas de
Lactobacillus sobre la produccién de quimioquinas por la linea celular HT-29 de epitelio
intestinal. Las tres especies de BL investigadas, L. acidophilus, L. rhamnosus, y L. delbrueckit,
tuvieron efectos supresores sobre la producciéon de dos quimioquinas, RANTES (un
miembro de la superfamilia de la IL-8) e IL-8, por células HT-29 activadas. Como en el
caso de las citoquinas proinflamatorias, estas quimioquinas son necesarias para la funcién
inmune normal. Sin embargo, una alta producciéon de estas quimioquinas durante una

condicion inflamatoria se cree que exacerba la respuesta inflamatoria.

Efecto probidtico y de las leches fermentadas: yogur y enfermedades del aparato

digestivo

Intolerancia y mala digestion de lactosa

Ia deficiencia de lactasa en los adultos es la mas comun de las deficiencias de
enzimas conocidas. Mas de la mitad de la poblacién adulta mundial es intolerante a la
lactosa. En términos de desarrollo, esto no necesariamente es considerado anormal, porque
los seres humanos son los tnicos mamiferos en los que se sostiene la actividad de la lactasa
en el intestino delgado después del destete. En el caso de la mala digestion, la lactosa no
digerida permanece en el lumen intestinal, y a medida que alcanza el colon, es fermentada
por las bacterias. Los subproductos de este proceso incluyen acidos grasos de cadena corta

tales como lactato, butirato, acetato y propionato. Estos acidos grasos se asocian con
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electrolitos y conducen a una carga osmotica que puede inducir diarrea. Ademas, la
fermentacion de la lactosa por las bacterias del colon produce metano, hidrégeno y diéxido
de carbono. Estos pueden permanecer en la luz pero finalmente seran excretados en forma
de gases o por difusion a la circulacion seran exhalados por los pulmones. El hidrégeno
exhalado después de una carga de lactosa ha sido utilizado como un indicador indirecto,
pero medible, de la mala digestion de lactosa. Otras fuentes de fibra dietética e hidratos de
carbono no absorbidos pueden servir como sustratos para la fermentacién en el colon lo
que se traduce en un aumento de la produccion de hidrégeno.

La incapacidad para digerir la lactosa varfa ampliamente entre las distintas
poblaciones (33, 34). En los Estados Unidos, la prevalencia de intolerancia a la lactosa
primaria en adultos es del 53% entre los estadounidenses de origen mexicano, 75% entre
los afroamericanos, y el 15% entre los blancos. La prevalencia entre los adultos de América
del Sur y Africa es mayor del 50% y en algunos paises asiaticos se acerca al 100%. La
intolerancia a la lactosa varfa mucho en los paises europeos, con una prevalencia de
alrededor del 2% en adultos escandinavos a aproximadamente el 70% entre los adultos del
sur de Italia (34).

La mala digestion de lactosa puede desarrollarse secundaria a la inflamacién o como
resultado de la pérdida funcional de la mucosa intestinal (35), lo que puede ser resultado de
condiciones tales como la enfermedad de Crohn, la enfermedad celiaca o las infecciones
bacterianas y parasitarias. Ademas, la mala digestién de lactosa puede desarrollarse como
consecuencia de la desnutricién severa. El trastorno se expresa clinicamente con calambres
abdominales, diarrea y flatulencia después de la ingestion de leche. Sin embargo, la mayoria
de las personas con intolerancia a la lactosa pueden soportar pequefias cantidades (2-10 g)
de lactosa en una comida sin presentar sintomas (35).

Es bien sabido que, para muchas personas intolerantes a la lactosa, los productos
lacteos fermentados son mejor aceptados que aquellos sin fermentar. Puede haber mas de
una razon para esto. Durante la fermentacién de la leche, la lactosa es parcialmente
hidrolizada, lo que se traduce en un menor contenido de lactosa en el yogur que en la leche
(36). Sin embargo, esta reduccion de lactosa puede no ser significativa, debido a que los
s6lidos de la leche se afladen normalmente durante el procesamiento. La mayor tolerancia a
la lactosa del yogur respecto de la leche entre sujetos intolerantes puede ser debido a la
actividad de la lactasa endogena de los microorganismos del yogur (37, 38, 39). Kolars y
col. (38) utilizaron una serie de pruebas de hidrégeno en el aliento, asf como una evaluacién

subjetiva para determinar si los sujetos que fueron identificados como intolerantes a la



Introducciéon

I
lactosa digerfan y absorbian la lactosa mejor en el yogur que en la leche. El area bajo la
curva de hidrégeno fue menor después del consumo de yogur que después del consumo de
leche o lactosa en agua, lo que indica una mejor digestién y absorciéon de la lactosa del
yogur. La valoracion subjetiva por los sujetos en el estudio de Kolars también indico que la
lactosa en el yogur fue mejor tolerada que la misma cantidad de lactosa en leche o en agua.
Utilizando mediciones de hidrégeno en el aliento, Savaiano y col. (39) investigaron los
efectos de tres variedades de productos lacteos cultivados en la digestion de lactosa por
individuos con deficiencia de lactasa 9. Cuando se compararon el yogur, la leche cultivada y
la leche acidificada dulce, se vio que el yogur tuvo el efecto mas beneficioso sobre la
digestion de la lactosa. La actividad de la lactasa y el nimero de BL sobrevivientes se
reducen significativamente cuando el yogur es pasteurizado.

LLa actividad enzimatica de la lactasa es generalmente estable en respuesta a factores
ambientales. Por ejemplo, se demostré que la actividad de la lactasa del yogur se conservo e
incluso aumenté cuando el yogur se sometié a un entorno que simulaba la temperatura y
los valores de pH bajos del intestino (38). Segun lo sugerido por los autores, este estudio
apoya la idea de que la lactosa del yogur es hidrolizada una vez que esta en el yeyuno. Otros
estudios informaron que la actividad de la lactasa es menos estable en respuesta al medio
ambiente acido. Pochart y col. (40) reportaron que la actividad de la lactasa en el yogur se
redujo en mas de un 80% a un pH de 5,0 en un modelo i vitro.

Sin embargo, el calentamiento del yogur disminuye significativamente la actividad
de la lactasa, lo que indica que el yogur que ha sido tratado con calor no es tan beneficioso
para las personas con intolerancia a la lactosa, sino el yogur que contiene cultivos vivos y
activos. Este yogur es mejor para los individuos con malabsorcion de lactosa que las leches
fermentadas tratadas con calor (41). Durante el proceso de fermentacion, la cantidad de
lactosa presente en el yogur se reduce. El contenido de lactosa también varfa con la
duraciéon de almacenamiento después de la fermentacion. Ademas, la actividad de la lactasa
bacteriana se corresponde con el tiempo de supervivencia de los lactobacilos después de la
ingestion. La digestion mejorada de lactosa se explica en parte por la mejor actividad de la
lactasa después de la ingestion de yogur y en parte por otras funciones enzimaticas, tales
como la actividad del sistema de transporte de lactosa (permeasa) que permite su entrada a
la bacteria probiotica (42, 43). Por otra parte, estudios en animales han sugerido que las BL.
pueden inducir la actividad de lactasa de las células epiteliales intestinales (44).

Un estudio realizado por Martini y col. (45) sustenta la mediacién microbiana de la

actividad de la lactasa en el tracto gastrointestinal. Estos autores demostraron que la
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actividad de la lactasa en el yogur se mantuvo estable a un pH de 4.0, pero que la
disrupcion de la célula microbiana resulta en la pérdida del 80% de la actividad enzimatica y
un aumento del doble en la malabsorcién de lactosa en un grupo de pacientes con mala
digestion de lactosa.

Aunque se les reconoce a los organismos vivos del yogur la actividad de la lactasa
funcional y la contribucién a la digestion de la lactosa, su supervivencia en el tracto
gastrointestinal es corta. En promedio, un nimero significativo sobrevive menos de una
hora después de la ingestion (38, 41). A pesar de este tiempo de supervivencia un poco
limitado, el efecto beneficioso de las BL en la digestién de la lactosa en los individuos que

sufren de intolerancia a la lactosa es ahora ampliamente aceptada.

Las enfermedades diarreicas

La diarrea es un problema comun entre los nifios de todo el mundo que contribuye
sustancialmente a las visitas médicas y hospitalizaciones pediatricas (46). Desde principios
del siglo XX, se ha planteado la hipdtesis de que cultivos de bacterias vivas, tales como los
utilizados para la fermentaciéon de productos lacteos, pueden ofrecer beneficios en la
prevencion y tratamiento de la diarrea (47).

La diarrea aguda es una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad
en los paises en desarrollo. Por esta causa mueren mas de 2 millones de personas en el
mundo por afio, la mayoria nifios, debido a una alta susceptibilidad y mayor exposicién a
los agentes causales. La infecciéon entérica puede ser atribuida a distintos agentes
infecciosos y la epidemiologia depende del huésped, estacion del afio, exposicion, etc. El
agua contaminada es un reservorio y fuente importante de agentes causales de diarrea en
los pafses en desarrollo (48). En el mundo mas de 1.100 millones de personas no tiene
acceso a fuentes de agua segura y 2.400 millones no tienen servicios sanitarios basicos (49).
En Argentina mas de 8 millones (23%) de habitantes no tienen red de agua potable,
mientras que mas de 21 millones (57,5%) no cuentan con desagties cloacales (50). Existen
también otras fuentes de infecciéon y vias de transmision asociadas a la diseminacién de los
enteropatogenos, incluyendo el consumo de otros alimentos contaminados ademas del
agua y la transmision persona a persona. El tratamiento de rehidratacion en la diarrea grave
se debe instaurar rapidamente, pero en ciertas ocasiones se necesita ademas terapia

antimicrobiana por la gravedad de la enfermedad o el riesgo de complicaciones (51).
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Un metaanalisis de Van Neil y col. (52) encontré que el tratamiento con cepas de
Lactobacillus ofrece un medio seguro y eficaz para el tratamiento de la diarrea infecciosa
aguda en nifos. Tanto la duracién como la frecuencia de episodios de diarrea se redujeron
en comparaciéon con los de los sujetos del grupo control. El beneficio de la terapia con
Lactobacillus se observa en enfermedades diarreicas causadas por varios patégenos. En un
estudio doble ciego, controlado con placebo, se examiné el efecto de B. bifidum y S.
thermophilus en la prevencion de la aparicion de la diarrea viral aguda en neonatos (53). Los
nifios que recibieron terapia bacteriana desarrollaron menos diarreas por rotavirus que el de
los lactantes alimentados con la férmula control. La evidencia del efecto beneficioso de las
BL sobre la aparicion de diarrea de origen bacteriano es mas contradictorio, ya que existen
reportes beneficios (54, 55) y sin efectos (56, 57) al respecto.

Varios estudios han investigado los efectos de bacterias probioticas en la diarrea
asociada con el uso de antibidticos. L.a causa mas probable de este tipo de diarrea es la
influencia negativa de los antibiéticos sobre la biota indigena de los intestinos (58). La
mayoria de los casos de diarrea asociada a antibiéticos son leves, y terminan poco después
de que la terapia se interrumpe. Un tipo menos comun pero mas grave de la diarrea
asociada a antibioticos se debe al crecimiento excesivo de especies bacterianas patdgenas,
tales como Clostridium difficile que esta asociada con la colitis pseudomembranosa (59).

Un metaanalisis evalud la capacidad de las diferentes especies de BL probidticas
para prevenir la diarrea asociada a antibidticos (60). De los 9 estudios que se incluyeron en
el andlisis, cuatro utilizaron cepas de Lactobacilos o una combinacion de Lactobacilos y
Bifidobacterias (61-64). De estos 4 estudios, dos mostraron un beneficio significativo del uso
de probidticos en comparaciéon con el placebo (63, 64). Los autores concluyeron que las
bacterias probidticas suministradas en capsulas o como yogur pueden ser utiles en la
prevencién de diarrea asociada al uso de antibidticos.

Los mecanismos por los que las BL pueden proporcionar un efecto beneficioso
contra algunos tipos de diarreas son desconocidos. Se ha sugerido que el efecto beneficioso
puede provenir de la capacidad de las BL para restablecer la microbiota intestinal, para
aumentar la barrera intestinal compitiendo con las bacterias patégenas por la adhesion a los

enterocitos o para aumentar la respuesta de la IgA a los patogenos.
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Enfermedad inflamatoria intestinal

Enfermedad inflamatoria intestinal (EII) es un término usado para algunas
enfermedades crénicas autoinmunes del tracto intestinal. Estas enfermedades crénicas son
la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, que tienen sintomas similares, pero que
afectan el tracto digestivo de maneras muy diferentes (30). La colitis ulcerosa consiste en la
inflamacion del colon y el recto pero no del tracto gastrointestinal superior, mientras que la
enfermedad de Crohn puede afectar a la parte superior del tracto digestivo y por lo tanto
puede llevar a una mala absorciéon de macronutrientes y micronutrientes. Las etiologfas de
estas enfermedades son desconocidas, pero los estudios sugieren que la microbiota
intestinal juega un rol patogénico fundamental (65). Esta idea es apoyada por los modelos
animales de la enfermedad de Crohn, en los que la presencia de la microbiota intestinal es
absolutamente necesaria para el desarrollo de la enfermedad.

Las citoquinas proinflamatorias, particularmente el TNF-a, también han sido
reconocidas en la patogénesis de la enfermedad de Crohn. Sin embargo, pese a las
esperanzas, los resultados de los estudios que utilizan antagonistas del TNF-a fueron
decepcionantes, y hubo algunos casos de complicaciones graves (66). No obstante, la
reduccion de la produccion, el efecto del TNF-o o ambos en los pacientes con enfermedad
de Crohn se consideran beneficiosos. Bourrel y col (27) informaron que la expresion y
liberaciéon de TNF-o por los linfocitos intraepiteliales se reduce cuando se co-cultiva la
mucosa intestinal inflaimada de pacientes con enfermedad de Crohn, en presencia de L.
caser y L. bulgaricns. Normalmente, una mucosa sana proporciona una primera linea de
defensa tanto contra la microbiota intestinal como contra los patégenos invasores. Se ha
sugerido que las proporciones de la diferente microbiota intestinal se alteran en los
pacientes con EIL. Por ejemplo, se han demostrado concentraciones mas bajas de
Lactobacillus en las muestras de biopsias de colon y menores concentraciones fecales de
Lactobacillus y Bifidobacterim en los pacientes con enfermedad de Crohn que en sujetos
sanos (67). Esta alteraciéon en la biota intestinal puede aumentar la oportunidad para la
colonizacion por patdgenos y provocar una respuesta proinflamatoria posterior.

En el caso de la Ell, una inmunidad de mucosa defectuosa permite una mayor
captacion de antigenos y mediadores proinflamatorios procedentes de bacterias del lumen.
Se ha reportado que los pacientes con EII ven disminuida la proteccién de la mucosa como
resultado de cambios en la composicion y el grosor de la mucosa y alteraciones en el estado

de glicosilacion de las glicoproteinas del epitelio (68). Estos cambios en la mucosa intestinal
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también se asocian con disminucién de la actividad de IgA y aumento de IgG intestinal,
que coincide con un estado reducido de proteccién y una condiciéon proinflamatoria. Con la
barrera debilitada y el aumento de la adherencia de bacterias patégenas a la mucosa, resulta
una inflamacién sostenida, que conduce a un mayor dafio a la mucosa intestinal. En los
ultimos afos, las terapias inmunosupresoras e inmunomoduladores se han vuelto cada vez
mas frecuente en el tratamiento de estas condiciones, tales como los esteroides que se
utilizan desde la década del ‘60. Aunque eficaz, estos tipos de farmacos puede aumentar la
prevalencia de infecciones oportunistas, asi como la gravedad de cualquier infeccion
subyacente que pueda estar presente (69). Otros efectos secundarios de estos tratamientos
pueden incluir la hepatotoxicidad, fibrosis, linfoma y la supresiéon patolégica de la médula
Osea.

El papel beneficioso de la microbiota intestinal en la prevencién de la inflamacion
intestinal se investigh mediante el uso de ratones knockout (IL-10"/ ) (70, 71). Estos
ratones IL-10 deficientes desarrollan espontaneamente ileocolitis con muchas similitudes
con la enfermedad de Crohn en humanos. Ademas, los ratones afectados responden
favorablemente a los farmacos inmunosupresores o inmunomoduladores que son similares
a los utilizados para tratar humanos con EII. La actividad inmunomoduladora de la IL-10
se ha estudiado ampliamente. Es ya bien establecido que la IL-10 desempefa un rol
inhibitorio en la regulacion de la sintesis de citoquinas inflamatorias y en la presentacién de
antigenos. Asi, se ha sugerido a la IL.-10 como un inmunomodulador para el tratamiento de
la enfermedad de Crohn.

Madsen y col. (70) encontraron que los ratones I1-10"/ - tenfan aumentada la
adherencia de las bacterias a la mucosa del colon lo que precedié al desarrollo de la colitis.
Esto ocurri6 en paralelo a la disminucién del namero de Lactobacillus en el lumen intestinal.
Cuando las concentraciones de Lactobacillus en el lumen intestinal se restablecen la colitis se
atenua.

Otro beneficio de las BL en la enfermedad de Crohn puede ser debido a la
estimulacién de la respuesta de IgA. Un informe de Malin y col. (72) sugiere que la
bacterioterapia oral con L. casez puede restaurar la respuesta inmune antigeno-especifica de
IgA en las personas con enfermedad de Crohn. En un estudio anterior (73), la
administracion oral de L. casei a los pacientes con gastroenteritis viral promovio la respuesta
mediada por IgA a antigenos especificos y acorto el periodo de diarrea del paciente.

A pesar de la evidencia experimental que indica que existen efectos beneficiosos de

las BL en la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, el mecanismo exacto por el cual las
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especies de BL antagonizan la progresién de estas enfermedades es poco conocida. La
etiologia exacta de la EIl también es desconocida, pero es probable que, en personas
susceptibles, la EII resulta de una respuesta inflamatoria continua, que puede deberse a un
defecto tanto en la regulaciéon de la respuesta proinflamatoria de la mucosa como en la
funcién del epitelio intestinal. En la actualidad, la evidencia sugiere que el yogur y las BL
tienen modestos beneficios clinicos y son seguros para su uso en pacientes con estas
patologias. Se requieren estudios adicionales para determinar si el yogur es beneficioso
como profilactico o un régimen terapéutico para la ElIl, o ambos, y para establecer con

exactitud qué mecanismos estan implicados.

Helicobacter pylori

Han pasado so6lo 30 afios desde que fue descubierto Helicobacter pylori, una bacteria
Gram negativa, en forma de espiral que se encuentra en la mucosa gastrica, adherida al
epitelio de revestimiento del estobmago (74). La ureasa permite que H. pylori sobreviva al
neutralizar el medio 4cido gastrico (75). H. pylori produce catalasa, que actuaria en la
proteccioén contra los radicales libres liberados por los leucocitos activados. La infeccion

por H. pylori se asocia con una infiltracién masiva de neutréfilos en la pared gastrica, la

produccién local de IFN-Y, con citoquinas proinflamatorias, como TNF-o, IL-13 e IL-6 y
con la quimioquina IL-8.

