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RESUMEN

En el presente estudio se estandarizd un modelo experimental del cancer de
colon en ratones Baib/c inducido con 1,2-dimetilhidracina (DMH). Se determind
la DLsy; de DMH (55 mg/kg) en ratones de 20 g de peso corporal
Posteriormente se administréd la DMH en inyeccién subcutanea a una dosis
semanal de 20 mg/kg de peso corporal durante 24 semanas. Los animales se
sacrificaron periédicamente mediante anestesia profunda, se perfundieron y
posteriormente se extrajo el colon proximal, medio y distal.

El estudio histopatologico del colon confirma las primeras lesiones
progresivas a la semana 3 con inflamacion leve, criptas con discreta deplecion
mucosecretora y actividad mitdsica; a partir de la semana 7 aparecieron focos
de criptas aberrantes evidentes y su numero aumenté en funcion del tiempo de
induccion. Su localizacién fue principalmente en la parte distal del colon y se
caracterizaron por aumento de tamafio y de forma, se presentaron grupos de
criptas que variaron en namero de dos a ocho. En el periodo que corresponde
a las semanas 31 y 37 se desarrollé un adenocarcinoma intramucoso en la
parte distal del colon con evidencia de displasia y numerosos focos de criptas
atréficas. Finalmente para la semana 40 se presentd un carcinoma infiltrante
bien diferenciado en la parte distal que corresponde a una lesion tipica del
cancer de colon. Las primeras manifestaciones clinicas iniciaron a partir de la
semana 3 con diarrea y a la semana 30 se presentd sangrado anal.

El examen histopatologico demostrd una correlacion entre el periedo de
induccion y la aparicién de estructuras anormales. Por otro lado, los focos de
criptas aberrantes constituyen las primeras lesiones precursoras en la
carcinogénesis colénica que corresponden a los estadios tempranos de esta

neoplasia.
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ANTECEDENTES

1. Generalidades del Cancer

El cancer representa una serie de enfermedades que afectan a un amplio
rango de células y tejidos (Klug y Cummings, 1999}, con factores etiologicos
complejos, asi como multiples aspectos que participan en su proliferacién y
diversas complicaciones.

Las células cancerosas son consecuencia de la acumulacion de
numerosos dafios especificos, que influyen de manera determinante en su
crecimiento descontrolado caracteristico, la tumorigenicidad y la capacidad
metastasica. Muchas de estas alteraciones ocasionan cambios en elementos
que regulan el ciclo celular.

La incidencia especifica de ciertos tumores se incrementa notablemente
con la edad, lo cual sugiere la existencia de eventos a nivel molecular que
ocurren con baja frecuencia y que se presentan a menudo en las etapas tardias
de la vida de los individuos. Estos eventos estan constituidos por mutaciones
somaticas, que ocurren en los genes involucrados especificamente en el

desarrollo del cancer {Mas, 2007).

2. Epidemiclogia del cancer

El cancer es la principal causa de mortalidad a nivel mundial, se le atribuyen
7.9 millones de defunciones ocurridas en el 2007. Los principales tipos de
cancer que contribuyen a la mortalidad general anual son los siguientes:
pulmén (1.4 millones de defunciones), estomago (866, 000 defunciones), colon
(677, 000 defunciones), higado (653, 000 defunciones) y mama (548, 999
defunciones).

De acuerdo con las estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), se estima que las muertes por neoplasias sigan en aumento y alcancen
12 miliones de casos para el 2030 (OMS, 2010).




En México en el afio 2006, los tumores malignos ocuparon el tercer lugar
en la lista de causas de defuncién en el pais; con 63 888 fallecimientos. El
volumen representa el 12.9% del total de defunciones registradas. En los
varones, las tres principales causas de muerte por tumores malignos
corresponden a: prostata (17.1%), traquea, bronquios y pulmén (16.6%) y
estémago (10.4%). En las mujeres el 15.0% de las defunciones por cancer
maligno corresponden al de mama y 13.9% al cérvico-uterino; higado y vias
biliares intrahepaticas (9.2%) (INEGI, 2008).