Se sabe actualmente que la infeccién por H. pylori juega un rol en la dlcera péptica,
la gastritis croénica, el adenocarcinoma gastrico y el linfoma relacionado al tejido linfoide
asociado a mucosa. La asociacion entre la dlcera duodenal y H. pylors también esta bien
documentada; la infeccion por H. pylori se presenta en mas del 90% de los pacientes con
ulcera duodenal (76). El tratamiento de esta infeccién implica el uso de inhibidores de la
bomba de protones, en combinacién con antibiéticos. Sin embargo, el uso de antibiticos
para el tratamiento de la infeccion por H. pylori ha sido asociada con efectos adversos y con
frecuencia conduce a la aparicién de resistencia.

Varios estudios 7 vitro y en animales han demostrado reduccion de la viabilidad de
H. pylori y de la adherencia a las células epiteliales intestinales humanas después del
tratamiento con diversas cepas de Lactobacillus (77). En una serie de ensayos zz vitro, Midolo
y col. (78) mostraron que el crecimiento de H. pylori fue inhibido por el acido lactico,
independientemente del pH. También encontraron que 6 cepas de L. acidophilus y L. casei

inhibieron el crecimiento de H. pylori, mientras que B. bifidus y L. bulgaricus no lo hicieron.
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El efecto inhibidor se correlacionada con las concentraciones de acido lactico producido
por las BL examinadas. En otro estudio, Coconnier y col. (79) informaron que los medios
adicionados con L. acidophilus redujeron la wviabilidad in wvitro de H. pylori,
independientemente de las concentraciones de acido lactico. Ademas disminuye la adhesion
de H. pylori a células mucosecretantes HT-29. Varios estudios 7 vitro se llevaron a cabo para
determinar si los efectos de las BL en la supervivencia de H. pylori son debidos al acido
lactico o a otros productos antibacterianos, tales como las bacteriocinas. De todas las
bacteriocinas testeadas, la lacticina producida por Lactococcus lactis ha mostrado la mayor
actividad cuando se usa contra varias cepas de H. pylorz (80).

Estudios prometedores sobre los efectos inhibitorios de las BL en la supervivencia
de H. pylori in vitro se extendieron a estudios 7 vivo utilizando pacientes humanos. Armuzzi
y col (81) informaron que, cuando 120 sujetos asintomaticos que fueron positivos para H.
Pylori recibieron un suplemento de L. case; GG durante un periodo de 14 dias, ademas de un
régimen estandar de una semana de tratamiento con antibidticos, la erradicaciéon de H.
Pylori fue mas rapida que en los sujetos control.

Aunque han sido reportados resultados positivos, los efectos de las BL en la
infeccién por H. pylori en humanos siguen siendo ambiguos. Por ejemplo, L. acidophilus y L.
gasseri disminuyen la infecciéon por H. pylorz, como lo indica la reduccion de los valores de
[PC] urea en la prueba del aliento (82, 83), y la terapia con L. acidophilus ha demostrado
reducir la inflamacién de la mucosa gastrica (82). Sin embargo, las biopsias gastricas no
mostraron la erradicacion de H. pylori. Del mismo modo, Cats y col. (84) informaron que se
necesita de L. casei viable para inhibir el crecimiento de H. pylori in vitro, pero soélo se
observé una ligera tendencia significativa hacia un efecto supresor iz vivo de la leche

suplementada con L. case:.

Las reacciones alérgicas

Ha sido de interés el estudio de los efectos del yogur y las BL sobre las reacciones
alérgicas en el tracto gastrointestinal (85, 86). El retraso en el desarrollo de Bifidobacterias y
Lactobacilos en la microbiota intestinal es un hallazgo general en nifios con estas reacciones
(85). Isolauri (87) informé datos que sugieren que Lactobacilius GG puede utilizarse para
prevenir alergias a alimentos.

El tratamiento térmico se ha sugerido como una forma de reducir la capacidad de

las proteinas de la leche para causar reacciones alérgicas, lo que harfa de la leche una fuente
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mas adecuada de proteina para las personas con una sensibilizacién inmunolégica a la
proteina de leche de vaca (88). Sin embargo, Kirjavainen y col. (86) utilizaron un ensayo
clinico aleatorizado doble ciego para investigar los efectos de L. rhammnosus GG, inactivado
por calor y viable, en lactantes con dermatitis atopica y alergia a la leche de vaca. La
férmula de leche suplementada con L. rhammnosus GG viable, pero no la inactivada por calor,
mejord significativamente la dermatitis atopica y los sintomas subjetivos de la alergia a la
leche de vaca en los sujetos en comparaciéon con el grupo control. Estos resultados
sugieren que, en personas con alergia a la leche vacuna, la presencia de BL viables puede
proporcionar beneficios que compensen los posibles efectos perjudiciales que las proteinas
sin desnaturalizar de la leche pueden tener en la alergia. Ademas, la respuesta inmunolégica
a proteinas de la leche nativas puede diferir de la de proteinas de la leche desnaturalizadas
por el calor. Un estudio reciente, utilizando un modelo en ratas, mostré6 que la -
lactoglobulina desnaturalizada por calor indujo una respuesta inflamatoria local de mucosa,
mientras que la B-lactoglobulina nativa indujo una respuesta sistémica mediada por IgE
(89). Es probable que la desnaturalizaciéon por calor resulte en cambios conformacionales
que exponen y/u ocultan epitopes y conducen a la activacién de diferentes subpoblaciones
de células del sistema inmune y por lo tanto a los distintos resultados finales.

Aun no se conocen los mecanismos de los efectos protectores de las BL en las
reacciones alérgicas. Una respuesta proinflamatoria en la mucosa intestinal que es inducida
por alergenos alimentarios puede alterar la funcién de barrera del intestino. Es posible que
las BL. puedan prevenir las reacciones alérgicas por tener un efecto protector sobre la
funcién de la barrera intestinal, aunque el mecanismo de dicho efecto no ha sido
determinado. También es posible un vinculo mas directo entre la funcién del GALT vy las
respuestas alérgicas. Uno de los mecanismos primarios de activacién de la supresion celular
de los eventos pro-inflamatorios en el intestino, después de la activacion antigeno-
especifica, es la secrecion de citoquinas supresoras, como TGF-8 e IL-10. El TGF-8 es
producido por los linfocitos CD4 * y CD8 * derivados de las células T del GALT y es un
importante mediador en la supresion activa de la tolerancia oral. Ademas, el cambio de
isotipo de inmunoglobulina de IgM a IgE mediado por IL-4 y la degranulacion de
mastocitos dependiente de IgE, estan involucrados en la patogénesis de la alergia a los
alimentos relacionados con enteropatia (90).

Las BL del yogur mejoran la produccién de IFN-y (26, 91), que actda para inhibir el
cambio de isotipo a IgE. La reaccién de hipersensibilidad mediada por IgE, también

conocida como alergia tipo I, es disparada por el entrecruzamiento de antigenos con

17



Introducciéon

I
anticuerpos IgE que estan unidos a los receptores Fc en las células cebadas. Se informé que
L. casei inhibe la produccién de IgE inducida por antigenos en esplenocitos de ratén (92).
Ademas, las BL inducen la produccién de la citoquina inmunosupresora IL-10 (24).

Una combinacién de los efectos de mejorifa y represivos es el mecanismo mas
probable por el que las BL pueden tener su accion. Sin embargo, las formas en que las BL u
otros componentes del yogur influencian la producciéon de estas citoquinas
inmunorreguladoras en el intestino ain no se han dilucidado, asi como tampoco los

posibles mecanismos de protecciéon mediados por las BL.

El cancer de colon.

Segun el Instituto Nacional del Cancer, en los Estados Unidos el cancer de colon es
el segundo mas diagnosticado entre las mujeres y los hombres (93). El cancer de colon es la
segunda causa mas comun de muerte por cancer. Para 2012 el nimero estimado de casos
nuevos serfa de 103.170 para colon y 40.290 para recto y las defunciones para ambos se
estiman en 51.690 (www.cancer.gov).

En Argentina es el tercer cancer mas frecuente tanto en hombres como en mujeres

(Figuras 1y 2).
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Figura 1: tasa de incidencia y mortalidad por cancer estandarizadas por edad para hombres.

Fuente: GLOBOCAN 2012, Agencia Internacional para la Investigacion sobre el cancer.
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Figura 2: tasa de incidencia y mortalidad por cancer estandarizadas por edad para mujeres.

Fuente: GLOBOCAN 2012, Agencia Internacional para la Investigacién sobre el cancer.

Los factores de riesgo para el cancer colorrectal incluyen tanto factores genéticos
como ambientales, y varios informes han sugerido que las interacciones entre los factores
dietéticos, el epitelio del colon y la biota intestinal son fundamentales para su desarrollo.

En los ultimos afios se le ha dado mas atencion al papel de la dieta en la etiologia
del cancer. Aunque la relacién entre el cancer de colon y los componentes de ciertos
alimentos, tales como la fibra y la grasa, generd el mayor interés, también se estudié la
posibilidad de que productos lacteos fermentados pueden proteger contra la formacién de
tumores en el colon. La evidencia epidemioldgica sugiere una correlacion negativa entre la
incidencia de ciertos tipos de cancer, incluyendo cancer de colon, y la ingesta de productos
lacteos fermentados (24). Ademas, los productos lacteos fermentados o las bacterias
utilizadas para la fermentacion de la leche han mostrado tener efecto sobre el cancer de
colon y ciertos otros tumores en modelos murinos de carcinogénesis (95-98). Sin embargo,
algunos estudios en animales que investigaron el efecto de diversas cepas de BL sobre la
carcinogénesis colonica, mostraron resultados inconsistentes.

Wollowski y col. (98) investigaron el efecto protector de varias cepas de BL,
tradicionalmente utilizadas para la fermentacién de leche, en la carcinogénesis colonica en

ratas inducida por 1,2-dimetilhidrazina (DMH). El tratamiento oral con L. bulgaricus durante
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4 dfas protegié contra los dafios al ADN inducidos por la DMH en el colon. En contraste,
no hubo un efecto protector cuando se suministrd S. thermophilus. Los autores no describen
los mecanismos de proteccion de L. bulgaricus, pero especulan que podrian deberse al efecto
de los tioles en los productos de degradacion de proteinas que resultan de la actividad
proteolitica de L. bulgaricus.

En un estudio previo con un modelo similar de cancer de colon inducido con
DMH en ratas, Shackelford y col. (97) en contraste con los resultados de Wollowski et al
(98), encontraron que la leche fermentada con L. bulgaricus no redujo el nimero de ratas
que desarrollaron tumores de colon, mientras que S. thermophilus si lo hizo (27). En un
estudio con azoximetano para inducir focos de criptas aberrantes en el colon de ratas, no se
observaron efectos significativos, ya sea con B. longum o L. casei (99). Estos autores, sin
embargo, observaron un efecto protector de L. acidophilus e inulina, pero sélo cuando se
incremento el contenido total de grasa de la dieta.

Utilizando un cultivo celular de carcinoma de colon, Ganjam y col. (100) aislaron
una fraccion del yogur que disminufa la proliferaciéon celular, pero ésta no se vio afectada
en respuesta a una fraccion de la leche aislada de manera similar o frente al acido lactico.

La elevada actividad de varias enzimas bacterianas fecales, algunas de las cuales
estan involucradas en el metabolismo de los nitratos genotéxicos, se asocié con un mayor
riesgo de cancer de colon (101, 102). La actividad de estas enzimas puede ser alterada por la
dieta o la ingesta de antibidticos (103). L. acidophilus (104) y L. Gasseri (7) mostraron una
reduccion de la actividad enzimatica de nitroreductasa, azorreductasa, y 3-glucuronidasa en
las heces en seres humanos, con una reduccién de un 50% a 75% durante un periodo de
ingesta de lactobacilos. Del mismo modo, Guerin-Danan y col. (10) informé que los bebés,
de 10 a 18 meses, de edad alimentados con yogures fermentados con S. thermophilus, L.
bulgaricus, y L. casei tuvieron menor actividad de -glucuronidasa fecal que un grupo similar
de nifos alimentados con leche.

El mecanismo por el cual las BL pueden tener un efecto sobre la carcinogénesis de
colon es actualmente desconocido. Algunos de los mecanismos que pueden estar
implicados incluyen la mejora de la respuesta inmune local del huésped, la supresion de las
bacterias nocivas, el secuestro de potenciales mutagenos, la produccién de compuestos
antimutagénicos, la reducciéon del pH en el colon, y la alteracién de otras condiciones
fisiolégicas (105). Ademas, Pedrosa y col (7) demostraron que la alimentacién con yogur o
Lactobacillus reduce las enzimas que convierten procarcindgenos en carcindgenos, tales

como la azorreductasa y la nitroreductasa.
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La investigacion respecto del rol de la dieta en el proceso del cancer es muy extensa.

A medida que avanzan los estudios va quedando claro que la nutricién juega un rol muy
importante en el desarrollo del cancer. Se estima que un 30 a 40% de los tumores podrian
prevenirse con dietas apropiadas, actividad fisica y el mantenimiento de un peso corporal

adecuado.

Carcinogénesis coldnica.

En las dltimas décadas hemos sido testigos de la evolucién del modelo genético de
desarrollo y progresion del cancer, al punto que actualmente se acepta que es en gran parte
una enfermedad genética. Esto incluye los factores genéticos hereditarios que influencian la
predisposicion al cancer y los blancos genéticos de la progresion que confieren la capacidad
de crecimiento anémalo a las células neoplasicas.

El cancer colorrectal ha sido el paradigma en el cual se basaron muchas de las
teorfas basadas en la genética del cancer. Esto se debi6 a diferentes razones. Primero, el
cancer colorrectal es el tercero mas prevalente en Norteamérica. Segundo, la mayoria de
estos tumores son precedidos por una lesion claramente identificable, el adenoma. Tercero,
las neoplasias colorrectales estan casi siempre disponibles para ser estudiadas porque la
cirugia es el primer tratamiento. Y cuarto, el desarrollo del cancer colorrectal comprende
una variedad de sindromes genéticos, la mayorfa de los cuales han sido bien caracterizados
(1006).

El primer paso en el desarrollo genético de la mayoria de los tumores colorrectales
es la mutacion del gen APC (adenomatous polyposis coli), mientras que la mutacién del
gen TP53 serfa un evento tardio (107).

El gen supresor de tumores APC fue identificado como el causante de la
adenomatosis poliposa colénica familiar (FAP). APC tiene varias funciones, pero la que se
relaciona con el desarrollo de tumores es la que controla la via de sefializacion Wnt a través
de la regulacion de los niveles de B-catenina (108, 109).

La via de Wnt fue implicada en la carcinogénesis hace ya 30 afios en experimentos
llevados a cabo en ratones. Se identificé un sitio comun de integracioén viral en tumores
mamarios de ratén inducidos por virus (MMTYV) (110). El sitio de integracién estaba en el
promotor de un gen que se llamo In#-1 y resultaba en el aumento de la produccion de la
proteina Inz-71 (111, 112). La expresion forzada de esta proteina en ratones transgénicos

causaba el desarrollo de tumores mamarios, confirmando su rol en la tumorigénesis (113).
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Int-1 resultd ser ortdlogo del gen Wingless (W) de Drosophila y se combinaron los términos
para producir el nombre Wnt para el gen de mamiferos y sus paralogos (114, 115).

La familia de genes WNT comprende al menos 19 miembros que muestran cierto
grado de variacion en su secuencia, pero todos tienen unos 23-24 residuos de cisteina con
un espaciamiento altamente conservado (116, 117). Las proteinas Wnt son pequefias
glicoproteinas de secreciéon modificadas por lipidos (39-46 kD) que juegan un rol clave
tanto en la embriogénesis como en tejidos maduros. Durante el desarrollo embriolégico,
estas proteinas intervienen en el control de la proliferacion celular y el destino de las células
madre. En tejidos maduros, estan involucradas en la renovacion de las células madre y en el
mantenimiento del tejido (118).

Las proteinas Wnt son ligandos para la familia de receptores de siete dominios
transmembrana Frizzled (Fz). Se conocen diez miembros de esta familia caracterizados por
la presencia de dominios ricos en cisteinas. Cuando Wnt se une al receptor Fz puede
activar una de tres vias diferentes (119):

a. La via clasica, que resulta en estabilizaciéon y aumento de la actividad

transcripcional de [-catenina.

b. La via Wnt/PCP (planar cell polarity)

c. La via Wnt/calcio

Cada una de estas vias, aunque distintas, parecen ser iniciadas en el citoplasma por
la proteina Dishevelled (120) y la respuesta final dependeria del contexto celular del
momento.

La via clasica es la mas relevante en el desarrollo del cancer y tiene un estado de
actividad “On” y otro “Off”. Estos estados son mantenidos por moléculas que actian
como ligandos “On” u “Off” y el desarrollo tumoral serfa causa de una inactivacion
inapropiada por los ligandos “Off” o una activacion inapropiada por los ligandos “On”,
que llevarian a un estado “On” constante.

Estado “Off”. Inhibicion extracelular. Para asegurar que la via solo es activada cuando se
requiere, se han desarrollado mecanismos inhibitorios que actian a diferentes niveles. En el
medio extracelular proteinas de secrecion pueden secuestrar a Wnt de su receptor, como
ser sFRPs (proteinas de secrecion relacionadas a Fz) (121), WIF-1 (factor inhibidor de
Wnt-1), Cerberus y Coco (122).

Otra clase de inhibidor extracelular es la familia de proteinas de secreciéon Dickkopf
(Dkk) (123). Tres miembros de esta familia pueden antagonizar con Wnt (Dkk-1, -2 y —4)

inactivando los receptores de superficie LRP5 y LRPO, los que son esenciales para la

22



Introducciéon

I
activacién de la via clisica. Las Dkk forman un complejo ternario con LRP5/6 y los
receptores Kremen 1 o 2 (124), luego este complejo sufre endocitosis, removiendo los
receptores LRP5/6 de la supetficie celular.

Degradacién intracelular de p-catenina dependiente de fosforilacion. Dentro de la célula, los
mecanismos inhibitorios aseguran que los niveles de -catenina se mantengan por debajo
de los cuales ocurrirfa una actividad transcripcional aberrante. B-catenina se produce
constitutivamente y se encuentra en el citoplasma como un pool de proteina monomérica.
Los niveles de [B-catenina citoplasmatica son controlados por destruccién de la misma,
luego de su reclutamiento en un gran complejo multiproteico. La Axina 1 o 2 es la proteina
scaffold central de este complejo (125) y provee sitios de uniéon para B-catenina, APC,

GSK3p (glucogeno sintetasa kinasa 3@), CK I (casein kinasa Io) y PP2A (fosfata 2A). APC

también tiene un sitio de unién para B-catenina y PP2A, pero GSK3 tiene sitio de unién
solo para Axina y no para APC ni B-catenina (126). Cuando el complejo se forma es
estabilizado por la fosforilaciéon de APC y Axina mediada por GSK38. Con el complejo
estabilizado GSK3p fosforila el extremo N-terminal de B-catenina. (residuos treonina-41,
serina-37 y serina-33). Una vez fosforilada la B-catenina es reconocida como una proteina
que debe ser destruida por el sistema proteosémico (127). La falla en la fosforilacién de
alguno de los residuos hace que la 3-catenina no pueda ser degradada.

Degradacion intracelular de p-catenina independiente de fosforilacion. p53 induce a Siah 1 que
forma un complejo con APC, [-catenina, ubicuitina E2 y E3 lo que conduce a la
degradacion de B-catenina independiente de fosforilacion (128).

Secuestro de f-catenina en la membrana celular. Ademas de su rol como factor de
transcripcion, B-catenina esta involucrada en el control de la adhesion celular. Se puede
encontrar en las uniones adherentes del lado citoplasmatico de la membrana celular,
formando un complejo con E-cadherina y a-catenina. Asi parte del pool citoplasmatico se
dirige a la membrana celular y no esta disponible para traslocar al nicleo. Un aumento en la
expresion de E-cadherina disminuirfa los niveles citoplasmaticos de {-catenina libre,
inhibiendo la via de Wnt. Ratones transgénicos que expresan 3-catenina mutante muestran
una up-regulaciéon en la expresion de E-cadherina presumiblemente como un mecanismo
de control de los niveles citoplasmaticos de 3-catenina. (129).

Eventos nucleares en el estado “Off”. En este estado de la via clasica, B-catenina no
puede traslocar al nucleo y por lo tanto sus genes blanco no estian activados. En ausencia
de B-catenina nuclear, las proteinas LEF/TCF se encuentran en un complejo con el

represor transcripcional Groucho.
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Estado “On”. Activacion a través de proteinas Wnt. La via se inicia con la interaccién del
ligando Wnt con el receptor Fz. Sin embargo solo se activa en presencia de LRP5 o LRP6.
La formacién del complejo trimolecular tiene dos consecuencias (Figura 3). Primero,
Dishevelled es reclutada a la membrana celular y fosforilada por la CK Ie, asi forma un
complejo con Fratl y GSK38, que inhibe la actividad de esta ultima (130). Luego, facilita la
degradacién de la Axina mediada por LRP5 o LRPG. El efecto final es la desestabilizacion
del complejo responsable de la fosforilaciéon de [-catenina, la cual escapara asi a la
degradacién proteosémica, resultando en el aumento de niveles citoplasmaticos y su

traslocacion al nucleo.
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Figura 3: representacion de la via clasica de activacion de Wnt y de los mecanismos por los

cuales es regulada.

Eventos nucleares en el estado “On”. Una vez en el nucleo, B-catenina compite con
Groucho por la unién a las proteinas LEF/TCF, formando el complejo de activacion
transcripcional.

La expresion aberrante de los genes blancos de B-catenina media la transformacion
neoplasica de las células normales. La gran cantidad de genes que son desregulados causan
alteraciones en una variedad de procesos celulares.

Wt y cincer. Alrededor del 80% de los tumores colorectales tienen mutaciones en el

gen de APC y el 12% del gen para B-catenina (CTNNB1). La predominancia de las
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mutaciones de APC sobre CTNNB1 es enigmatica, ya que se requieren al menos dos
eventos mutagénicos para la pérdida completa de la actividad de APC mientras que una
unica mutacion en CTNNB1 lleva a la activacion de la B-catenina (Figura 4). De todos
modos en ratones se vio que la mutaciéon del gen de B-catenina es suficiente para el
desarrollo de adenomas (131).

Cualquiera sea el mecanismo de activacion de la via Wnt, el resultado es el
mantenimiento de un nivel elevado de B-catenina en el citoplasma y de su actividad
transcripcional. Los genes inducidos por ella no aparecen mutados y ejecutan sus funciones
normalmente pero en una situaciéon inapropiada. La expresion de los genes blanco es
descontrolada y si los mecanismos compensatorios no pueden competir con los cambios,
resulta en un desarreglo de los procesos normales que controlan el destino de la célula y

escapa al control del crecimiento.

Figura 4: Activacion de la via Wnt por mutaciones de APC o [B-catenina. La mayoria de las
mutaciones resultan en una proteina truncada en la regiéon proximal al dominio de unién a la axina, lo que

causa la desestabilizacion del complejo multiproteico y la falla en la fosforilacion de 3-catenina.

Las mutaciones de APC se han identificado en mas del 85% de los tumores
colorrectales esporadicos confirmando la importancia de esta alteracion en las neoplasias
colorrectales en general (132).

El producto del gen APC es parte de un complejo multiproteinico que se une y
regula la degradacion citoplasmatica de la proteina B-catenina. En presencia de mutaciones
de APC, B-catenina escapa a la degradacién y se une al factor Tcf4/LEF-1 activando la

transcripcion de genes nucleares. Los blancos para este complejo son c-myc, ciclina D1 y c-
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jun. Los niveles anormales de estos genes contribuyen directamente a la transformacion

neoplasica y estan involucrados en el control de la progresion del ciclo celular (133).

Modelos experimentales en cancer de colon.

En 1941, Lorenz y Stewart (134) reportaron la apariciéon de tumores intestinales en
ratones alimentados con dibenzantraceno o metilcolantreno, encontraron multiples
tumores en el intestino delgado, pero no en colon. En 1952, Walpole y col. (135) lograron
desarrollar adenocarcinomas en intestino delgado y grueso en un pequefio numero de ratas
mediante la inyeccién subcutinea de dimetilaminobifenol. Luego se demostré que otros
componentes relacionados con estos grupos de carcindgenos eran secretados activamente
en la bilis y llevados a las células epiteliales intestinales con las heces (139). Druckrey y
Lange (137) demostraron que la 1,2-dimetilhidrazina producia selectivamente tumores en el
intestino delgado y grueso en ratas inbred.

Los carcinégenos quimicos proveen un modelo 7z wvio potente, preciso y
reproducible de cancer de colon (138). En general, los procarcinégenos quimicos se activan
metabdlicamente a carcinégenos activos, los cuales son agentes alquilantes (139). Esto
ocurre en el higado y no depende de la biota intestinal, ya que los animales libres de
gérmenes también desarrollan tumores colénicos cuando se les suministra dimetilhidrazina
(DMH)) (140). El primer efecto del carcinégeno en las células del epitelio intestinal es la
metilacion del ADN (141). Los tumores en el intestino delgado se ven con menor
frecuencia debido al efecto compensatorio de la proliferacion celular, lo que atenua el dafio.
El efecto mutagénico de la DMH, azoximetano y otros agentes alquilantes ocurre
inicialmente a través de la metilaciéon de la guanina en posicion N-7 en el ADN, las
guaninas modificadas se unen a la timidina en lugar de la citosina. Estos desarreglos en los
apareamientos de las bases llevan a mutaciones durante las subsecuentes replicaciones del
ADN.

La inyeccién de DMH en dosis de 10 a 20 mg/kg de peso en ratones, ratas y
hamsters produce adenomas y adenocarcinomas en el colon (142). En cierto porcentaje de
ratas, no asi en ratones, se desarrollan adenocarcinomas en el duodeno, yeyuno proximal y
carcinomas escamosos del oido externo (143). L.a edad del animal al momento de la
inyeccion puede influir en la distribucién de los tumores (144).

Hay dos probables mecanismos para la iniciacion de la carcinogénesis. El mas

importante involucra la conversion hepatica de la DMH a azoximetano y azoximetanol, los
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que luego se conjugan con el acido glucurénico y se excretan con la bilis (145, 146). Los
glucurénidos son hidrolizados por las bacterias y metabolizados a carcinégenos activos en
la luz intestinal (147). Sin embargo, estudios realizados en aislamientos de segmentos
coloénicos, indican que la DMH y sus metabolitos pueden ser transportados a las células
epiteliales intestinales por via sanguinea sin la necesidad de la excreciéon biliar (148).
Estudios en animales libres de gérmenes, en los cuales la activacién de los carcindégenos
conjugados no sucede, también sugieren a las via sanguinea como un segundo mecanismo
para la carcinogénesis (149).

A partir de estos modelos basados en la administraciéon de agentes carcindgenos, se
han realizado considerables progresos. Ratones genéticamente modificados, como el Min
(multiple intestinal neoplasia) que lleva una mutacién en la linea germinal de APC
(adenomatous polyposis coli), han sido empleados en numerosos estudios sobre
quimioprevencion y dietas en cancer de colon. También se desarrollaron modelos de cruzas
genéticas de ratones Min con otros ratones knockout. Tanto las estrategias de prevencion
como los efectos de dietas y drogas han sido evaluadas en ambos modelos, los de
induccién por carcinégenos y los de animales genéticamente modificados. No es casual que
los efectos de la mayoria de los agentes estudiados sean exagerados en estos modelos en
comparacion con los observados en humanos. Las razones son multifactoriales e incluyen
la homogeneidad genética de los ratones comparada con la heterogeneidad de los humanos,
las diferencias fisiologicas en la motilidad intestinal, hormonas, respuesta inmune y
diferencias en los eventos genéticos somaticos durante la secuencia de focos de criptas
aberrantes a adenoma a carcinoma.

En el desarrollo futuro de estos modelos sera necesaria la combinacion de la dieta y
la manipulacién genética de roedores, asi como el uso de otros animales menos costosos
para una semejanza mas fiel de los variados factores que contribuyen a la neoplasia
colorrectal en humanos. Los estudios epidemiol6gicos y moleculares han demostrado una
gran heterogeneidad en el desarrollo del tumor en diferentes poblaciones, por lo que un
solo modelo no serfa suficiente para su estudio. (Use of animal models in colorectal cancer
prevention. Steve Gallinger, Fifth AACR International Conference on Frontiers in Cancer

Prevention Research, Nov 12-15, 20006)
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1,2 -Dimetilhidrazina dihidroclorato (1,2 - DMH)

La 1,2 -DMH es el carcinégeno intestinal mas usado. En 1967, Druckrey y col.
(150) pusieron de manifiesto que la DMH era estructuralmente semejante al compuesto
natural cicasina, describiendo que posee una especifica y real capacidad de producir
tumores de colon en diversas especies de roedores (151). La DMH es la mitad activa de la
nuez de cycad (152).

Es un compuesto de sintesis. Hoy en dfa, no se sabe que este compuesto aparezca
en la naturaleza. Es sintetizado para uso de laboratorio en cantidades limitadas. La potencia
y Organo-especificidad de los procarcindégenos quimicos vienen en gran medida
determinados por la reactividad quimica y por la capacidad de que haya suficiente cantidad
de sus formas carcinogénicas ultimas en los tejidos diana. I.a cantidad del carcindgeno final
esta en funcion de la actividad de las vias metabolicas que conducen a su formacion, de la
actividad de las vias de detoxificacion y también de las vidas medias de todas las especies
biolégicas implicadas (153). Druckrey postulé que la DMH sufre una serie de
transformaciones quimicas z vitro.

En un primer paso, la activaciéon metabdlica de la DMH implica la oxidaciéon a
azometano, un gas a temperatura corporal, que aparece en el aire espirado de las ratas
tratadas con DMH. Una oxidacién convierte al azometano en azoximetano que entonces,
mediante un proceso de N-hidroxilacién, se convierte en metilazoximetanol. El
metilazoximetanol es quimicamente inestable a temperatura corporal e i wvitro se
descompone espontaineamente en formaldehido, agua y nitrégeno. Durante esta
descomposiciéon se forma el agente alquilante metildiazonio, llamado carcinégeno final.
Este dltimo es una sustancia altamente reactiva que forma iones metil-carbono, que serfan
los responsables de las metilaciones de macromoléculas tanto 7z vivo como in vitro. La
alteracion de las propiedades de las macromoléculas criticas como ADN, ARN y otras
proteinas, por alquilaciéon y otras reacciones, es un paso esencial en la carcinogénesis
quimica.

Fiala y col. (154) corroboraron que el supuesto anterior se producia iz vivo,
midiendo la excrecién de metabolitos mediante cromatografia gaseosa y liquida de alta
presion.

Los grupos metilo de la DMH son importantes para determinar su especificidad de
accion. Reemplazando el grupo metilo por un grupo etilo da como resultado la produccién

de tumores de cerebro, bazo, timo, glandula mamaria e higado en lugar de colon (152). El
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marcado de la DMH por deuterio ocasiona un cambio en los 6rganos diana. Los resultados
indican que la ruptura del enlace C-H es cinéticamente importante en la activacion del
DMH hasta su forma carcinogénica en 6rganos diana, y que la deuteracion del sustrato
permite que un efecto isétopo pequefio se haga relativamente mas extenso (155).

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
(156). Actia modificando el genoma de la célula, ocasionando eventualmente alteraciones
del fenotipo celular, tales como pérdida de diferenciacién, invasividad o conducta
proliferativa anormal. La N-metilguanina y la O-6-metilguanina han sido aisladas del ADN
de la mucosa coldnica de ratas inyectadas con “C-DMH vy en colon de rata cultivado tras
incubaciéon con DMH marcado. Los niveles iniciales de O-6-metilguanina son mas altos en
algunos 6rganos no diana que en el colon, pero ya que la tasa de reparacion del colon es
mas lenta, el lapso de descodificacién se prolonga por mas tiempo.

La potencia y organoespecificidad de procarcindgenos quimicos estin en gran
medida determinadas por la reactividad quimica y por la capacidad de que haya suficiente
cantidad de sus formas carcinogenéticas ultimas en los tejidos diana. La cantidad del
carcindgeno final esta en funcién de la actividad de las vias metabdlicas que conducen a su
formacién, de la actividad de las vias de detoxificaciéon y también de las vidas medias

bioldgicas de las especies implicadas (153).

Organotropismo, vias de administracién y dosificacion

La via de administracion afecta al organotropismo del carcinégeno, mostrando la
importancia de los diferentes tejidos en la activacion y detoxificacion de la DMH. Las
instilaciones intracolénicas simples o multiples de DMH en ratones producen adenomas y
adenocarcinomas pulmonares, angiomas y angiosarcomas de vasos sanguineos (157) y
fibrosarcomas subcutaneos.

También se ha observado, que dosis bajas diarias de DMH en el agua de bebida
producen hemangioendoteliomas de higado, pero no tumores colénicos. Sin embargo, la
misma dosis total administrada una vez por semana produce cancer de colon en la mayoria
de las ratas.

Usualmente, la DMH se administra por via subcutanea, y en dosis que van de 7 a 21
mg/kg de 12 a 20 semanas, 6 40 a 200 mg/kg en una tnica inyeccién.

También puede administrase por via oral, en el pienso, a razén de 21

mg/kg/semana durante 12 semanas o en el agua de bebida (158).
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El 6rgano de manifestacion y la distribucion tumoral depende de la dosis del
carcindgeno. Se considera que la dosificacion éptima para la induccién selectiva de tumores
de colon es de 10 mg/kg durante 25 semanas (dosis total de 250 mg). Este tiempo de
induccion de 180-240 dias proporciona una tasa tumoral del 90%, incluso algunos autores
hablan de un 100% (159). El periodo de latencia, definido como el intervalo de tiempo
entre la primera inyecciéon de carcindgeno y la aparicién de tumores, es aproximadamente
de 6 meses a dosis de 10-20 mg/kg/semana. Con una dosificacion mas alta de DMH, la
incidencia de tumores extracolonicos aumenta. Al disminuir la dosis, aumenta el periodo de
latencia y los animales desarrollan menos tumores colénicos y extracolonicos asi como
metastasis (160).

Incluso una dosis simple de DMH producira tumores, con un periodo de latencia
estimado de 15-20 meses (161), aunque otros estudios describen una alta incidencia
tumoral con un periodo de latencia de 9 meses (162).

Los componentes de la materia fecal no son capaces de activar la DMH
administrada intrarrectalmente, ya que no aparecen tumores locales por esta via.

Sin embargo, experimentos de transposicion de colon a yeyuno y viceversa han
demostrado susceptibilidad especifica de colon, en comparacion con mucosa de intestino
delgado, en la que no aparecen tumores; a la carcinogenicidad de la DMH (163). Rubio y
col. (164) describieron que se producen tumores en los segmentos desfuncionalizados de
colon, aunque en menor proporciéon que en los segmentos funcionantes, sugiriendo que
factores enddégenos del contenido intestinal facilitan la carcinogénesis quimicamente
inducida (165).

Se ha demostrado que el trauma quirargico aumenta la carcinogénesis de colon en
la rata. Las reacciones locales vasculares e inflamatorias probablemente desempefian un
papel en este fenémeno. También se ha descripto la importancia de la técnica de sutura y
material usado (160) en la anastomosis como promotoras de carcinogénesis. Las suturas
seromusculares, que no atraviesan la mucosa del colon, inducen menor proporcion de
neoplasias perianastomoticas que las transmurales (167). Se ha descrito que tras el dafio
quirdrgico se produce proliferacion de las células de las criptas del colon y entran mas
células en ciclo mitético, etapa en las que parecen ser mas receptivas a las influencias
carcinogenéticas (168, 169). También la colitis inducida quimicamente puede predisponer a

las células colénicas epiteliales de la rata al efecto carcinogenético de la DMH (170).
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Acciones de la DMH

La DMH induce proliferacién celular en la cripta colénica, previo al desarrollo de
atipfas focales. La mayorfa de tumores inducidos estan localizados en el intestino grueso.
Como ya hemos dicho la especificidad colénica esta ligada a la dosis y al momento de
observacion.

Los tumores son generalmente mdultiples, con semejanza proxima a los tumores
humanos (171). Se acompanan de anorexia, pérdida de peso, heces sanguinolentas,
obstruccion intestinal y, ocasionalmente, invaginacion (172).

En la rata hay pocos poélipos adenomatosos benignos y una mayoria de
adenocarcinomas aparecen de novo sobre mucosa plana (173, 174), aunque estudios
tiempo dependientes demuestran que no de forma excluyente (175). Estos
adenocarcinomas mas o menos diferenciados se localizan en la mitad distal del colon
izquierdo y generalmente, no son muco-secretores (176). Los carcinomas mucinosos y de
células en anillo de sello prevalecen en el colon proximal y ciego; siendo a menudo mas
metastasicos que los del colon izquierdo. Las metastasis son locales, peritoneales, en los
ganglios linfaticos regionales o a distancia (158). Las metastasis hepaticas son
excepcionales, en contraste con lo que ocurre en los tumores coloénicos humanos, en los
que supone una causa muy importante de muerte (177); sin embargo, lineas celulares
obtenidas a partir de adenocarcinomas de colon de rata trasplantable que fue inducido por
administracién subcutanea de DMH, desarrollan metastasis de higado y pulmoén (178).

En los ratones se encuentran pocos adenocarcinomas y prevalece una mayoria de
polipos.

Se ha descrito que 4 semanas es el intervalo necesario para que la mucosa del colon
vuelva a su estado normal tras los efectos téxicos agudos de una inyeccion de DMH.