En el afio 2008 los tumores malignos ocuparon el tercer lugar en la lista
de principales causas de defuncion en Jalisco; por dicha causa fallecieron 4
858 personas, el volumen representa el 13.5% del total de defunciones
registradas en el afio (Fig. 1).
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Fig. 1 Defunciones generales por sexo causadas por tumores malignos en Jalisco, 1999-2008.

En los varones los tumores malignos fueron la segunda causa de muerte
con 2, 419 defunciones, que representa el 12.4% de los fallecimientos. Las
principales causas de muerte por tumores malignos corresponden a: prostata
(18.6%), traquea, bronquios y pulmén (15.8%), estomago (7.3%) y colon
(5.8%). En las mujeres se ubica en la tercer causa principal de muerte con
2,439 decesos; es decir, 15% de las defunciones. Las defunciones por cancer
maligno corresponde al de mama (15.9%), cérvico-uterino (9.6%), traquea,
bronquios y pulmén (9.1%), higado y vias biliares (6.4%), estomago (6.0%) y
colon (4.8%) (INEGI, 2008).




3. Epidemiologia del cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor maligno del epitelio del colon y del
recto, y constituye una de las formas mas frecuentes de cancer (Nussbaum y
col.,, 2008), El CCR es un importante problema de salud publica ya que
representa una mortalidad anual mundial de mas de 500,000 (OMS, 2010).

Una de las caracteristicas mas importantes del cancer de colon, es su
diferente incidencia geografica. Las frecuencias mas altas se presentan en los
paises desarrollados como EEUU, Canadd y Nueva Zelanda donde se
incremenian ano con afo, y relativamente hajas en Mexico, Japén, India y
Africa del Sur. Sin embargo, las familias hispanas emigradas a EEUU, al cabo
de una generacién, presentan igual riesgo de incidencia que la poblacion
americana (Binghman y Riboli, 2008; Siegel y col., 2008). Este cancer parece
ser una enfermedad del progreso, ya gue su incidencia es paralela al estado
socioecondmico de los paises.

Se reporta que la mediana de supervivencia de los enfermos con CCR
diseminado, sin tratamiento citostatico es de 6 a 8 meses, con quimioterapia se
alcanzan supervivencias que oscilan entre los 12 y 18 meses. Los tratamientos
habitualmente logran tasas de respuesta que oscilan entre el 20-40%, pero
cuando se consideran exclusivamente los estudios aleatorizados mas
recientes, esta cifra desciende por debajo de 20%. Por lo tanto, los datos hasta
el momentc obtenidos son insuficientes y sefialan la necesidad de la bisqueda
de nuevas alternativas terapéuticas. En este sentido, la inmunoterapia o terapia
biclogica del cancer, la cuarta modalidad de tratamiento de las neoplasias
malignas, que completa a las tres clasicas ({cirugia, radioterapia vy
guimioterapia), es muy prometedora y a partir de ella se estan desarroliando
huevas estrategias para el tratamiento del cancer (Coca y col., 2005).

l.os factores de riesgo para desarrollar esta neoplasia se han estudiado
ampliamente, estableciéndose que es sensible a condiciones ambientales, a
los habitos alimentarios como grasa, fibra dietética y alcohol; ademas se ha

relacionado con antecedentes familiares de CCR (Mas, 2007).
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4. Factores de riesgo del cancer colorrectal

Grasa dietética

El factor de riesgo principal para el desarrollo del CCR es |a dieta. L.as dietas
ricas en grasa total y animal estan asociadas con riesgo incrementado para
cancer de colon en el humano (Hill y col., 1971; Statiand, 1992); este tipo de
dieta contiene cantidades mayores de aminas heterociclicas {(a partir de las
proteinas de la carne). Especificamente, la grasa incrementa la produccion de
acido biliar y en ditimo término aumenta ta exposicion de la mucosa del

intestino a los efectos toxicos de los acidos biliares (Wynder y Reddy, 1877).