Su desventaja es la alta incidencia de tumores primarios en otros érganos. Por ruta
subcutanea, inyecciones de DMH simples o repetidas inducen tumores de intestino,
rifiones, higado, glandulas de Zymbal de la oreja en la rata (179); e intestino grueso, ano,
pulmones (predominantemente de crecimiento alveolar) (180), higado, rifiones y vasos
sanguineos en ratones (181). También produce megalocitosis hepatica y aparicion de
ulceras gastricas.Otra desventaja es la localizacion tumoral en todo el colon que dificulta el
control del tamafio y crecimiento tumoral.

La DMH induce cambios en los lipidos plasmaticos, aumenta el colesterol libre y
diminuye los niveles de fosfolipidos en los animales tratados (182).

La DMH es diurética a dosis de 21 mg/kg de peso (183).
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Teorias carcinogénicas del cancer de colon inducido por DMH.

Mecanismo de accion.

La carcinogénesis como un largo proceso multietapas fue descrito por primera vez
por Blerenblum (184) en 1941 para explicar cémo hidrocarburos policiclicos inducian
cancer epidérmico en ratones. Este autor encontré que la aplicaciéon de benzopreno en la
piel de los animales no causé cancer, excepto cuando se aplicé repetidamente aceite de
crotona. El aceite de crotona solo o aplicado antes del carcinégeno no produjo neoplasias.
De tales experimentos dedujo que el cancer se produce lentamente en dos etapas separadas:
una primera etapa de iniciacién y una segunda de promocion. Esta teorfa se extendié
posteriormente al cancer de todos los 6rganos, incluyendo las neoplasias de colon.

La aceptacion de la carcinogénesis como un modelo multietapas era unanime, hasta
que en 1981 A. Maskens (156), publicé un revolucionario trabajo en el que utilizando la
légica matematica, la estadistica y el calculo de probabilidades demostré fehacientemente
que la carcinogénesis es un fendmeno en dos etapas, que ademas no se corresponderian
con los experimentos clasicos de iniciacién-promocion.

El tratamiento con DMH es capaz de inducir directamente un cambio estable y
transmisible en un numero de células epiteliales que por consiguiente estarfan en riesgo
respecto a un segundo suceso capaz de iniciar el crecimiento tumoral.

Este cambio es transmisible dentro de la mucosa, que se renueva por periodos
prolongados. Las células afectadas no tienen expresion fenotipica en términos de ventaja
proliferativa.

El segundo cambio no requiere exposicion al carcindgeno (aunque la presencia
continua del carcindégeno puede probablemente contribuir a ello) y afecta aleatoriamente a
las células expuestas al carcinégeno a una tasa que es constante, al menos dentro del tejido
considerado (185).

La suposicion mas razonable es que el primer paso representa una mutacion
somatica. Las propiedades quimicas y biologicas de la DMH, sus propiedades mutagénicas,
asi como la naturaleza trasmisible y estable de sus efectos en el epitelio intestinal apoyan
este mecanismo. Cada inyeccion de DMH entra en interacciones inespecificas diseminadas
con el ADN y otros constituyentes macromoleculares celulares y es probablemente capaz
de inducir, sobre una base aleatoria, una primera mutacioén especifica en una proporcion

dada de células del colon.
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Estas células estarfan en riesgo para el segundo cambio, que permitirfa la expresion
del fenotipo tumoral.

La 6rgano especificidad de la DMH depende de reacciones de oxidacion catalizadas
por reacciones enzimaticas no identificables en los tejidos diana. Estudios
autorradiograficos utilizando DMH marcada con “YC muestran que este agente es captado
por el higado aproximadamente 1 hora después de la inyeccion y en las células epiteliales
del colon 3 horas después de la misma. .a DMH es excretada primariamente por el
pulmén y rifiones que eliminan del animal aproximadamente un 50% de la dosis inyectada.
Los principales metabolitos en aire espirado son CO2y azometano (186); la orina contiene,
DMH inalterada, azoximetano, azometano y metilazoximetanol. Se presume que el higado
es el lugar primario de oxidacién de DMH a metilazoximetanol (MAM), que es entonces
transportado via sangre y /o corriente fecal al colon y otros 6rganos, aunque otros estudios
indican que el colon en si mismo contiene tipos celulares epiteliales o enzimas capaces de
convertir la DMH en productos mutagénicos sin implicar necesariamente metabolismo
intermediario por hepatocitos (187, 188), de hecho la mucosa colorrectal implantada en el
estbmago es sensible a la tumorigénesis causada por DMH (189). También se ha observado
que el transito intestinal enlentecido induce un nimero aumentado de neoplasias colonicas
en relaciéon con el contacto prolongado con la mucosa del carcinégeno o debido a una
mayor concentraciéon en la luz coléonica (190). Los estudios de Stralka y col. (191) usando
anticuerpos policlonales anti Paso, IIB1 y IIA1 postulan un sistema de metabolizacion de la
droga Paso-dependiente en el colon capaz de activar y metabolizar el modelo de
carcinogeno colon-especifico 1,2-DMH.

Algunos inhibidores metabodlicos pueden interrumpir la activaciéon de la DMH vy
prevenir la induccién tumoral. Algunos antioxidantes como el disulfiram y otros
compuestos relacionados como el carbon disulfuro o el bis etilxantégeno son capaces de
inhibir la carcinogénesis inducida por DMH y azometano (AOM) inhibiendo la N-
oxidacion en vivo de azometano a azoximetano y la C-oxidacion del AOM 7 vivo (192).

Los estudios de Davies y col. (193) demuestran que aparecen alteraciones en la
bomba de Na-K- en la mucosa premaligna de animales tratados con DMH meses antes de
que se desarrollen tumores visibles y estos cambios pueden explicar parcialmente los
niveles alterados de Na* y K- en el citoplasma y membrana basal de colonocitos
premalignos y malignos (194, 195). La despolarizacion epitelial se produce tras la inyeccion

del carcindgeno (196).
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Factores constitucionales y regulacion.

Especies, raza, sexo y edad influyen en la inducciéon de carcinoma intestinal.

Las especies y las razas dentro de las especies muestran grandes diferencias en la
susceptibilidad al carcinégeno. Los conejillos de indias son resistentes a la carcinogénesis
inducida por DMH. Los hamsters son extremadamente susceptibles a DMH y son
necesarias dosis muy bajas para evitar toxicidad hepatica (158).

Las ratas y los ratones responden bien a carcinogénos pero con grandes variaciones
entre las diferentes razas (197) mostrando incluso distinta susceptibilidad para los
diferentes segmentos anatémicos del colon (198). Las razas mas sensibles a la DMH son
Fisher, Sprague-Dawley y BD-IX.

Las susceptibilidades genéticas encontradas en diferentes razas de ratén podrian
explicar las diferencias en la capacidad de metabolizar el carcinégeno a su forma activa,
pero no se encontré ninguin sistema enzimatico principal deficiente que sustente esta
hipotesis.

Los roedores hembras son ligeramente menos susceptibles que los machos a la
accion carcinogenética de la DMH (155). La administraciéon de andrégenos a ratas macho
BD-IX castradas incrementa la incidencia de cancer de colon (199).

La edad es importante en la organoespecificidad del carcinégeno. El tratamiento
prenatal de monos con DMH induce nefroma embriolégico, similar al tumor de Wilms
(200).

Experimentos con una inyecciéon de DMH a ratas de 1, 10 6 30 dias mostraron que
el carcinoma de colon aparecié6 solo en las ratas tratadas de 30 dfas. Los machos
neonatalmente androgenizados y tratados con DMH desarrollan una mayor proporcién de
tumores colonicos que sus controles (201).

Se ha observado que la esplenectomia aumenta la incidencia de tumores malignos
sin alterar la presencia de tumoraciones benignas. Se cree que la capacidad del bazo de
proteger los animales de la induccién de tumores colénicos es probablemente debida a la

preservacion de la vigilancia inmunolégica en el huésped (202).
Influencia de factores ambientales

Dieta, acidos biliares y bacterias, tienen influencias por si mismas y por su accion

sobre el metabolismo de la DMH.
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Estudios experimentales en animales sostienen la hipotesis de que la composicion
cualitativa de los acidos grasos es uno de los factores determinantes en la carcinogénesis
colénica. El tipo y cantidad de grasa dietética afecta al metabolismo microsomal de los
carcindgenos, reforzando la iniciacién tumoral (203), modificando la respuesta del tejido
colénico al desafio genotéxico (204), incluso alterando el sistema inmune (205). Se ha
observado que restricciones caloricas severas en la dieta pueden inhibir el crecimiento de
los tumores de colon inducidos por DMH (206). Otros autores demuestran que ni una
reduccion moderada en la toma de grasas ni un aumento en los carbohidratos en la dieta ni
una dieta vegetariana es probable que den como resultado una reduccién sustancial en la
incidencia de cancer de colon (207).

El papel de las proteinas es controvertido, sin efecto en algunos experimentos o
con un efecto de refuerzo en la aparicion tumoral en animales alimentados con un alto
contenido en proteinas comparado con animales que reciben un bajo contenido,
independientemente del tipo de proteinas (151). Igualmente se ha descripto el papel de las
proteinas de la leche en el desarrollo de tumores inducidos quimicamente y en el tiempo de
supervivencia de las ratas (208).

Ratas con pH acido en las heces producido por consumo de lactulosa, sulfato
sédico o ambos tienen significativamente menos tumores colénicos tras inyecciones con
DMH que las ratas tratadas solo con DMH (209).

La fibra dietética es un buen candidato para el papel protector en cancer de colon y
esta sostenida por datos epidemiolégicos, pero los modelos experimentales animales
aportan resultados aparentemente contradictorios de acuerdo con la naturaleza de las fibras
estudiadas. El efecto protector de la fibra dietética consistirfa en un aumento en la masa
fecal y dilucion de acidos biliares y otros carcinégenos fecales. Los suplementos de celulosa
en la dieta (5-15%) producen una supresion de la actividad mitética reforzada por la DMH
en las criptas del colon descendente durante el estadio de iniciacién de la carcinogénesis
(210). Este hallazgo se correlaciona con una reducciéon del nimero de animales que
presentan tumores colonicos y una incidencia significativamente mas baja de
adenocarcinomas en ratas mantenidas con suplemento de celulosa a lo largo de las etapas
de iniciacién y de promocion (211). En ratas a las que se aliment6 con dietas ricas en frutas
y vegetales se observé una baja incidencia de adenomas; si ademas consumian una dieta
con fritos y asados de tipo humano, las frutas y verduras no mostraron proteccion total,
pero si disminuyeron la incidencia de carcinomas (212). Una dieta alta en proteina animal y

grasa, correlacionada con alto riesgo de cancer de colon, se asocia con un aumento en
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enzimas bacterianas capaces de generar carcindgenos en el intestino. Hay una correlacion
entre actividad enzimatica bacteriana aumentada y conversion creciente de procarcinégenos
a carcindgenos proximales en la corriente fecal. Se ha visto que la DMH induce alteracién
en la actividad de las enzimas bacterianas colénicas (213). Animales libres de gérmenes
tratados con DMH tienen menor incidencia de tumores de colon en comparaciéon con las
ratas convencionales. La microbiota intestinal interfiere con el metabolismo de los acidos
biliares y con la grasa dietética, factores todos que ejercen gran importancia en la activacion
de la carcinogénesis por DMH (214). Los acidos biliares secundarios, deoxicolico y
litocdlico son estructuralmente semejantes a compuestos que se sabe que son carcinégenos
(215), como los colantrenos.

Morvay y col. (216) mostraron un aumento de la incidencia de tumores colénicos
en ratas con niveles diarios totales de acidos biliares y concentraciéon de acido biliar en el
lado izquierdo del colon aumentados (217). Otros autores, consideran que los acidos
biliares no desempefian un papel en los tumores colénicos inducidos por DMH (218).

La carcinogénesis quimica en animales de experimentaciéon ha sido inhibida por
gran niamero de compuestos con diversas estructuras quimicas. Un posible efecto protector
del selenio ha sido encontrado en carcinomas inducidos por DMH (219). La inhibicién de
la carcinogénesis colénica por antioxidantes como el selenio es multifacética. Los niveles de
fosfolipidos poliinsaturados (componentes de las membranas biolégicas) son muy sensibles
a la peroxidacion. Los radicales libres generados pueden romper la estructura y la integridad
funcional de las membranas, alterar las propiedades de transporte, y causa dafio potencial
en el ADN, ARN vy proteinas diana. I.a enzima superéxido dismutasa proporciona una
defensa fisiol6gica normal al potencial dafio de estos radicales (220).

Otro oligoelemento como el germanio previene el cancer intestinal en este modelo
(221). Los resultados mas prometedores conciernen al efecto protector del calcio dietético
en la carcinogénesis colénica (222). Los estudios de Sitrin y col. (223) mostraron que el
calcio disminuye significativamente el nimero de ratas con tumores multiples y el tamafio
tumoral, y que estos efectos estaban abolidos por el déficit de vitamina D. El calcio
suplementario se ha mostrado que inhibe el aumento de proliferacién inducida por sales
biliares y 4acidos grasos en animales de experimentacion (224), probablemente enlazandose
a los mismos e inhibiendo su accién toxica (225) y disminuyendo sus niveles totales en
heces (226). Otros estudios han demostrado que los suplementos de calcio dietético son

capaces de inhibir las mutaciones K-ras observadas en los tumores inducidos por DMH
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(227). Diversos estudios han confirmado el papel de los B-carotenos en la prevencion de
cancer de colon inducido por DMH en ratas y ratones entre un 60-100% (228).

También se ha descripto que la vitamina A podtia tener efecto antiproliferativo y
anticarcinogenético directo y que ratas deficientes en vitamina A y expuestas a DMH
presentan una incidencia aumentada de carcinoma de colon (229), sobre todo en animales a
los que se administré alto contenido de grasa en la dieta (230). Igualmente, algunos
investigadores han descripto que suplementos de vitamina E reducen la incidencia tumoral
en ratones, si bien otros experimentos refieren resultados contrarios, en los que la
deficiencia de vitamina E no promovié la incidencia tumoral (231). La administracién
subcutanea de 1,25-dihidroxivitamina D3 previo a la agresién carcinogénica reduce
significativamente la incidencia de tumores colénicos, presumiblemente actuando como
antiproliferativo (232). Se ha descripto que la vitamina C presenta un efecto protector sobre
la carcinogénesis inducida por DMH, probablemente por su capacidad de reaccionar
directamente con el carcindgeno. A pesar de todo, otros autores sugieren que niveles no
toxicos de vitaminas es improbable que inhiban especificamente el proceso de
carcinogénesis.

Los suplementos de potasio en el agua de bebida muestran de forma significativa
prevencion parcial de la induccién de tumores en intestino delgado de ratas Sprague-
Dawley tratadas con DMH, y también se observé disminucion en la incidencia de tumores
colénicos y de glandulas de Zymbal, aunque no con significacién estadistica (233).

Wargovich y Newmark (234), evaluaron la capacidad de los flavonoides para
proteger frente al dafio en el ADN colénico inducido por DMH. No producen aboliciéon
de nuicleos aberrantes lo que sugiere que son inactivos en las fases de iniciaciéon de la
carcinogénesis.

Los estudios de Caderni et al. (235) sugieren que el almidén tiene un efecto
protector contra la carcinogénesis colonica en ratas tratadas con DMH y alimentadas con
dietas ricas en grasa, baja en calcio y celulosa.

Estudios epidemiolégicos describen que altos niveles de legumbres dietarios han
sido asociados con bajas tasas de cancer en general, y se correlacionan inversamente con las
incidencias de cancer de mama, colon y prostata. Las legumbres se sabe que contienen altas
concentraciones de inhibidores de proteasa, al igual que otros agentes como lectinas que
pueden modificar la carcinogénesis. Los inhibidores de la proteasa se ha visto tienen
actividad anticarcinogenética tanto zz vivo como in vitre. Billings y col. (236) publicaron que

un derivado de la alubia de soja que contiene el inhibidor de Bowman-Birk, suprime la
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carcinogénesis de higado y colon en ratones inducida por DMH cuando esta presente en la
dieta.

Otros agentes, como los antiinflamatorios y en concreto el acido acetilsalicilico
reducen al 60% la cantidad de tumores inducidos por DMH (237). También se ha descripto
que el Sulindac inhibe las tasas de desarrollo y de crecimiento de los tumores colonicos de
la rata (238), en las etapas de displasia y microadenoma (239). La salazopirina, farmaco
empleado en el tratamiento de la colitis ulcerosa, cuando se administra a ratas tratadas con
el carcindgeno, no altera la incidencia tumoral, pero si las caracteristicas tumorales, son mas
pequefios, sesiles y microinvasivos (240).

Los estudios de Daniel y col. (241) sugieren que el cloroformo inhibe de forma
dosis dependiente la induccién de dafno nuclear por DMH en células epiteliales colonicas
del raton.

La ruta de administracion de la dieta tiene una significativa influencia en la
proliferacién epitelial del epitelio colénico en ratas tratadas con DMH. Ratas alimentadas
con nutricién parenteral no presentaron aumento en la proliferacion celular epitelial (242),
mostrando disminucién importante de las figuras de metafase por cripta y altura de la cripta
(243).

ILa actividad fisica aumentada en las ratas reduce la incidencia tumoral,
posiblemente por una bajada del pH fecal, disminuyendo el flujo sanguineo al colon y
aumentando las enzimas antioxidantes, como la superéxido dismutasa, catalasa y la
glutatiéon peroxidada (244). Los estudios de Andrianopoulos y col. (245) describen la accion
del stress sobre la carcinogénesis colonica por DMH. Cuando ambos aparecen
simultineamente existe una reducciéon del nimero de tumores comparado con los
controles y cuando el stress sigue al tratamiento, este efecto es similar pero en menor
grado.

Asi mismo, se ha descrito un sinergismo entre la radiacién en el abdomen y el

carcinogeno (240).
Expresion de oncogenes
Yander y col. han mostrado amplificacion del oncogén myc al igual que expresion

clevada del RNAm de myc en los tumores de colon de ratén. Tulchin y col, usaron

azoximetano, un metabolito de la DMH, para inducir cancer de colon en ratas en un
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estudio llevado a cabo para investigar la distribucién de la proteina c-myc respecto a los
cambios histopatologicos.

Estos investigadores demostraron una expresion aumentada de c-myc en las células
tumorales de rata en comparacion con las normales (161).

Llor y col. describen mutaciones de K-ras en aproximadamente 1/3 de los
carcinomas inducidos por DMH vy, en lineas celulares de tumores de colon de rata
derivados de tumores inducidos por la misma DMH, mientras que no observaron
mutaciones H-ras. Estas mutaciones se produjeron en el segundo nucleétido de los
codones 12 6 13 o en el primer nucleétido del codon 59 del gen K-ras.

Las mutaciones K-ras fueron observadas en mucosa colénica premaligna a las 15
semanas de la inyeccion de DMH, en zonas sin displasia, adenoma o carcinomas,
sugiriendo que la mutacion de K-ras es un evento precoz en la carcinogénesis colonica
(247).

En tumores colonicos de ratones tratados con DMH se observa una ausencia de
pérdida alélica en el locus p53, lo que sugiere que las pérdidas alélicas del locus p53 no
intervienen en la carcinogénesis inducida por DMH o que la alteracion de los productos del

gen podria tener un efecto de abolicion de la funcién normal del p53 (248).

Mucosa colénica de rata normal y tumoral.

Morfologia de la mucosa colénica de rata.

Descripciéon macroscopica

El intestino grueso de la rata se divide con propdsitos descriptivos en las siguientes
partes: ciego, colon ascendente, colon transverso, colon descendente y recto (249).

Aunque diversos autores consideran solamente tres segmentos: ciego, colon
ascendente o proximal y colon descendente-recto o distal.

Macroscopicamente, el ciego, el colon ascendente y el colon distal pueden
distinguirse con facilidad. El ciego es un 6rgano ancho en forma de coma, de paredes
delgadas y distendidas, mévil y sin apéndice (Figura 5). Los pliegues de la mucosa cecal

estan dispuestos aleatoriamente (250).
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Figura 5: disposicion de los 6érganos abdominales in situ, luego de disecar piel y plano

muscular a lo largo de la linea media.
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Figura 6: el esquema muestra la disposicion de los érganos abdominales de la rata en una
diseccidon habiéndose resecado lateralmente las asas intestinales delgadas para mostrar la localizacion

del intestino grueso.

El colon proximal o ascendente, de aspecto mas tubular, presenta unos pliegues
ordenados oblicuamente, en forma de V. Uno o dos de estos pliegues muestra un area de
engrosamiento nodular representando placas linfoides. Su porcién mas proximal es similar
al ciego y distalmente incrementa su espesor por aumento de la submucosa y de la muscular
externa. El colon ascendente describe una larga curva hasta la flexura esplénica (Figura 6).

El colon descendente de la rata presenta una mucosa mas lisa y esta plegado en 4 a
6 elevaciones paralelas longitudinales; estos pliegues se interrumpen por areas aplanadas en
numero y tamafio variables (251). Se extiende desde la flexura esplénica, pasa hacia abajo y
medialmente para cruzar el eje pélvico donde se hace retroperitoneal para formar el recto,
sin un colon sigmoide interpuesto y termina en el ano justo en la raiz de la cola. La pared
del recto es similar a la de la porcion terminal del colon.

Cuando el colon se distiende por las masas fecales la mucosa superficial se hace lisa.
La ausencia de faenza coli y haustras es una peculiaridad anatémica del colon de la rata.

El ciego mide de 6 a2 9 cm. y el resto del colon mide de 16 a 20 cm. (249).
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Descripciéon microscopica

En el epitelio del intestino grueso de la rata se han podido identificar varios tipos
celulares:

Células caliciformes: Las células caliciformes son el tipo celular mas frecuente del
intestino grueso de la rata.

Las células caliciformes presentan generalmente, un nucleo redondeado, con un
nucleolo pequefio y regular. El nicleo se dispone en la base celular, al quedar desplazado
por las vacuolas de moco que ocupan el citoplasma (252).

La morfologia de estas células varfa en relacion al segmento estudiado (253).

En el ciego y colon proximal, las células caliciformes localizadas en la base y en el
tercio inferior de la cripta se muestran bien formadas, numerosas y llenas de moco;
contrariamente, en la porcion superior de las criptas, estas células se muestran mas bien
escasas, pero mas grandes y de forma alargada u oval. En el colon distal, en el tercio
inferior de la cripta son mds pequefas, mientras que las situadas en los dos tercios
superiores de las criptas son mas numerosas y voluminosas.

En la mucosa colénica normal, las células caliciformes secretan sialomucinas a lo
largo del total o 2/3 infetiores de las criptas, mientras que en la parte supetior de las criptas
y la superficie epitelial se producen ambas sulfo y sialomucinas. El patrén normal mucoso
puede variar, con ambos tipos de mucinas acidas sulfo y sialomucinas secretadas en igual
proporcion a lo largo del epitelio criptal o sialomucinas predominando en la mitad superior
de la cripta dando un patrén mixto (252).

Células columnares: Son el tipo celular mas abundante en la superficie luminal y
en el tercio superior de las criptas. La superficie luminal esta formada por una capa simple
de células epiteliales en continuidad con el epitelio de recubrimiento de las glandulas
intestinales tubulares (251).

Al microscopio 6ptico se muestran como células altas con un citoplasma eosinéfilo
y nicleo ovoide. Carecen de vacuolas de moco (253).

Este tipo celular es mas evidente en el colon ascendente y presenta
microvellosidades.

Células endocrinas: Estas células se situan principalmente en las porciones
inferiores de las criptas y, ocasionalmente en el epitelio superficial. Presentan granulos de
secrecion oscuros (células de Kulchitsky) (254).

Células indiferenciadas: Las células indiferenciadas se localizan en la base de las

criptas y se reconocen facilmente por su nicleo voluminoso y escaso citoplasma.
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Son células alargadas y delgadas en el colon proximal y, poligonales y redondeadas
en los segmentos distales. Presentan un nuicleo grande, redondeado u oval, con algunas
invaginaciones y un nucleolo pequefio y redondeado (255).

Células vacuoladas: Este tipo celular, denominado asi por su aspecto, se ha
identificado en la porcién mas distal del intestino grueso de la rata. De predominio en los
segmentos inferiores y medios de las criptas.

Contienen numerosas vacuolas de moco, mas dispersas y mas pequefias que las de
las células caliciformes.

Células secretoras del fondo de la cripta: Un tipo morfolégicamente especial de
células con capacidad secretora de moco fue descripto por Altmann (256) en 1983 en el
colon de la rata. Reciben este nombre por su localizacion y por su aparente funcion
principal. Estas células se localizan en el fondo de las criptas del colon proximal, no
observandose en el resto de segmentos de intestino grueso.

Al microscopio éptico muestran una forma piramidal, con un citoplasma repleto de
vacuolas. El nucleo es basal, ovoide o aplanado.

El microscopio optico revela agregados de linfocitos bajo las areas aplanadas de
mucosa.

Células caveoladas: Se localizan a nivel del colon distal de la rata y representan un
tipo celular relativamente infrecuente. Se identifican exclusivamente por microscopia
electronica (257).

Presentan grandes microvellosidades, con haces de filamentos que se extienden al
interior del citoplasma; asi como numerosas vesiculas que se sitian en el citoplasma apical.

Microscopicamente, las criptas experimentan un incremento progresivo de su
longitud desde el ciego al colon distal. En el ciego, la mucosa es delgada y las criptas cortas,
en alguna ocasiéon pueden ramificarse en su base. En el colon descendente, las criptas son

mas alargadas y delgadas, rectas y sin ramificaciones.

Microscopia electronica de scanning (MES)

El aspecto del colon normal de rata varfa para cada regién también con MES.
Aunque generalmente esta cubierto por una densa y homogénea capa de moco, que cubre
por completo el epitelio subyacente (258, 259).

La superficie del ciego es plana, y las criptas estan rodeadas por surcos irregulares,

similares a la corteza cerebral.
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En el colon ascendente las criptas son poco abundantes y se encuentran ordenadas
en lo alto de los marcados pliegues de la mucosa.

En el colon transverso el epitelio estd cubierto de moco, y presenta criptas
regularmente dispuestas y de forma circular.

La mucosa del colon distal estda ordenada en pliegues longitudinales, los orificios de
las criptas tienen forma estrellada (260). La superficie luminal del colon descendente esta
formada por repeticion de grupos de unidades celulares rodeando el orificio de una
glandula intestinal. Estas unidades glandulares muestran pequenas variaciones en el tamafio,
aunque los limites entre glandulas adyacentes no son obvios.

Se identifican tres tipos de células distintos en la superficie luminal:

1. Las células absortivas: presentan un contorno plano o suavemente convexo,
cubierto por una densa y uniforme capa de microvilli alargados.

2. Las células mucosas: sobresalen entre las células absortivas y muestran una
superficie convexa cubierta de wicrovilli cortos y escasos.

3. Se observa otro tipo de células en areas cercanas a la periferia de las unidades
glandulares. Estas células redondeadas parecen estar dispuestas sobre la superficie de la
mucosa mas que formando parte de ella, y su localizacién y aspecto sugieren que son el

efecto de la exfoliacion que sufren las células absortivas y mucosas (251).

Cinética celular

La proporcion de produccion celular varfa de region en region en todo el colon, los
valores mas bajos se obtienen en el colon distal, mientras que los mas altos se observan en
el ciego (260).

En el colon normal la zona proliferativa se encuentra localizada en la porcion
inferior de las criptas, estas células son mitoticamente activas (261). Existe una region de
lenta proliferacién celular situada en la porcién mas basal de la cripta, y una regiéon de mas
rapida proliferaciéon en segundo quinto de la cripta (262). Estas células criptales son
inmaduras y van migrando lentamente a la superficie sufriendo la maduracién durante esta
migracion (263).

En un periodo que oscila entre 60 y 72 horas una célula emigra desde la zona
proliferativa de la cripta a la superficie luminal (251).

Este proceso normal, esta modificado en ciertos estados patologicos. En el cancer,
el adenoma, la mucosa de aspecto normal en pacientes con poliposis y roedores tratados

con DMH, las células sintetizan ADN en toda la longitud de la cripta (260).
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Descripcion de las lesiones inducidas con DMH

Los tumores y lesiones benignas inducidos con DMH pueden ser asignados a
alguna de estas categorfas macroscépicas y microscopicas:
Categorias macroscopicas

Tumores sésiles: Son masas que protruyen sobre la superficie de la mucosa, con
un didmetro maximo mayor que el de su unién a la mucosa y muy cercanos a la misma
(264).

Tumores pedunculados: son pélipos con un tallo claramente visible (265).

Tumores exofiticos: son tumores usualmente polipoides protruyendo hacia la luz.
Presentan un margen elevado con cavitacion central y una masa subyacente lobulada que
generalmente distiende la serosa subyacente (260).

Tumores endofiticos: son tumores en forma de meseta o ulcerativos con
tendencia ligera o nula a abultar hacia la luz (266). Han sido denominados también tumores
fungoides (264).

Placas: son lesiones con una superficie relativamente plana, ligeramente por
encima del nivel de la mucosa.

Categorias microscopicas

Diversos autores han realizado clasificaciones microscépicas de los tumores
inducidos por DMH en ratas. Lindstrom y col. (264) propusieron unas definiciones de los
tumores adenomatosos benignos y malignos:

Adenoma: es un tumor benigno que aparece a partir del epitelio glandular y con
desarrollo de formaciones tubulares o acinares o intercaladas con estructuras vellosas o
papilares (267). El adenoma puede tener un grado variable de atipfa epitelial, desde leve,
moderada y severa, hasta atipia con posible pero no confirmada malignidad.

Adenocarcinoma in situ: este término se usa para atipia marcada intraepitelial o
intraglandular, justificando un diagnéstico de malignidad. No muestran invasiéon de la
muscular de la mucosa o mas alla, por los elementos epiteliales. Se corresponde a la
categoria de adenocarcinoma intramucosal de otros autores (264).

Adenocarcinoma infiltrante: este grupo se refiere a todos los casos con
infiltraciéon en la lamina propia o capas de tejido mas profundas como la submucosa,

muscular de la mucosa, etc.
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Los adenocarcinomas se clasifican seguin su grado de diferenciacion en:

1. Bien diferenciado: con estructuras bien diferenciadas de tipo acinoso o tubular y
una atipfa celular moderada y mitosis en el epitelio, con los nucleos basales y de tamafio
regular.

2. Moderadamente diferenciado: son adenocarcinomas con estructuras no bien
desarrolladas, presentan criptas epiteliales o tabulos con ramificacion y dilatacién compleja
e irregular (264). Se asocian a atipia epitelial mas marcada y alta frecuencia mitética.

3. Pobremente diferenciado: se caracterizan por la presencia de células epiteliales
que carecen de una disposicion uniforme. Son adenocarcinomas con parte del tumor con
estructura adenomatosa ligera o nula, pero con produccién mucosa conservada.

Adenocarcinomas mucinosos: los tumores productores de moco o de células en
anillo de sello, se clasifican segin los autores como un grupo aparte o como
adenocarcinomas poco diferenciados (266). Otros autores realizan una clasificaciéon en dos
tipos: no mucinosos y productores de mucina (253).

Carcinoma anaplasico: ha sido definido como un tumor maligno con atipia
celular extrema y sin caracteristicas celulares de diferenciacion.

Otros tipos histolégicos descritos por Pozharisski (249) son:

Carcinoma soélido: Este en un tumor pobremente diferenciado en el que las células
tienden a una solidificacién secundaria.

Carcinoma escirro: Es un tumor pobremente diferenciado en el que las células
tienden a separarse, formandose tejido conectivo alrededor de los pequefios complejos

separados y se parece al carcinoma escirro clasico.

Tratamiento del cancer de colon

Las opciones para el tratamiento del cancer de colon incluyen actualmente la
cirugfa, la quimioterapia y la radioterapia, los cuales reducen significativamente la calidad de
vida de los pacientes. Existen ademas estrategias terapéuticas emergentes, como las drogas
antiinflamatorias no  esteroides  (Sulindac), nuevos agentes quimioterapéuticos
(Capecitabina) y anticuerpos monoclonales (Cetuximab, anticuerpo para el factor
epidérmico de crecimiento). Sin embargo, los probidticos representan otra opcion
terapéutica emergente. Los probidticos han demostrado su eficacia en varias enfermedades
como la colitis ulcerativa, diarrea y eczema atépico. La posibilidad de administrar

probidticos como terapia para el cancer de colon surge de estudios sobre las bacterias
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comensales que forman parte de la biota habitual intestinal en el desarrollo del cancer de
colon. Estas bacterias se han relacionado con el cancer colorrectal debido a que la
ubicacién de los mismos coincide con una regiéon en donde la concentraciéon de bacterias
en muy grande (10" unidades formadoras de colonias por gramo de contenido intestinal).
Existen numerosos mecanismos por los cuales las bacterias comensales pueden contribuir a
la patogénesis del cancer colorrectal. Uno de estos factores podtia ser la alteracion de la
microbiota lo que facilitarfa la inflamacién intestinal, a través de un incremento de la
respuesta inmune del huésped a las bacterias comensales. Otro factor contribuyente serfa la
activacién de compuestos carcinégenos y mutagenos por las bacterias de la biota habitual.

En base a estos estudios previos, el uso de probidticos representaria una estrategia
racional. Los mecanismos a través de los cuales los probidticos podrian inhibir el desarrollo
del cancer de colon no estan completamente dilucidados, pero existe evidencia de una
reduccion de la respuesta inflamatoria a la biota habitual, alteraciéon en las actividades
metabolicas de las bacterias intestinales, reduccion del numero de bacterias involucradas en
vias procarcinégenas y mutidgenas y produccion de sustancias antitumorales y
antimutagénicas; reduccién de enzimas bacterianas como la [-glucuronidasa y
nitroreductasa, que juegan un rol importante en el desarrollo del cancer hidrolizando
compuestos carcinogénicos.

Numerosos estudios demuestran que el consumo de probibticos puede prevenir el
cancer colorrectal reduciendo los niveles de compuestos carcinégenos y el dafio al ADN y
demuestran un incremento en la inmunidad anti-tumoral mediada por probidticos a través
de mecanismos que incluyen la produccién de citoquinas y la modificacién de la funcién de

las células T (259).
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La carcinogénesis colorectal en humanos ha sido estudiada ampliamente. Se
describe como un modelo de tumorigénesis en multiples etapas secuenciales que involucra
alteraciones genéticas progresivas, acumuladas y asociadas a dafio tisular (106). Los
primeros cambios incluyen mutaciones en oncogenes claves y genes supresores asociados a
alteraciones epigenéticas.

El riesgo de cancer colorectal humano se vincula fuertemente con la dieta (1). Sin
embargo hasta el presente no se ha aclarado totalmente su efectividad en la incidencia del
cancer colorrectal.

Constituye una necesidad identificar algunos componentes de la dieta que puedan
ejercer un efecto beneficioso sobre el riesgo de padecer cancer colorrectal. La
quimioprevencion se usa con el fin de inhibir, demorar o revertir el proceso. Demostrar su
efectividad en humanos mediante la disminucién de la incidencia y/o mortalidad implica
grandes, largos, costosos y en la actualidad, impracticables estudios. Es por esto que
resultan de gran utilidad los modelos animales de carcinogénesis (138).

Uno de los objetivos de este trabajo fue desarrollar un modelo animal con
alteraciones fisiopatolégicas intestinales, analogas a las observadas en el cancer colorrectal
en humanos. De esta forma nuestros estudios podran contribuir a clarificar aspectos aun
no conocidos de la dieta sobre la incidencia del cancer colorrectal.

Se pretende estudiar algunos pasos de la carcinogénesis colonica y observar como
estas etapas son modificadas con el agregado de suplementos dietarios como los
probidticos en ratas.

Nuestra hipotesis es que la ingesta de probidticos puede prevenir o retrasar la
apariciéon de lesiones cancerosas modificando las alteraciones genéticas producidas por
carcindgenos, prolongando la sobrevida de los animales en tratamiento quimioterapico y
reduciendo los efectos secundarios asociados al mismo.

En la bibliograffa a nuestro alcance no se han reportado trabajos que estudien la
accion de los probidticos durante el tratamiento con quimioterapia del cancer de colon en

animales.
Con este proposito se plantean los siguientes objetivos generales:

v Evaluar el efecto de la administracién de dietas suplementadas con
probioticos en la prevencion de la carcinogénesis inducida por dimetilhidrazina en ratas.
v' Evaluar el efecto de la administracién de probidticos en la sobrevida total
de ratas en tratamiento quimioterapico con capecitabina para cancer de colon inducido

por dimetilhidrazina.
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Se plantean ademas como objetivos particulares:

1 Analizar la incidencia de tumores de colon inducidos por dimetilhidrazina
en los animales alimentados con dietas suplementadas con probidticos y en tratamiento
quimioterapico.

1 Analizar los factores prondsticos anatomo-histolégicos y otras variables
pronoésticas en los tumores de colon inducidos por dimetilhidrazina en los animales
alimentados con dietas suplementadas y tratados con quimioterapia.

X Analizar la expresion de B-catenina, molécula blanco de la proteina APC, en

la mucosa colénica para clarificar los mecanismos concernientes a la dieta y el proceso

neoplasico.
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Animales del estudio.

Los animales provienen del Bioterio del Departamento de Biologfa, Bioquimica y
Farmacia de la Universidad Nacional del Sur.

Se utilizaron ratas Wistar-Lewis macho de ocho semanas de edad, rango tolerable
de seis a diez semanas, sanas al examen fisico, expuestas a 12 horas de luz artificial de 6:00
a 18:00 y 12 horas de oscuridad de 18:00 a 6:00 (200 lux a 1 metro del piso de la jaula) a
presion atmosférica, sometidas a un rango de temperatura de 20 a 22°C y a un 40 a 70% de
humedad, con ventilacién adecuada, alimentadas ad limitum con alimento balanceado
comercial y agua corriente filtrada.