Fibra dietética

El papel de la fibra dietética en la carcinogénesis del colon fue propuesto por
primera vez por Burkitt (1969). La idea surgi¢ de su observacion clinica de que
el cancer de colon (y otras alteraciones) es de baja incidencia en Africa, donde
la dieta es rica en alimentos no procesados. Estudios han descrito que una
disminucién del riesgo se ha asociado con el consumo de verduras (Lampe y
col.,, 1992: Steinmetz y Potter, 1991). Ademas del efecto de la fibra, las
verduras contienen un gran numero de sustancias, tanto micronutrientes como
carotenoides y ascorbato, como no nutrientes tal es el caso de los fenoles, los
flavonoides, los isocianatos y los indoles, con una diversidad de potentes
propiedades anticarcinégenas, debido a que la fibra se une a los acidos
biliares, disminuye el tiempo de transito, aumenta el volumen de las heces y
fermenta los &cidos grasos volatiles (Stephen y Cummings, 1980), ademas
disminuye el pH y reduce la conversiéon de los 4cidos biliares primarios en
secundarios (Burkitt, 1971; Shankar y Lanza, 1991).

Thorton (1981) propuso que un pH colonico alto promueve la formacion
de cocarcindgenos a partir de acidos biliares degradados por bacterias o
colesterol, proceso que es inhibido a pH fecal inferior a 6.5. Los estudios de
Walker y Walker (1992) proponen que las personas familiarmente propensas al

desarrollo del CCR y con un pH fecal alto deberian ingerir mas fibra vegetal.




Consumo de alcohol

Desde finales de los afios 60s, se describe una relacion entre el carcinoma
rectal y el consumo de alcohol (Morales y col., 1990); sin embargo, el colon en
si parece afectarse en menor medida. Estudios de experimentacion animal han
demostrado que aunque el alcohol no es un carcinégeno en si mismo, posee
un efecto favorecedor del desarrollo de cancer, es decir cocarcinogenico
(Simanowski y col., 1991). El alcohol actia desplazando los inhibidores de la
dieta {(Stemmermann y col., 1990).

Factores genéticos
En la poblacién general, la mayoria de los casos del cancer colorrectal se
presenta de forma esporadica, sin embargo de 5-6% de los casos aparecen en
familias con predisposicion genética a padecer este tipo de neoplasia. El
prototipo de estos canceres es la poliposis adenomatosa coldnica familiar
{PAF), una enfermedad de herencia autosémica dominante gue se caracteriza
por el desarrollo de numerosos polipos colorrectales benignos, de los cuales,
algunos acaban malignizandose (Groden y col., 1991).

Se conocen cuatro tipos de alteraciones genéticas relacionadas con el
cancer colorrectal:
1. Cambio en el contenido del DNA y errores en la replicacion del mismo en
secuencias nuclesdtidas repetidas (Kim y col., 1994).
2. Pérdida completa del cromosoma 18, reordenacion estructural del 17,
conduciendo a menudo a la pérdida de un brazo corto, y pérdida del brazo
largo del cromosoma 5 (Fearon y col., 1990},
3. Activacion por mutacién puntual de los oncogenes celulares ras. Esta
activacion se produce frecuentemente en el c-Ki-ras y raramente en el N-ras
{Burmer y col., 1990).
4. Sobreexpresion de determinados oncogenes como c¢-myc, c-myb, c-
erbB2/neu o proteina pb3 (Beart, 1990).
El sindrome de Lynch tipo | presenta una predisposicion hereditaria al cancer
de colon a edad de comienzo temprana (alrededor de los 44 afios), con una

propension (70%) a la afectacién del colon proximal y un aumento de tumores




sincronicos y metacronicos. Las estimaciones indican que el cancer colorrectal
poliposico no hereditario (CCHNP) representa el 6% del total de los canceres
colorrectales. Sin embargo, se han descubierto dos genes reparadores de ADN
responsables del CCHNP. El gen hMSH2, situado en el cromosoma 2, s
responsable del 60% de los tumores de este tipo y el gen hMLH1, localizado en

el cromosoma 3 responsable del 20-30% de tos casos {Lynch y col., 1993).

5. Anatomia del intestino grueso en el humano

El aparato digestivo esta formado por el esofago, el estomago y los intestinos
delgado y grueso. El intestino grueso en humanos mide alrededor de 1.5 m de
largo y se subdivide en ciego, colon (ascendente, transverso, descendente y

sigmoide), recto y ano; el apéndice es una evaginacion ciega y pequefa.

El colon constituye la mayor parte de la longitud total del intestino
grueso, recibe el quimo del ileon a través de la valvulia ileocecal, un esfinter
tanto anatémico como fisiologico que impide el reflujo del contenido fecal al
ilean (Fig. 2).

El aparato digestivo en el ratén estéd formado de manera similar a la
estructura anatémica del humano especificamente las partes que conforman el
intestino grueso (ascendente, transverso y descendente), recto y ano (Popesko
y col., 1992).
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Fig. 2 Anatomia de intestino grueso del humano (Netter, 2003).




5.1 Fisiologia del colon

La funcien del colon consiste en absorber agua y electrolitos (alrededor de 1
400 ml/dia) y gases, asi como en compactar y eliminar las heces (alrededor de
100 ml/dia). Las heces se componen de agua (75%), bacterias muertas (7%,
bagazo (7%), grasa (5%), sustancias inorganicas (5%} y proteinas no digeridas,
células muertas y pigmento biliar (1%). La accién bacteriana en el colon
produce gases que se eliminan como flatos, compuestos de CO;, CHay Hz, que
a continuacion se mezclan con nitrogeno 'y oxigeno del aire deglutido. El
intestino grueso contiene de 7 a 10 L de gases cada dia, de los cuales solo se
expulsan como flatos 0.5 a 1 L el resto se absorbe a traves del revestimiento
del colon. El colon también secreta moco y HCO s (i6n bicarbonato). El moco no
solo protege la mucosa del colon, también facilita la compactacion de las
heces, debido a que permite la adherencia de los desechos sdlidos en una
masa compacta. El HCO; se adhiere al moco y actia como un amortiguador
para proteger la mucosa de los productos accesorios acidos del metabolismo

bacteriano dentro de las heces (Gartner y Hiatt, 2002).

5.2 Histologia del colon

El colon carece de vellosidades, pero contiene en abundancia criptas de
Lieberkiihn cuya composicion es similar a las del intestino delgado, excepto por
la ausencia de células de Paneth. La cifra de células caliciformes se incrementa
del ciego al colon sigmoide, pero las células de absorcién de la superficie son
el tipo celular mas numeroso (Fig. 3). La actividad mitética rapida de las células
de regeneracion reemplaza el revestimiento epitelial de las criptas la
superficie mucosa cada6 a7 dias.

La lamina propia, la muscularis mucosae y la submucosa del colon se
asemejan a las del intestino delgado. La muscular externa es poco comun
porque la capa longitudinal externa no se continiia en toda su superficie sino
que se retne en tres listones estrechos de fasciculos musculares, conocidos
como tenias del colon. El tono constante que las tenias del colon conservan,

frunce el intestino delgado en saculaciones llamadas haustra del colon.




La serosa muestra multiples bolsas llenas de grasa, que se denominan
apéndices epiploicos.