Los animales se alojaron en jaulas rectangulares de 35 por 35 por 65 cm realizadas
con alambre 18 de acero inoxidable, piso alambrado y con una bandeja inferior para
recolectar las excretas. Estas jaulas permiten un campo visual satisfactorio y un acceso facil
a los animales. El disefio de las mismas facilita su limpieza y desinfeccion. La ubicaciéon de
los sistemas de bebederos y distribucién de alimento impiden su contaminacién con
excrementos. Se utiliz6 una cama de viruta de madera sobre la bandeja para absorber las
excretas de los animales. La limpieza de la cama se realiz6 dia por medio, removiendo
totalmente la viruta y desinfectando las bandejas con hipoclorito de sodio al 10%.

Los animales se manipularon manualmente evitando al maximo el estrés.

El bienestar de los animales y su comportamiento durante el desarrollo de un
trabajo cientifico, estan relacionados con las condiciones de alojamiento y el uso de los
mismos. Se sabe que distintas variables influyen en el bienestar de los animales y que éstas
tienen un impacto directo en el desarrollo y resultado de una experiencia (268, 269, 270). A
efectos de no perder datos relevantes y anticipar eventos adversos, debido a los extensos
protocolos que requirieron los estudios se confeccionaron historias clinicas y partes diarios
para realizar un seguimiento estricto de los animales durante todo el desarrollo del proceso
experimental (271). El tamafio de muestra se determiné través del programa estadistico
InfoStat, teniendo en cuenta un nivel de significaciéon de «=0.01.

Los protocolos fueron aprobados por el Comité Asesor de Cuidado Animal y Uso

de Animales de Laboratorio de la Universidad Nacional del Sur.

Historias clinicas.
Se desarrollé un modelo de historia clinica para el seguimiento de la evolucion de
los animales y se contd con asesoramiento veterinario considerando la mayor cantidad de

variables posibles y teniendo en cuenta los objetivos de la investigacion.
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Parte diario.

En el mismo se registran las variables ambientales del bioterio y las desviaciones
negativas del bienestar animal, el cual se defini6 segun el “Manual sobre el cuidado y uso de
los animales de experimentaciéon” del Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales y
las recomendaciones del Comité Asesor de Cuidado Animal y Uso de Animales de

Laboratorio de la Universidad Nacional del Sur.

Eutanasia.

Para realizar el examen postmortem los animales fueron sacrificados bajo atmésfera
de CO2, segun los lineamientos del IACUC (Institutional Animal Care and Use
Committee). En la determinacién de sobrevida total se adoptaron los criterios adicionales
de eutanasia del IACUC para evitar el dolor y el sufrimiento animal.

Criterios adicionales de eutanasia:

v Pérdida de peso: pérdida del 20 a 25% del peso al momento del ingreso al
estudio, teniendo en cuenta la edad del animal, o la apariciéon de caquexia y pérdida de masa
muscular.

v Inapetencia: anorexia completa por 24 horas o anorexia parcial (menos del
50% del requerimiento caldrico) por 3 dias.

v Debilidad/incapacidad para comer o beber: incapacidad que petsiste por 24

horas.
v Estado moribundo: pérdida de la capacidad de responder a estimulos.
v Infeccién: que involucre cualquier 6rgano o sistema.
v Signos de severa disfuncion de 6rganos o sistemas con pobre prondstico.

Estudios macroscépicos.
Necropsia y diseccion.

Para evitar el proceso de degeneracion postmortem, la necropsia se llevé a cabo lo
antes posible. Sin embargo, en caso que no pudiera realizarse de inmediato, el cadaver pudo
ser conservado en el refrigerador entre 2 y 4°C, inmediatamente después del deceso por
unas 8 horas.

Durante la autopsia se completd la planilla correspondiente al animal indicando
todas las observaciones macroscopicas sin agregar datos interpretativos ni clasificaciones

histolégicas de las lesiones, dictando la descripcion a un asistente.
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Se describieron forma, posicion, color y consistencia de los 6rganos y en caso de
corresponder, contenido normal o patolégico.

Examen externo: se observo la condicién general del animal, estado nutricional,
presencia de alteraciones en la piel o el pelo y de lesiones superficiales. Se reportaron
anormalidades o lesiones en los orificios nasales, boca, ano y dientes. Se observo el color de
la mucosa oral y las orejas.

Examen interno: se colocé al animal en posicion ventral y se procedié a disecar la
piel realizando un corte en la linea media desde la base del cuello hasta la pelvis. Se observo
el aspecto del tejido subcutaneo y se coloco la piel a los lados.

A continuacién se procedié a disecar el plano muscular a lo largo del plano medio.
Se observé la posicion de los 6rganos y la presencia de liquidos o adherencias en la cavidad.
Luego se realiz6 la extraccion de las visceras abdominales para su examen detallado.
Primero se retird el intestino delgado desde el ciego hasta el estémago. Se observé la
presencia de lesiones y se buscaron ganglios con cambios en su tamafio, forma o
consistencia. En caso de ser necesario se tomaron muestras para su estudio histolégico
siempre rotulandolas adecuadamente.

Se observé in situ el intestino grueso para ubicar lesiones macroscopicas e
identificar su localizacién (ciego, colon ascendente, transverso, descendente o recto) o
cualquier alteraciéon de la mucosa digna de mencién (cambio de coloracién, presencia de
ulceracion, etc.). Se retird el colon completo, se procedio a realizar un corte a lo largo de su
eje longitudinal y se separaron las lesiones macroscopicas. Ante la presencia de un posible
tumor se informé si este compromete y en qué medida la luz colénica y si infiltra, hasta qué
capa lo hace. El resto del 6rgano se fij6 abierto a porciones de corcho y se colocé en
formol 10% para su completo estudio microscopico.

Se retiraron y observaron también el estomago, higado y bazo. En el higado se
realizaron cortes en busca de lesiones, si no se localizé ninguna, se tomé una muestra al
azar.

Se resecaron ambos rifiones, se anoté cualquier cambio en su aspecto, se cortaron a
través del hilio en dos mitades y se colocaron en la solucién fijadora.

Se procedié a abrir la cavidad toricica desde la ultima costilla cortando los
cartilagos costales hasta la primer costilla a ambos lados del esternéon. Luego se separé la
apofisis inferior del esternon de su unién con el diafragma y se elevd quedando asi la
cavidad expuesta. Como en el caso del abdomen, se observaron los érganos en posicion y

luego se retiraron para su examen y toma de muestras para el estudio histologico.
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Carga tumoral.
La carga tumoral se calcul6 como la suma del producto de los dos diametros

mayores de cada tumor presente en un animal.

Estudios histolégicos.
Procesamiento de muestras para microscopia optica.

Se obtienen tacos de todos los 6rganos mencionados y en el caso del colon se
realiza un corte que abarque area patolégica y mucosa sana en el mismo taco, rotulando los
mismos de manera adecuada.

El material obtenido se procesé por técnicas histologicas de rutina (procesadora
Shandon Citadel 2000).

Los preparados fueron evaluados por un mismo patoélogo, sin conocimiento del

grupo al que pertenecia o del tratamiento que se aplic6 al animal.

Protocolo general.

v Fijacién del material en formol 10% neutro tamponado entre 6-12 hs
v Alcohol etilico (OL) 70°, 1:30 hs.

v OL 96°, 1:30 hs.

v OL 100° (I) 1:30 hs.

v OL 100° (II) 1:30 hs.

v Toluol entre 1:30 hs y 3 hs.

v Parafina (I) 1:30 hs.

v Parafina (II) 1:30hs.

v Formacién del taco.

v Corte con micrétomo (Leica RM2145)
v Coloracion con Hematoxilina y Eosina
v Montaje con balsamo sintético (Biopur)
v

Observacién microscépica (microscopio Olympus BX 51)

Inmunofluorescencia directa para recuento de células IgA positivas.

Se extirp6 el intestino grueso a las ratas y se proceso por técnica de congelacion. Se
lavaron las muestras con buffer de Michelle, se incluyeron en Cryoplast (Biopack) y se
realizaron cortes de 0,5 um en criéstato (Minotome). Las secciones fueron empleadas en

ensayos de inmunofluorescencia directa para determinar el nimero de células IgA+ en cada
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lote. Se eliminé el medio de inclusiéon con acetona y se realizaron dos lavados en buffer
PBS (DAKO). Se incubaron los cortes 30 minutos con anticuerpo a-IgA FITC (F0204,
dilucién 1:50) (DAKO), seguidamente se hicieron nuevos lavados y se cubrieron los
preparados con medio de montaje (Fluorescent Mounten Medium-DAKO). Se conté el
numero de células IgA+ en 30 campos de 100 aumentos empleando un microscopio BX51
de epifluorescencia (OLYMPUS). El resultado se expresé en numero de células IgA+/10
campos.

Se utiliz6 el anticuerpo policlonal de conejo IgA FITC (F0204) (DAKO) anti IgA
humana purificado y conjugado con isotiocianato de fluoresceina isémero 1. Dilucién

empleada 1:50.

Técnica de inmunohistoquimica (IHQ).

Cortes histolégicos de 5 um incluidos en parafina y montados sobre portaobjetos,
fueron procesados para IHQ empleando el método del polimero de dextran. Luego de
remover la parafina en xileno durante 20 minutos, las secciones fueron hidratadas con
alcohol etilico 100%, alcohol 95%, alcohol 75% y alcohol 50% durante 5 minutos cada
uno, seguido de un pasaje por buffer PBS (buffer fosfato salino) 5 min. Seguidamente, se
procedi6 al bloqueo de la peroxidasa endégena con 0,3% H,O, 0,3% durante 15 minutos
en camara humeda.

Las muestras fueron colocadas en buffer TRIS-acido etilenodiaminotetraacético
(EDTA) pH 9,0 en una olla a presién durante 10 minutos para permitir la recuperacion
antigénica. Una vez concluida la recuperacion se dejaron enfriar las muestras a temperatura
ambiente y se realizaron 3 lavados con buffer PBS de 5 minutos cada uno.

Las muestras se incubaron con 50 ul del anticuerpo policlonal primario en camara
himeda durante 1 hora. Luego se realizaron 3 lavados con buffer PBS de 5 minutos cada
uno.

A continuacién se procedi6 a la incubacion con el sistema de deteccion, anti-Rabbit
PolyDetector HRP ILabel (Bio SB, BSB 0223) durante 30 minutos, lavandose luego 3 veces
con buffer PBS 5 minutos cada vez.

La reaccion fue revelada aplicando 50 pl de 3,3-diaminobencidina (PolyDetector
DAB®) durante 10 min. Posteriormente, se lavé con agua destilada durante 5 minutos y se
contrasté con hematoxilina. A continuacion se procedio a la deshidratacién en la siguiente
secuencia de alcoholes: alcohol 50%, alcohol 75%, alcohol 95%, alcohol 100% y finalmente

xilol, cada uno de los pasos de 5 minutos de duracién cada uno. Por ultimo los cortes se
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montaron con balsamo de Canada sintético (Biopur) para su posterior observacion
microscopica.

Para controlar la especificidad de la reacciéon IHQ se emplearon controles positivos
y negativos.

Se empled el anticuerpo policlonal de conejo purificado por afinidad B-catenina (H-
102): sc-7199 (Santa Cruz), un anticuerpo que reacciona con el extremo C-terminal
(aminoacidos 680 a 781) de la proteina de origen humano. Este anticuerpo puede utilizarse

para la detecciéon por IHQ de B-catenina en ratén, rata y humanos. Dilucién empleada

1:400.

Indice de expresién inmunohistoquimica.

En los cortes inmunomarcados se considerd: reaccién en célula tumoral versus
normal, intensidad medida en cruces + (1=leve), ++ (2=mediana), +++ (3=fuerte) y
porcentaje de la reaccion (0= sin reaccidn, 1=<5%, 2=5-30%, 3=30-60%, 4=>60%).

Cada muestra fue coloreada y comparada con una de referencia positiva y otra
negativa, previamente clasificada como de leve o fuerte intensidad de coloraciéon. La
inmunoreactividad fue evaluada en la extensiéon completa del tumor por un mismo
patdlogo, sin conocimiento del grupo al que pertenecia o del tratamiento que se aplico al
animal.

Siguiendo los lineamientos de J. F. You y colaboradores, P. Grabowski y
colaboradores (277) y la expresién semicuantitativa de K. Ajioka y colaboradoes (278) en
cancer colorectal, se utilizo para el presente estudio un “indice de expresion antigénica”, el

cual estuvo conformado de la siguiente manera:

Indice de expresion = intensidad de la reaccién x porcentaje de la reaccion

La expresion fue considerada de la siguiente manera:

v Indice 0: reaccion Ausente,
v Indice entre 1 a 6: reaccion Débil,
v Indice entre 7 a 12: reaccién Fuerte.
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I
Estudios bacteriolégicos.
Recuento de lactobacilos y anaerobios totales en materia fecal.

Se tomaron muestras de materia fecal de forma espontanea, las mismas fueron
colocadas en recipientes estériles tarados, obteniéndose por diferencia el peso de la
muestra. Se realiz6 una suspensiéon en un caldo extracto de levadura al 0,05% reducido.
Esta dilucién 1:10 (1g de materia fecal en 10 ml de caldo) proporciona una concentracion
aproximada de 10" UFC/ml, en base al estimado de 10" UFC/g de materia fecal. A partir

de esta se realizan tres diluciones como sigue:

Tubo A 1:100 10° UFC/ml
Tubo B 1:100 10" UFC/ml
Tubo C 1:100 10° UFC/ml

Las diluciones A, B y C se sembraron en agar Rogosa (selectivo para lactobacilos) y
agar BHI suplementado con sangre al 5% (para recuento de anaerobios totales). Las placas
de agar Rogosa se incubaron a 37°C durante 48 horas en atmoésfera reducida de CO, y las
de agar sangre a la misma temperatura en jarra de anaerobiosis. Luego se contaron las

colonias y los resultados fueron expresados en UFC/g de materia fecal.

Materiales.
1,2-Dimetilhidrazina (DMH).

La DMH se emple6 como catcindgeno en dosis de 20 mg/kg de peso
intramuscular (IM) durante 8 semanas. La droga fue adecuadamente reconstituida en acido
etilendiaminotetraacético 1 mM (2,92 g de EDTA en 100 ml de solucién fisiologica) y
llevada a pH 7,0 con bicarbonato de sodio 1M (8,5 g de H,COsNa en 100 ml de SF). Se
disolvi6 la DMH en el 60% del volumen final con EDTA 1 mM, se llevé a pH con
H,CO;3Na 1 M gota a gota y luego se completd el volumen con EDTA 1 mM.

Los animales fueron inyectados por la misma persona a primera hora de la mafiana.
La administraciéon de la DMH se realiz6 previa sedacion con ACEDAN® (maleato de
acepromacina, 10 mg/ml, Holliday Scott) intraperitoneal (IP) segun el peso de cada animal
(Figura 7).

Las drogas se almacenaron en lugar fresco y bien ventilado, lejos de sustancias
incompatibles y claramente se indic6 su peligrosidad en el envase. Para su manipulacion se
emplearon las normas de bioseguridad requeridas. Las dosis necesarias de droga se

prepararon el dia previo a su empleo.
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/i % 7
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Figura 7: a, administracion intraperitoneal de ACEDAN®. b, inyeccion de DMH intramuscular.

Bioflora® (Laboratorio SIDUS).

Es un probidtico formulado con bacterias intestinales aisladas de personas sanas,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Streptococcus faecalis y Bifidobacterinm brevis. Las cepas
que componen Bioflora® han sido especialmente seleccionadas basiandose en experimentos
en animales que demostraron su inocuidad. La cadena de frio es condicién necesaria para
garantizar la vida de los microorganismos.

Cada frasco de Bioflora® contiene:

Férmula:

Lactobacillus plantarum 3,3x 10" U.F.C.
Lactobacillus casei 33x 10’ U.F.C.
Streptococcus faecalis 3,3x 10" U.F.C.
Bifidobacterium brevis 1,1 x 10" U.F.C.
Excipientes:

Azicar 35¢

Aerosil 0,1g

Esencia de frutilla 0,15¢g

Rojo Punzé 0,002 ¢
Esencia de crema 0,15¢

Leche descremanda en polvo c.s.p. 7,6 ¢

La suspension se reconstituyé en 25 ml de agua destilada y se suministré a los
animales por via oral 1ml por dia en forma ciclica durante siete dias, seguidos de cinco dias

de descanso (Figura 8).
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Figura 8: administracion de Bioflora® por via oral a las ratas.

Capecitabina (Xeloda®, Laboratorio Roche).

La capecitabina es un carbamato de fluoropirimidina (Figura 9) no citostatica que
administrada por via oral actia como un precursor del citotéxico 5-fluoruracilo (5-FU).
Tras ser administrado por via oral, se absorbe con facilidad en el tubo digestivo. En el
higado, una carboxiesterasa hidroliza gran parte del componente, transformandolo en
5’deoxi-5 fluorocitidina. A continuacién la histidina deaminasa, una enzima presente en la
mayoria de los tejidos, incluso en los tumores, convierte la 5’deoxi-5fluorocitidina en deso-
5- fluorouridina. Luego la enzima timidina fosforilasa hidroliza esta ultima en la droga

activa el 5-FU, que inhibe la sintesis de ADN vy retarda el crecimiento del tejido.

HQ, OH

)
5,
oo Nk(\kN)\\ O/\\\/
H
F

Figura 9: estructura molecular de la capecitabina.

La capecitabina se presenta en comprimidos de 150 y 500 mg. Se emplearon
tabletas de 500 mg, las que fueron molidas en un molino chico Retsch Miihle luego se
resuspendi6 en buffer citrato 40 mM (pH 6,0) con 5% de goma arabiga como vehiculo y se

homogeneizé en un lavador ultrasénico Test Lab. Esta suspension se prepard de modo que
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contenga 359 mg/ml (276). La droga asi preparada no puede ser administrada por via oral
por lo que se debi6 suministrar por sonda orogastrica (Figura 10).
La dosis empleada para tratar a los animales fue de 359 mg/kg de peso/14 dias con

una semana de descanso, continuandose el tratamiento hasta el fin del experimento. ILa

misma fue suministrada por gavage mediante sondas de alimentacién (Fine Science Tools,

Reusable feeding needl 18061-50, 1.25 mm de diametro, 50 mm de largo)

Figura 10: sonda de alimentacion empleada para suministrar la roga quimioterapéutica (a) y
administracion orogastica de Capecitabina uno de los animales (b).

Disefios experimentales.
Desarrollo de un modelo de carcinogénesis colorrectal por inducciéon con
dimetilhidrazina.

Se utilizaron 35 ratas Wistar Lewis macho divididas al azar en dos grupos de 15y
un grupo control de 5. El grupo DMH dosis baja se inyectd con 1,2 dimetilhidrazina en
una dosis de 15 mg/kg de peso IM una vez a la semana durante seis semanas consecutivas.
El grupo DMH dosis alta recibié una dosis de 20 mg/kg de peso IM una vez a la semana
durante ocho semanas consecutivas. El grupo control se inyectd con el vehiculo de
suspension de la DMH, acido etilendiaminotetraacético 1 mM (2,92 g de EDTA en 100 ml
de solucion fisiologica).