Cripla de~"
Lieberkdhn

Célula regenerativa

By

Célula entercendocrina
{célula APUD)

LAmina propia—
Muscularis mucosae =

Submucosa -

Musculo circular de ——
la muscular exlerna

Fig. 3 Colon, las criptas de Lieberkiihn y células relacionadas (Gartner y Hiatt, 2002).

6. Desarrollo del cancer colorrectal (CCR)

La carcinogénesis es un proceso de miltiples etapas en el desarrollo de
neoplasias malignas en el que se han identificado tres estadios: a) iniciacion,
un cambio permanente y heredable que altera el DNA, molécula en la cual los
mutagenos inducen mutaciones y con ello se altera la regulacion de la
expresion de algunos genes importantes para la célula, b) promocién, un
proceso reversible en el cual se acumulan otras alteraciones genéticas, y )
progresién, cuando las células genéticamente alteradas perpetian su
crecimiento y proliferacion, invaden los tejidos adyacentes y metastizan otras
partes del organismo (Fig. 4), lo que finalmente se traduce en el desarrollo del
cancer (Granados y Herrera, 2010).




Capacidad de Independencia Insensibilidad a

Caracterislicas i -
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muere celular invasividad

adquiridas
flimitada de crecimiento muerte celular

Fig. 4 La carcinogénesis se inicia cuando en un tejido normal (1), una célula sufre una
modificacion irreversible (2, iniciacién). Después, la célula sufre otras alteraciones genéticas
que promueven su proliferacion y la acumulacién de dafios (3, promocién). Por ultimo, la
poblacién de células alteradas durante la promocién progresa hacia un fenotipo maligno (4,
progresion). Durante esta secuencia, las células cancerosas adquieren un grupo de
caracteristicas comunes en los diferentes tipos de cancer (Granados y Herrera, 2010).

La gran mayoria de las neoplasias se inician por mutaciones o expresiones
alteradas de algunos genes que cumplen funciones vitales en el control de
procesos tales como: proliferacion celular, apoptosis, reparacion del DNA vy
envejecimiento celular. El desarrollo de una neoplasia requiere de cambios al
menos en tres tipos de genes celulares: protooncogenes (PO), genes
supresores de tumores (GST) y genes de reparacion del DNA.

Durante el proceso de carcinogenesis intervienen factores genéticos
(mutaciones) y epigenéticos; los PO son activados a oncogenes que
promueven un crecimiento celular potenciado, ya que los productos codificados
ejercen control positivo sobre la proliferacion celular y su mutacion les confiere
caracter dominante desde un punto de vista genético. A su vez, la inactivacion
de GST promueve un crecimiento potenciado debido a que los productos
codificados por genes supresores de tumores ejercen una funcion reguladora
negativa sobre los procesos de proliferacién celular.

Los cambios genéticos, que conducen al CCR, se inician con la inactivacion del
gen de la poliposis adenomatosa coli (APC) un GST que puede ser el
responsable de la transformacion del epitelio colénico desde un estado normal
a uno hiperproliferativo (Nishisho y col., 1991). El producto de este gen mutado
es una proteina truncada de 300 kDa; tras inactivarse APC, se observa la
activacién mutacional del PO K-ras, lo cual se evidencia a través de la
inactivacién del otro GST llamado DCC (delecionado en carcinoma de colon)

ubicado en la region 18922 y que codifica una proteina de membrana de la
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superfamilia de las inmunoglobulinas. El uUltimo evento de inactivacion se
detecta en p53, otro GST involucrado en el cambio del estado de adenoma al
de carcinoma (Zamorano-Ponce y col.,, 2008). Los genes de reparacion del
DNA contribuyen también al desarrollo de tumores de colon, ya que mutaciones
en cualquiera de ellos inducen errores en la duplicacién originando, lo que se
conoce como inestabilidad de microsatélites (Catalan y col., 2003). Estos genes

y otros mencionados anteriormente estan sefialados en el siguiente cuadro 1.

Cuadro 1. Genes relacionados en la carcinogénesis colorrectal (Medificado de Catalan y col., 2003).

Gen Funcidn Locus
Oncogenes

K-Ras Transduccién de sefiales 12p12.1
CTNNBA1 Adhesion celular, transduccion de sefates 3p21

SRC Unian de proteinas, transduccion de sefales 20q12-g13
Neu/her2 Receptor factor de crecimiento 17g11.2-g12
Myc Regulacion ciclo celutar 8q24.12-q24.13

Genes supresores

APC Adhesian celular ) 5a21
pb3 Regulacion de ciclo celular (detencién en Gy 17p12
DCC Adhesion celular 18g21.3
MCC Transduccion de sefiales 5021
SMAD4 Transduccion de sefiales 1821
SMAD2 Transduccién de sefiales 18g21
TGF-BRI Transduccion de sefiales

Nm23H1 Inhibe metastasis

Nm23H2 Inhibe metastasis

Genes de reparacion

hMSH-2 Reparacién de DNA 2p16
hMELH-1 Reparacidén de DNA 3p21
hPMS-1 Reparacion de DNA 2g31-33
hPMS-2 Reparacien de DNA 7p22

hMSHG Reparacién de DNA 2p21




7. Localizacion de tumores

Alrededor de un tercio de los tumores malignos del tracto gastrointestinal se
localizan y desarrollan en el intestino grueso. Pueden aparecer en cualquiera
de sus porciones, aunque las localizaciones méas frecuentes son: 40% en el
recto, 25% en el ciego, 20% en el colon sigmoide, y el 15% repartido en igual

proporcién por el resto del colon (Fig. 5).

8. Manifestaciones clinicas

E| cancer colorrectal es silente durante un largo periodo de tiempo que incluye
las fases iniciales de su desarrollo en la pared intestinal (Bassa y col., 1992).

La existencia de un carcinoma colorrectal debe sospecharse con base en datos
de una historia clinica cuidadosa. Los sintomas de alarma son cambios
inexplicables en el habito intestinal, sangre en heces, tenesmo, descarga de
moco, sindrome anémico crénico con microcitosis, ferropenia y afectacion del
estado general -con pérdida de peso. La progresion local de la enfermedad
puede producir obstruccion, perforaciones y hemorragias en el intestino grueso
especialmente en el sigma.

Los sintomas varian segun la localizacion del tumor, los tumores malignos del
colon derecho crecen a nivel local hasta alcanzar grandes dimensiones sin
ocasionar obstruccion intestinal, como consecuencia de que las heces todavia
son liquidas y de la gran distensibilidad de ese segmento coldnico. Los
sintomas son masa palpable, dolor abdominal vago y anemia que puede
causar debilidad, fatiga y pérdida de peso. Los tumores del colon izquierdo se
presentan muchas veces con manifestaciones propias de obstruccion intestinal
parcial o completa, como dolor intenso de tipo célico, disminucion del calibre de
las heces y hematoquecia. El carcinoma rectal produce rectorragias en el 60%
de los casos y tenesmo en el 75%, ocasionan dolor con poca frecuencia, pero
cuando la tumoracion rectal engloba los nervios pélvicos puede manifestarse
con dolor sacro o ciatalgia, y acompafarse de incontinencia (Granados y
Herrera, 2010).
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9. Estadios del cancer de colon.
Para clasificar el desarrolio del CCR se utilizan los siguientes estadios:

Estadio 0 (carcinoma in situ): se encuentran células anormales en el
revestimiento mas profundo del colon, las cuales se pueden volver cancerosas
y diseminarse hasta e! tejido cercano normal. Al estadio 0 también se le llama
carcinoma in situ.

Estadio I: en este estadio el cancer se ha formado y diseminado mas alla de la
capa de tejido mas profunda de la pared del colon hasta las capas intermedias
del mismo.