Debido a las caracteristicas de la droga, las hidrazinas son irritantes locales, se
alterné la zona de inyeccién, una semana la pata derecha a la siguiente la izquierda y asi
siguiendo, para evitar lesiones por esta causa.

A las 24 semanas de finalizado el periodo de induccién se realizo la eutanasia y los

correspondientes estudio anatomopatolégicos.
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| | |

Grupo DMH >
15 mg/kg n=15

Grupo DMH | | | >
20 mg/kg n=15

Grupo Control | | |

n=5 >

Modelo de induccion de cancer colorrectal con suplemento de Bioflora®

Se utilizaron 35 ratas Wistar Lewis macho. Los animales se dividieron al azar en dos
grupos de 15, divididos en 3 lotes de 5 y un grupo control de 5. El grupo DMH se inyect6
con 1,2 dimetilhidrazina en una dosis de 20 mg/kg de peso IM una vez a la semana durante
ocho semanas consecutivas. El grupo DMH+Biolfora® recibié la misma dosis de DMH y
se le suministré 1 ml de Bioflora® por dia durante una semana antes de comenzar la
induccion con el carcindgeno y luego de la misma en forma alternada por 5 dias con 5 dias
de suspension hasta el final del experimento 6 meses luego de finalizada la induccion. El
grupo control se inyecté con el vehiculo de suspensiéon de la DMH, 4cido
etilendiaminotetraacético 1 mM (2,92 g de EDTA en 100 ml de solucion fisiologica).

Fueron sacrificados bajo atmosfera de CO, 3 animales de cada grupo (elegidos al
azar uno por jaula) y uno del grupo control; a los 2, 3, 4, 5 y 6 meses luego de finalizada la

induccioén.
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Modelo de inducciéon de cancer colorrectal con suplemento de Bioflora® vy
tratamiento con capecitabina.

Se utilizaron 35 ratas Wistar Lewis machos. Los animales fueron manipulados
manualmente, evitando el estrés al maximo, por operadores entrenados. L.os mismos
fueron divididos en cuatro grupos: Grupo DMH, Grupo DMH+Capecitabina: induccion
con DMH y tratamiento con quimioterapia, Grupo DMH+Capecitabina+Biolfora®:
induccion con DMH mas administraciéon de Bioflora® y tratamiento con quimioterapia y

Grupo Control.

Grupo DMH ! ! >
DMH 8 sem. 90 dias 14 dias capecitab. 7 dias descanso

Grupo DMH+ | | | | | >
Capecitabine

DMH 8 sem. 180 dias 14 dias capecitab. 7 dias descanso
Grupo DMH+ | | | | 1 >
Bioflora+Capec. |/ I mrrrrrrri

7 dias Bioflora Bioflora 5 dfas/ 5 dfas de descanso

EDTA+SF 8 sem.

Grupo Control ! I >

A los grupos DMH, DMH+Capecitabina y DMH+Capecitabina+Biolfora® se les
inyecté DMH intramuscular 20 mg/Kg de peso una vez a la semana durante 8 semanas.
Todos los animales fueron inyectados por la misma persona a primera hora de la mafiana.
Los animales del grupo DMH+Capecitabina recibieron ademas tratamiento quimioterapico
mediante gabbage con capecitabina Xeloda® (Roche) 359 mg/kg de peso por 14 dias con 7
de descanso a partir de los 90 dfas de la ultima dosis de DMH, ya que en el experimento
anterior se observaron poélipos adenomatosos en todos los animales luego de ese periodo
de tiempo. Los animales del grupo DMH+Capecitabina+Biolfora® recibieron el mismo
tratamiento que el grupo DMH+Capecitabina y un probidtico (Bioflora®, laboratorio
SIDUS). Se le suministré 1 ml de Bioflora® por dia durante una semana antes de comenzar
la induccién con el carcinégeno y luego de la misma en forma alternada por 5 dias con 5
dfas de suspension hasta completar el experimento.

Este grupo comenzé a recibir el tratamiento quimioterapico a los 180 dias de

finalizada la induccién con el carcinégeno ya que la administraciéon del probidtico retarda la
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aparicion de las lesiones. El grupo control se inyecté con el vehiculo de suspension de la
DMH, acido etilendiaminotetraacético 1 mM (2,92 g de EDTA en 100 ml de solucién

fisiologica).
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Historia clinica
Identificaciéon del animal:
Identificacion de la jaula:

Raza: Wistar-Lewis

Fecha de nacimiento (dd/mm/aa):

/

/
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D

/\

/\

/

/

\__/
\ /

Investigador que llena la H.C.......oooiiiiiiiieeec e

ANTECEDENTES HEREDITARIOS

Madre Padre
ID: F.N: ID: F.N:
Fallecio: Causa: Fallecio: Causa

Datos de interés sobre el animal antes de su
(=] ] (=T = OO PP PP PP TOPPPPPPPRPINY

CRITERIOS DE INCLUSION
Para ser incluidos en este estudio los animales deberan cumplir todos los criterios detallados abajo,
redondear la opcion correcta:

Sexo Masculino: Cumple/No Cumple

Tener ocho semanas de edad + 2 semanas: Cumple/No Cumple

No presentar ninguna enfermedad previa ni actual: Cumple/No Cumple

No haber sido sometido a ningun tratamiento previo aun intrauterino: Cumple/No Cumple

Examen fisico normal: Cumple/No Cumple

CRITERIOS DE EXCLUSION

Cualquiera de las siguientes situaciones se considera criterio para excluir al animal de este estudio:

Cualquier anormalidad fisica
Alteraciones del comportamiento
Dificultad para alimentarse
Disminucion de mas del 10% del peso corporal

Redondear la opcion correcta:
ESTE ANIMAL Cumple / No Cumple LOS CRITERIOS PARA INGRESAR AL ESTUDIO.

DIETA

Fecha de inicio (dd/mm/aa): / /

EVOLUCION

Fecha

Observaciones
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Planilla de Autopsia

Fecha:. ..,

Descripcion:

Examen externo:

Organo

Observaciones

Pulmén derecho

Pulmén izquierdo

Bazo

Higado

Rifon derecho

Rifdn izquierdo

Intestino delgado

Intestino grueso

Notas:
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Parte Diario

Fecha: ..... [ocil..... Hora: ....... @ .......

Iltem

1 Condiciones ambientales

1.1 [Controles

Ambiente Exterior Box Bioterio

Temperatura (°C)

LN PEEN
=
N|[—

Humedad (%)

Box Bioterio

Si No

Ventilacion

— -
—_— -

lluminacion

Factores ambientales

Ruidos

— ] —
NN ==
YN L NN I

Productos quimicos

Cuidados de los animales

Nin

1 [Practicas generales

2.1.1 | Recepciéon de animales de otro PGl

2.1.2 | Acondicionamiento y cuarentena

2.2 |Cuidado de los animales

2.2.1 | Alimento |Dieta Basica

Otro

2.2.2 | Agua

2.2.3 | Cama / Recoleccion de desechos

3 Mantenimiento de las instalaciones

3.1 | Visualizacién de plagas |

Bien Regular Mal

3.2 |Limpieza y medidas sanitarias

Observaciones del
LYo 1172 Uo Lo Y - R
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Resultados

I
Efecto de un probidtico sobre tumores colorrectales inducidos con 1,2

dimetilhidrazina en ratas.

Para determinar la incidencia, localizaciones, tipos y tamafos de lesiones
colorrectales desarrolladas en dos grupos de ratas, uno alimentado con alimento balanceado
habitual y otro al que se suplementé la dieta con probidticos (Bioflora®) se utilizaron 35
ratas Wistar Lewis macho. Los animales se dividieron al azar en dos grupos de 15, divididos
en 3 lotes de 5 y un grupo control de 5. El grupo DMH se inyect6 con 1,2 dimetilhidrazina
en una dosis de 20 mg/kg de peso IM una vez a la semana durante ocho semanas
consecutivas. El grupo DMH+Bioflora® recibié la misma dosis de DMH y se le
suministré 1 ml de Bioflora® por dia durante una semana antes de comenzar la induccién
con el carcindégeno y luego de la misma en forma alternada por 5 dias con 5 dfas de
suspension hasta el final del experimento 6 meses luego de finalizada la induccion.

La evolucién de los animales fue seguida mediante partes diarios e historias clinicas.
Fueron sacrificados bajo atmoésfera de CO, 3 animales de cada grupo (elegidos al azar uno
por jaula) y uno del grupo control; a los 2, 3, 4, 5 y 6 meses luego de finalizada la induccion.
Se realiz6 el estudio anatomopatolégico que incluyé intestino delgado, grueso, recto,
pulmones, bazo, higado, rifiones y ganglios mesentéricos. Se inmunomarcaron cortes
incluidos en parafina para identificar la localizacién de -catenina en la mucosa coldnica
normal y en las distintas lesiones desarrolladas.

Se realizaron ademads cortes por congelacion para la deteccion de células IgA
secretoras (Rb IgA/FITC, DAKO F0204) por inmunofluorescencia directa en el intestino
grueso de los animales de los distintos grupos.

Se observaron diferencias significativas (p<<0.001) en la incidencia de lesiones
colorrectales entre ambos grupos. Se hallaron lesiones en 12 de los 15 animales que
consumieron alimento balanceado habitual y solo en 5 de los 15 a los que se les suplemento
la dieta con Bioflora®. Los animales del grupo control no desarrollaron ningin tipo de
lesion.

En el primer sacrificio, realizado 2 meses luego de finalizada la induccién con el
carcindégeno quimico, se observaron dos adenocarcinomas intramucosos en el grupo DMH
y no se encontraron lesiones en el grupo DMH+Bioflora®. En el segundo sacrificio se
observaron polipos adenomatosos en los tres animales del grupo DMH y no fueron
halladas lesiones en el grupo DMH+Bioflora®. En el tercer sacrificio se detectaron
adenocarcinomas en dos animales del grupo DMH y un pdlipo y un adenocarcinoma en un

animal del grupo DMH+Bioflora®. Al realizar el cuarto sacrificio se encontraron lesiones
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en todos los animales del grupo DMH y s6lo en uno del grupo DMH+Bioflora®. En el
ultimo sacrificio, 6 meses luego de finalizada la induccién con DMH, se localizaron lesiones
carcinomatosas en todos los animales de ambos grupos. El nimero y localizaciéon de las

lesiones para ambos grupos se detalla en las tablas 4 y 5.

Grupo DMH Palipos Tumores Metastasis
rata N° N° Localizaciéon N° Localizacion N° Localizacion
1°sacrificio 1 1 CT
2 1 CD
3
2°sacrificio 4 3 CD
5 2 CD
6 2 CT
3°sacrificio 7
8 2 CD-R
9 2 CA-CT
4°sacrificio 10 2 CA
11 3 CD-R
12 1 CA
5°sacrificio 13 1 CD
14 3 CD
15 3 CD 3 G
Tabla 4: numero, localizaciones y metastasis encontradas en el grupo DMH en los distintos sacrificios.
Grupo DMH
+Bioflora® Polipos Tumores Metastasis
rata N° N° Localizaciéon N° Localizacion N° Localizacion
1°sacrificio 1
2
3
2°sacrificio 4
5
6
3°sacrificio 7 1 CT 1 CD
8
9
4°sacrificio 10 1 CA
11
12
5°sacrificio 13 1 CD 2 CA-CD
14 2 CD-R
15 1 CA 3 G

Tabla 5: numero, localizaciones y metastasis encontradas en el grupo DMH+Bioflora® en los distintos

sacrificios.
Referencias: CA: colon ascendente; CD: colon descendente; CT: colon transverso; R: recto; G: ganglios
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Las localizaciones y tipos tumorales son semejantes a las que se observan en humanos

(Figuras 23 y 24).

Pdélipos Grupo Pélipos Grupo
Localizaciones DMH+Bioflora® DMH
Colon Ascendente 0 (0%) 1(10%)
Colon Descendente 1 (25%) 2 (20%)
Colon Transverso 2 (50%) 7 (70%)
Recto 1 (25%) 0 (0%)

Localizaciones pélipos Grupos DMH y DMH+Bioflora®

O Grupo DMH+Bioflora®
O Grupo DMH

7
6
5
4
3
2

CD

CT R

Figura 23: Localizaciones de los polipos hallados en los grupos DMH y DMH+ Bioflora®. Referencias: CA:
colon ascendente; CD: colon descendente; CT: colon transverso; R: recto

Tumores Grupo Tumores grupo
Localizaciones DMH+Bioflora® DMH
Colon Ascendente 3 (60%) 3(17,5%)
Colon Transverso 0 (0%) 2 (11,8%)
Colon Descendente 2 (40%) 10 (58,8%)
Recto 0 (0%) 2 (11,8%)

Localizaciones tumores grupos DMH y DMH+Bioflora®

O Grupo DMH+Bioflora®
O Grupo DMH

Figura 24: Localizaciones de los tumores hallados en los grupos DMH y DMH+ Bioflora®. Referencias:
CA: colon ascendente; CD: colon descendente; CT: colon transverso; R: recto
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El nimero de células IgA+ se incrementa significativamente (p<0.01) en el
intestino de los animales que recibieron suplemento de probidticos (Grupo DMH+
Bioflora®), con respecto a los animales a los que no lo consumieron (Grupo DMH). No

observandose diferencias significativas entre el Grupo DMH+ Bioflora® y el control

(Figura 25).

Células IgA+

n° células/10

campos

B Grupo DMH
O Grupo DMH+B

Control

Sacrificios

Figura 25: promedio del ndmero de células IgA+ en los distintos sacrificios para los tres grupos
estudiados.

En el Grupo DMH+ Bioflora® se observa un aumento de las placas de Peyer con
dilatacion de los linfaticos subyacentes y acumulaciéon de linfocitos en dichos vasos (Figura
27). En el mismo nivel se observa mayor cantidad de linfocitos intramucosos y en sectores

con moderada exocitosis intraglandular de mas de 3 por glandula (Figura 28).

y g\ [N ™ O SN AN SN
Figura 26: Grupo Control, corte transversal de mucosa coldnica normal. Se observan las cuatro capas de
la pared, mucosa (m), submucosa (sm), muscular externa (me) y serosa (s). Hematoxilina & eosina.
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Figura 27: Grupo DMH+Bioflora®, mucosa normal (a), la lamina propia (Ip) se observa muy infiltrada de
linfocitos y la muscular de la mucosa (mm) en la base de las glandulas se hace dificil de reconocer.
Linfocitos intramucosos (b) que pueden reconocerse por su nucleo redondeado, pequefio e
hipercromatico (flecha). Hematoxilina & eosina.
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Figura 28: Grupo DMH+Bioflora®, mucosa normal de colon de rata, en la submucosa se observa un
aumento de las placas de Peyer (PP) con dilatacion de los linfaticos subyacentes (a) y un vaso linfatico
con acumulacion de linfocitos (b, recuadro). Hematoxilina & eosina.
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I
Cuando analizamos lo obtenido en relacién a 3-catenina, se observé una marcacion

fuerte (indice de reaccion=12) en membrana plasmatica y débil en citoplasma (indice de
reacciéon=4,8) en los tejidos que no presentaron lesiones del grupo Control. En los Grupos
DMH y DMH+ Bioflora® se encontré una reaccion fuerte tanto en membrana (indice de
reaccion=12) como en citoplasma (indice de reaccion Grupo DMH=7, indice de reacciéon
Grupo DMH+ Bioflora®=8,6). No se observé reaccién en los nuicleos de los tejidos

normales de ninguno de los grupos (Figuras 29 y 30, Tabla 06).

indice de expresién de B-catenina en tejido normal

14

12
10
8 -
6
41
2
0

Membrana‘Citoplasma‘ Nucleo Membrana‘Citoplasma‘ Nicleo Membrana‘CitopIasma‘ Nucleo

Control Grupo DMH Grupo DMH+B

Figura 29: M: membrana, C: citoplasma, N: nucleo.

Grupo indice de expresion
Membrana 12
Citoplasma 4,8
Control Nucleo 0
Membrana 12
Citoplasma 7
Grupo DMH Nucleo 0
Membrana 12
Citoplasma 8,6
Grupo DMH+B | Nucleo 0

Tabla 6: indice de expresion de B-catenina en tejido normal.
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Figura 30: Marcacién inmunohistoquimica para p-catenina en mucosa coldénica normal, se observa la
marcacion en membrana plasmatica y citoplasma de las células epiteliales (ce). Contraste Hematoxilina.

En los poélipos se observé una expresion similar en los grupos DMH y DMH+
Bioflora® con un indice de reaccién fuerte tanto en citoplasma como en membrana

plasmatica y débil en nicleos (Figuras 32y 33, Tabla 7).

Porcentaje de expresion de B-catenina en pélipos

14

12

10

o |

Membrana‘Citoplasma‘ Nuicleo Membrana‘Citoplasma‘ Nuicleo Membrana‘CitopIasma‘ Nucleo

Control Grupo DMH Grupo DMH+B

Figura 31: M: membrana, C: citoplasma, N: nucleo.

Grupo indice de expresién
Membrana
Citoplasma
Control Nucleo

Membrana
Citoplasma
Grupo DMH Nucleo

Membrana
Citoplasma
Grupo DMH+B Nucleo

gjo|jo |~ |O|Oo|(Oo|o|O

o|o

Tabla 7: indice de expresion de B-catenina en polipos.
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Figura 32: Marcacién inmunohistoquimica para B-catenina en pdlipo (a). Se observa una disminucion
en la intensidad de la marcacion en la membrana de las células epiteliales, un aumento de la
marcacion citoplasmatica y un escaso numero de nucleos marcados (b). Contraste Hematoxilina.

90



Resultados

I
En los adenocarcinomas se observa una disminucién importante del indice de

expresion de membrana citoplasmatica que pasa a ser débil. El indice en citoplasma es muy
semejante al que se observa en los pélipos y aparece una reacciéon nuclear fuerte que esta

presente en todos los adenocarcinomas estudiados (Figuras 33 y 34, Tabla 8).

indice de expresion de B-catenina en adenocarcinomas

14

12

10
8
6
4
2 _ _
0

Membrana‘CitopIasma‘ Nuicleo Membrana‘CitopIasma‘ Nicleo Membrana‘CitopIasma‘ Nucleo

Control Grupo DMH Grupo DMH+B

Figura 33: M: membrana, C: citoplasma, N: nucleo.

Grupo indice de expresién
Membrana 0
Citoplasma 0
Control Nucleo 0
Membrana 3
Citoplasma 9
Grupo DMH Nucleo 10,5
Membrana 3,8
Citoplasma 9
Grupo DMH+B | Ndcleo 11

Tabla 8: indice de expresidn de B-catenina en adenocarcinomas.
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Figura 34: Marcacion inmunohistoquimica para B-catenina en adenocarcinoma (a). Se observa una
importante disminucion en la marcacion de membrana en las células del adenocarcinoma, una moderada
marcacion citoplasmatica y la aparicion de una intensa marcacion nuclear (b). Contraste Hematoxilina.
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Cuando se comparan los indices de expresion de B-catenina en las distintas

localizaciones en tejido normal, pélipos y adenocarcinomas, no se observan diferencias

entre los grupo DMH y DMH+Bioflora® (Figuras 35 y 36, Tabla 9).