Estadio II: este se divide en IIA y 1IB. En el estadio llA el cancer se ha
diseminado mas alia de la capa de tejido mas profunda del colon hasta las
capas medias de Ia pared del colon incluso a los tejidos cercanos alrededor del
colon o recto. En el IIB el cancer se ha diseminado més alla de la pared del
colon hasta los drganos cercanos.

Estadio llI: se divide en A, 1lIB y INC. En el estadio WA el cancer se ha
diseminado desde la capa de tejido mas profunda de la pared del colon hasta
las capas intermedias y se ha diseminado hasta tres ganglios linfaticos. El
estadio B se ha diseminado hasta tres ganglios linfaticos cercanos y se ha
diseminado hasta alguno de los siguientes sitios: 1) mas alla de las capas de
tejido del colon, 2) a los tejidos cercanos alrededor del colon o el recto y 3) mas
alla de la pared del colon hasta organos cercanos o a través del peritoneo. En
el estadio IIC el cancer se ha diseminado hasta cuatro o mas ganglios
linfaticos circundantes incluso a algunos de los siguientes sitios: 1) Las capas
de tejido de la pared del colon o mas alla del mismo, 2) los tejidos cercanos
alrededor del colon o el recto, 3) los 6rganos cercanos o a través del peritoneo.
Estadio IV: el cancer se ha diseminado hasta los ganglios linfaticos cercanos,

incluso a otras partes del cuerpo, como el higado o los pulmones (Fig. 6).




Se disemina a otros 6rganos
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Fig. 6 A medida de que el cancer del colon evoluciona del estadio 0 al IV, las celulas
cancerosas penetran las capas que forman la pared del colon y se diseminan hasta los
ganglios linfaticos y otros Organos (www.cancer.gov).

10. Diseminacion tumoral

Los tumores colorrectales presentan cuatro vias clasicas de crecimiento: la
extension local, 1a diseminacion por via linfatica, la diseminacién hematogena y
la implantacion. En la extension local, el carcinoma crece hacia la luz o bien
extramuralmente. La diseminacién a través de la via linfatica se produce de
forma escalonada y depende de la localizacién de la tumoracion. Los tumores
rectales producen metastasis primariamente a nivel de los ganglios
perirrectales y posteriormente a los hemorroidales. La metastasis por via
hematogena afecta practicamente al higado, y es la localizacion pulmonar la
segunda en orden de frecuencia.

Existe una via de drenaje a nivel rectal que se realiza a través de un
plexo venoso vertebral y las metastasis por esta via se localizan en sacro-
coxis, pelvis y columna vertebral. La implantacion es un sistema de metastasis
en el cual existe una liberacién de células tumorales viables que se depositan
en otra superficie. Si el desprendimiento de células se produce desde la
superficie serosa del tumor la implantacion se hara a nivel de la cavidad
peritoneal (carcinomatosis peritoneal). Finalmente pueden desprenderse

células tumorales durante la manipulacion quirirgica del tumor a nivel de la
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herida quirirgica, en los margenes mucocutaneos de una colostomia y en

cualquier punto de campo operatorio (Bassa y col., 1992).

11. Diagnostico

Diversos métodos han sido propuestos para ser aplicados en el diagnostico del
CCR, en las poblaciones de medio o alto riesgo de padecerio. Ademas del
interrogatorio completo, las técnicas diagnosticas incluyen el tacto rectal,
estudio clinico de la presencia de sangre oculta en heces y diferentes métodos
entre ellos endoscopicos y radiologicos (Granados y Herrera, 2010). De estos
métodos el mas simple es el tacto rectal al cual son alcanzables los tumores
localizados a menos de 8 cm del esfinter anal, lo que significa
aproximadamente el 10-13% de los canceres colorrectales. El estudio de
sangre oculta en heces es un método simple, permite diagnosticar tumores en
estadios menos avanzados (Winawer y col, 1991). Sus principales
inconvenientes son su relativamente baja sensibilidad y especificidad que
obligan a veces a poner en marcha toda una serie de estudios
complementarios para descartar cancer.