14

indice de expresion de B-catenina en el grupo DMH

12

10

Membrana

N P ‘ A

Citoplasma

Nicleo

Figura 35: N: tejido normal, P: pdlipos, A: adenocarcinomas.

14

indice de expresién de B-catenina en el grupo DMH+Bioflora

12

10

0 |
‘ P ‘ A N P ‘ A N ‘ P A
Membrana Citoplasma Nucleo
Figura 36: N: tejido normal, P: pdlipos, A: adenocarcinomas.
Localizacién |IE grupo DMH | IE grupo DMH+B
Normal 12 12
Pdlipos 9 8
Membrana Adenocarcinomas 3 3,8
Normal 7 8,6
Pdlipos 9 9,5
Citoplasma Adenocarcinomas 9 9
Normal 0 0
Pdlipos 1 0,5
Nucleo Adenocarcinomas 10,5 11

Tabla 9: IE: indice de expresion en inmunohistoquimica para 3-catenina en las distintas localizaciones.
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Conclusiones generales

Las ratas y los ratones responden bien a carcinogénos quimicos, pero con grandes
variaciones entre las razas (197) mostrando incluso distinta susceptibilidad para cada uno
de los segmentos anatémicos del colon (198). Las razas mas sensibles a la DMH son
Fisher, Sprague-Dawley y BD-IX. Diferentes autores, utilizando distintos modelos de
induccion de cancer de colon, con variaciones en cuanto a la cepa de animales empleada, la
dosis, la via y el tiempo de administracion de la droga, obtienen variados porcentajes de
induccion de tumores (246, 247, 248). Por estas discrepancias halladas en la bibliograffa, fue
necesario desarrollar un modelo de carcinogénesis colorrectal que nos permita cumplir con
los objetivos de nuestro trabajo respetando el criterio de las 3R (reemplazo, refinamiento y
reduccion).

Nuestros estudios mostraron una relacién directa entre la dosis de dimetihidrazina y
el porcentaje de induccién de tumores desarrollados por los animales. Se pudo concluir que
los tipos histolégicos y ubicaciones de las lesiones en las condiciones experimentales fueron
semejantes a las encontradas en humanos para ambos grupos y en ninguno se encontraron
neoplasias distintas del tropismo del agente carcinégeno empleado.

La frecuencia aproximada de las distintas localizaciones de los carcinomas
colorrectales en humanos son entre 85 y 90% para los adenocarcinomas, 8 a 10% para los
carcinomas mucinosos, 2% para los carcinomas de células en anillo de sello y porcentajes
menores al 1% para otros tipos histolégicos (277). En nuestra experiencia, en el grupo al
que se administré 20 mg/kg de peso de DMH se hallé una frecuencia semejante, un 87%
de adenocarcinomas y un 13% de carcinomas mucosecretantes. No se registraron muertes
relacionadas con la aplicacion de la 1,2-DMH.

Se sabe que la IgA cumple un importante rol en la proteccién de las mucosas frente
a los patogenos. Se ha demostrado clinicamente que la administracién de probidticos
reduce la severidad y duraciéon de la diarrea viral, el riesgo de contraer diarrea del viajero y
el riesgo de la diarrea asociada al uso de antibidticos en nifios. En nuestro modelo el
incremento del numero de células IgA+ resulta dependiente de la dosis del probidtico, se
detecta un maximo a los 3 dfas que decae al nivel basal luego de 8 dias de consumo,
indicando que la administracion ciclica serfa mas conveniente para obtener un efecto de
estimulacion sostenido sobre el sistema inmune. Estos resultados son semejantes a los
encontrados en ratones, con la diferencia que el pico maximo de células IgA+ se obtiene
mas rapidamente en las ratas (16, 22). Probablemente el aumento de células IgA+ se deba

al elevado nimero de BL presentes en el intestino hasta el dia 15 postadministracién de
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Bioflora®. De acuerdo a estos resultados se eligié un esquema ciclico de suministro del
probidtico de 5 dias con 5 dias de suspension y una dosis de 1 ml/dfa.

Varios estudios indican que la microbiota intestinal es determinante en la salud. Su
composicion y actividad metabdlica constituyen un area de abordaje interesante para
mejorar la salud y reducir el riesgo de desarrollar cancer colorrectal, lo que puede llevarse a
cabo a través de suplementos en la dieta, como puede ser el consumo de probidticos (279).
El efecto de la dieta en la carcinogénesis puede darse por cambios en la actividad y
composiciéon de la microbiota intestinal (280). Los probidticos pueden modular las
actividades metabdlicas de la microbiota intestinal por tres posibles mecanismos:
compitiendo y desplazando otros componentes de la microbiota, produciendo sustancias
antibacterianas, incluyendo bacteriocinas, para controlar el crecimiento de otros miembros
de la microbiota y produciendo acido lactico y otros acidos organicos que disminuyan el
pH luminal y modulen asi la actividad enzimatica (281, 282, 283). En general, bacterias
como Bifidobacterinm y Lactobacillus poseen una muy baja actividad de enzimas que
convierten procarcindégenos en carcinégenos en comparacion con bacterias de los géneros
Bacteroides y Clostridium (284).

Shahani y col. observaron que el consumo de leche fermentada con L. acidophilus
puede reducir la poblacién de bacterias dafiinas e incrementar los niveles de lactobacilos en
el intestino (285), sugiriendo que la suplementacion con esta BL podria tener efectos
beneficiosos inhibiendo el crecimiento de bacterias que estarfan involucradas en la
produccién de promotores tumorales o procarcinégenos. No todos los estudios muestran
correlacion entre la administracion de probidticos y la actividad de la microbiota intestinal.
Bartram y col. sostienen que la microbiota fecal es relativamente estable y que no se ve
afectada por la administracion de B. /longum. Tannock y col. sostienen que los efectos
protectivos de las BL solo se observan cuando se encuentran en alta densidad en la
microflora fecal y su consumo es regular.

Al suministrar 1 ml de Bioflora® por dia a los animales y realizar el recuento de
lactobacilos y anaerobios en materia fecal encontramos que el recuento de anaerobios
totales decayo significativamente a los 5 dfas de su consumo y el de lactobacilos se duplicé
luego de 3 dias de administraciéon y se mantuvo estable durante los 15 dias subsiguientes,
demostrando que en este modelo el probidtico es capaz de influenciar la composicion de la
microbiota intestinal.

El desarrollo del cancer de colon es un proceso multifactorial influenciado por

factores genéticos, fisiologicos y ambientales (286, 281). En cuanto a los factores
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ambientales, el estilo de vida, en particular la dieta, puede afectar el riesgo de desarrollar
cancer colorrectal (279, 287). Se supone que la conexién entre la dieta y el cancer
colorrectal puede deberse a la influencia de la dieta en la microbiota intestinal y el
metabolismo bacteriano, haciendo de ambos factores relevantes en la etiologia de esta
enfermedad (288, 289).

Aunque los mecanismos a través de los cuales los probibticos podrian inhibir el
cancer de colon no han sido totalmente elucidados, se han descripto algunos posibles
mecanismos como la alteraciéon de la composicion y actividad metabdlica de la microbiota
intestinal, cambios en las condiciones fisicoquimicas del colon, unién a carcinégenos de la
dieta, produccién de acidos grasos de cadena corta, proteccion de la mucosa coldnica y
mejoramiento del sistema inmune (279, 281).

Dado el rol de la microbiota en la carcinogénesis colonica, se cree que los factores
que modulen de manera beneficiosa la composicién y/o la actividad de la misma podrian
inhibir el desarrollo del cancer colorrectal. Numerosas observaciones experimentales han
sefialado el potencial efecto protector de las BL. en el desarrollo del cancer de colon (290).
Como parte de la microbiota intestinal las BL serfan capaces de promover estos efectos
beneficiosos, retardando la carcinogénesis colonica influenciando las funciones
metabolicas, protectivas e inmunoldgicas en el intestino (291).

Algunas explicaciones para los mecanismos por los cuales los probidticos podrian
inhibir o retardar el desarrollo del cancer colorrectal incluyen: la alteracion de las
actividades metabdlicas de la microbiota intestinal, cambios cualitativos y cuantitativos en la
composiciéon de la misma, unién y/o degradacion de potenciales carcindgenos y
modulacion de la respuesta inmune del huésped (282, 283).

La evidencia de la capacidad de los probiéticos de unirse a los carcindgenos no es
concluyente (292) y dependeria del mutageno y la cepa bacteriana empleadas (284).

Varios estudios reportan el efecto de las BL en la fase de promociéon de la
carcinogénesis. Rowland y col. (293) encontraron que la administracion de B. longum (6 x
10’ UFC/dia), en ratas que recibieron azometano como inductor de la carcinogénesis,
inhibe la formacion de focos de criptas aberrantes. Ya que el tratamiento con el probidtico
comienza una semana luego de la exposicion al carcindgeno, estos resultados sugieren un
efecto en la fase temprana de promocioén de la carcinogénesis (284).

Goldin y col. (294) observaron una menor incidencia de tumores colénicos en ratas

que consumieron Lactobacillus GG antes, durantes y después de la induccién con DMH con
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respecto a los que solo lo recibieron después de recibir el carcindgeno, concluyendo que el
probidtico actuarfa inhibiendo la fase de iniciacién de la carcinogénesis.

Kumar y col. (295) testearon la eficacia de L. plantarum AS1 en la supresion del
cancer colorrectal inducido con DMH en ratas informando que esta BL es capaz de
disminuir la incidencia de tumores a través de su actividad antioxidante. Sin embargo, se
necesita una administracion mas prolongada de esta cepa para determinar el maximo efecto
inhibitorio.

Gallanger y col. (296) obtienen resultados inconsistentes cuando emplean un
protocolo de promocién de focos de criptas aberrantes en ratas junto con la administracién
de B. longum y L. acidophilus, los que ellos mismos atribuyen a las diferencias de edad en los
animales al momento de administrar la DMH.

Los probidticos son capaces de modular el sistema inmune de manera dependiente
de la cepa empleada (297), entre otras variables, por lo tanto las diferentes cepas podrian
inducir diferentes respuestas inmunes que llevarfan al retardo o a la inhibicién de la
carcinogénesis.

La administraciéon del probidtico Bioflora® no impidi6 el desarrollo de tumores
en los animales tratados con DMH, pero indujo un marcado retardo en el crecimiento de
los mismos. Dicho efecto podria deberse al aumento en un parametro importante como es
el nimero de células IgA+ de probada actividad antiinflamatoria. La determinaciéon de
otros parametros antiinflamatorios inducidos por Bioflora® permitird la sugerencia de su
empleo en la prevencion de tumores intestinales.

Iwamoto y col. describen la expresion de B-catenina en colon normal y neoplasico
(298). En la mucosa coldénica normal se localiza predominantemente en la membrana
plasmatica de los colonocitos, no observandose marcaciéon nuclear en todos los niveles de
las criptas y encuentran un patréon similar en 9 polipos hiperplasicos. En 58 polipos
adenomatosos se presenta inmunoreactividad tanto en el citoplasma como en el nucleo, la
cual es intensa y se presenta en el 100% de las células. La marcacién también es
citoplasmica y nuclear en los 83 adenocarcinomas estudiados. Ia intensidad de la
marcacion citoplasmatica es mayor en las células de los adenocarcinomas que en las de los
polipos adenomatosos. También estudiaron 12 adenocarcinomas en ratones obtenidos por
induccién con azoximetano y en todos ellos hallaron marcacién nuclear y citoplasmatica
para [-catenina. Este ultimo hallazgo se condice con nuestras observaciones para los
adenocarcinomas desarrollados en las ratas, sin embargo no encontramos diferencia en la

marcacion citoplasmatica entre los polipos y los adenocarcinomas y la marcacion nuclear en
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poélipos se encontré en un bajo porcentaje, pero nosotros no diferenciamos entre polipos
hiperplasicos y adenomatosos. Estas observaciones sugieren que la acumulacion nuclear de
B-catenina serfa un paso comun, potencialmente importante y posiblemente esencial en el
proceso de la carcinogénesis colonica.

La elevada expresion de B-catenina en citoplasma serfa consecuencia de la
incapacidad de la degradacion proteosémica, lo que llevaria a la traslocacion nuclear de la
proteina donde activaria la transcripcion de genes que promueven el proceso de
carcinogénesis colonica.

Si bien el grupo al que se suministré Bioflora® tuvo un indice de expresion
inmunohistoquimico para 3-catenina menor en polipos en el nicleo (IE=1 para el grupo A,
IE=0,5 para el grupo B), ello no es evidente cuando se desarrolla el adenocarcinoma,
donde no se observaron diferencias entre los grupos A y B en la expresiéon de -catenina y
en el aumento de la traslocacion al nicleo (IE=10,5 para el grupo A, IE=11 para el grupo
B). A pesar que el probidtico mejora el estado inmune a nivel del intestino, no parece tener
influencia en los mecanismos inhibitorios de sefiales que llevan al desarrollo tumoral.

Al efectuar la comparacion global de las distribuciones de sobrevida para evaluar el
efecto del probidtico en la sobrevida de los animales en tratamiento para cancer de colon
de todos los grupos estudiados (grupo DMH, grupo DMH+Capecitabina, grupo DMH +
Bioflora®+Capecitabina y grupo control) se encontré un nivel de significacion de
«=0,0001 menor a la requerida para la prueba (x=0,001) por lo que la diferencia entre los
grupos es altamente significativa.

Al analizar la comparacién entre pares de grupos se encontré una diferencia
significativa entre el grupo DMH vy el resto de los grupos (nivel de significacion requerido
«=0,005), no observandose diferencia significativa entre el grupo control y el grupo que
recibi6 Bioflora®.

La mucositis (inflamacién de las membranas mucosas) es una de las complicaciones
gastrointestinales mas problematicas asociadas a la quimioterapia para el cancer (299, 300).
Los pacientes pueden exhibir sintomas como dolor abdominal, nduseas, vomitos y diarrea.
Ademas la quimioterapia altera la composicién de la microbiota intestinal, lo que es critico
para el metabolismo de varias enzimas intestinales y la regulacién de las funciones inmunes.
Los regimenes basados en 5-fluoruracilo (5-FU), capecitabina e irinotecan, comunmente
usados en el tratamiento del cancer colorrectal se asocian frecuentemente con diarrea. La
diarrea severa puede ocasionar un desbalance metabdlico o nutricional y la neutropenia

asociada a diarrea es un riesgo para la vida del paciente. Se estima que un 20 a 45% de los
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pacientes en quimioterapia experimentan diarrea durante el tratamiento, lo que implica una
peor calidad de vida y resulta en interrupciones de la quimioterapia y prolongacion de las
internaciones hospitalarias (301, 302, 303). La excesiva motilidad intestinal puede ser
reducida usando drogas como loperamida y analogos de la somatostatina, pero estos
tratamientos también se asocian a efectos adversos, por lo que se necesitan maneras mas
simples y seguras de reducir la diarrea en estos casos. Osterlund y col. estudiaron el rol de
Lactobacillus rhamnosus GG en la prevencion de la diarrea de grado 3 o 4 inducida por la
quimioterapia adyuvante (5-FU) en pacientes con cancer colorrectal estadio B o C de
Dukes (n=126), que presentaron menos diarrea, menor dolor abdominal, debieron recibir
menos reducciones en las dosis de quimioterapia debido a la toxicidad intestinal y
requirieron menos cuidados intrahospitalarios (304). Ademds la administraciéon de
Lactobacillus rhamnosus GG no parece tener efectos adversos, es simple y de bajo costo. Los
autores observan como limitacién del estudio que no se incluyen pacientes tratados con
regimenes que contengan irinotecan, capecitabina u oxaliplatino, que son usados
comuinmente para el tratamiento del cancer colorrectal. El estudio tampoco es ciego ni
controlado con placebo, lo cual podria o no tener influencia sobre los efectos observados.

En un estudio de Von Biltzingsléwen y col. el uso de Lactobacillus plantarum durante
la administracion de 5-FU en ratas mejor6 la alimentaciéon y ayudé al mantenimiento del
peso corporal, pero no resultd efectivo en la prevencion de la diarrea (305).

Los resultados obtenidos muestran que Bioflora® favorece el tratamiento con el
quimioterapico empleado al aumentar la supervivencia, peso de los animales, disminuir las
manifestaciones clinicas del cancer; llevando a un retardo en el crecimiento tumoral. Estos
efectos serfan debidos a varios mecanismos a través de los cuales los probioticos pueden
actuar, entre ellos la modulacién de la microbiota intestinal no patégena y su capacidad

para ligar y degradar carcindgenos.

Conclusion final

Los probidticos juegan un rol protectivo en el proceso inicial de la carcinogénesis,
sin embargo es importante determinar como la administracion a largo plazo de estos
microorganismos resultarfa efectiva en la incidencia del cancer colorrectal en humanos.
Ademas existen desafios para el desarrollo de probidticos, incluyendo la seleccion de los
microorganismos mas apropiados, el control de su consumo en la dieta, el tiempo y la
frecuencia de las dosis recomendadas y el uso de biomarcadores para riesgo de cancer que

permitan monitorear su uso en ensayos clinicos. Se requieren modelos experimentales para
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entender los mecanismos especificos involucrados en la influencia de los probidticos en el
desarrollo del cancer de colon.

La gran variedad de resultados reportados en la literatura dejan a la luz cierta
controversia en cuanto a los efectos observados, especialmente la dificultad para comparar
los estudios debido a las variaciones en el tiempo de desarrollo de los experimentos, las
cepas bacterianas empleadas, las dosis y frecuencia de administracién de los probidticos. Es
de gran importancia que se desarrollen en el futuro estudios donde se definan vy
estandaricen las variables mencionadas, especialmente para dilucidar los mecanismos
involucrados en cada uno de los efectos observados (3006).

En el futuro sera necesario el trabajo interdisciplinario de las ciencias y tecnologias
en alimentacién, nutricién, microbiologfa, ingenierfa genética y biologia molecular para
ofrecer al mercado de consumidores productos accesibles y efectivos que ayuden a reducir
el riesgo de ciertas enfermedades, particularmente algunos tipos de cancer, y que actien
como adyuvantes en tratamiento especificos existentes para algunas enfermedades.

La significacion mas importante de esta tesis fue demostrar la inocuidad de la
administracién probidtica junto con un agente quimioterapico como la capecitabina
durante la terapia antitumoral, ya que no se observaron efectos colaterales que hubieran
podido bloquear el efecto del quimioterapico, ni se favorecieron mecanismos biologicos
que afecten el ciclo celular, mas alld de los que la droga carcindgena DMH indujo por si
misma.

La relacién entre los efectos adversos de la quimioterapia y la administraciéon de
probidticos es extremadamente compleja. Se requieren mas estudios que diluciden los
mecanismos de respuesta a la administracion de probidticos especificos durante el
tratamiento quimioterapico para que éstos se transformen en nuevas, econémicas y

beneficiosas terapias asociadas a las ya establecidas para el cancer colorrectal.
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