Los estudios endoscopicos tienen una alta sensibilidad (85-95%), el
porcentaje de falsos positivos es menor y ademas aportan la ventaja de que las
lesiones observadas pueden ser biopsiadas confirmando el diagnostico y en
ocasiones pueden ser técnicas terapéuticas como polipectomias {Granados vy
Herrera, 2010). Sus principales inconvenientes son las molestias para el
paciente y el alto costo para un amplio grupo de poblacion. Ademés existe en el
caso de la colonoscopia el riesgo de perforacion de 0.2%, requiriendo cirugia
con una mortalidad de 7.5% (Bassa y col., 1992). Las técnicas de tamizaje
mediante sigmoidoscopia reducen la mortalidad por cancer de recto y colon
distal (Selby y col., 1992). Una vez que el paciente presenta algunos de los
sintomas previamente descritos, se realiza una serie de pruebas
complementarias para confirmar el diagnostico. La secuencia mas habitual de
maniobras diagnosticas en el paciente sintomatico es el tacto rectal, la

proctosigmoidoscopia rigida o flexible, la colonoscopia y el enema de bario




simple o de doble contraste. Estas ultimas técnicas radiolégicas son utiles en
tumores inaccesibles, con la colonoscopia se descarta la existencia de otras
lesiones metacronicas (Dodd, 1991). Finalmente el diagnostico confirmativo y

definitivo de la enfermedad se basa en el estudio histopatologico de biopsias.

12. Caracteristicas macroscopicas del CCR

Desde el punto de vista macroscopico, los carcinomas colorrectales adoptan
predominantemente dos formas: ulcerada y polipoidea. La forma mas frecuente
es el tumor ulcerado, que se infiltra por lo menos hasta la submucosa, es de
bordes sobreelevados y puede perforarse y formar fistulas.

Los tumores polipoides de crecimiento exofitico, son menos frecuentes y
suelen corresponder a tipos histolégicos de bajo grado y menos infiltrantes. Por
estas Ultimas razones los tumores polipoideos se asocian a un mejor pronodstico
que las formas ulcerativas. Estos tumores se encuentran preferentemente en el
colon derecho (Cooper, 1989). En ocasiones los tumores colorrectales adoptan
una forma de crecimiento con engrosamiento difuso y rigido de la pared
intestinal, con escasa manifestacion en la superficie luminar.

Los carcinomas colorrectales pueden ser multiples en el 3-6% de los
casos, aunque esta cifra se eleva hasta el 18%. Ademas el 20% de los
pacientes con CCR presentan adenomas sincrénicos, esta cifra aumenta al

86% cuando existe mas de una neoplasia maligna (Ekelund y Pihl, 1974).

13. Tipos histologicos de tumores
Adenocarcinoma

El tumor mas frecuente en el intestino grueso es el adenocarcinoma, su
incidencia global oscila entre el 75 y 85% (Falterman y col, 1874).
Histologicamente se caracteriza por la formacién de glandulas con mayor ©
menor grado de diferenciacion. Los adenocarcinomas se dividen segun el
grado de diferenciacion en: diferenciados, moderadamente diferenciados y

poco diferenciados. E! grado de diferenciacion se establece fundamentalmente




en base a la arquitectura o la configuracion tubular o el grado de polaridad
nuclear. Los adenocarcinomas diferenciados presentan tubulos simples o
complejos con aspecto pseudocribiforme, las células suelen mantener cierta
polaridad con los nicleos basales y son de tamano uniforme {Netter, 2003).

Los adenocarcinomas moderadamente diferenciados muestran tubulos
simples, complejos o ligeramente irregulares, cuya polaridad nuclear se pierde
o es dificiimente identificable. Los adenocarcinomas poco diferenciados se
caracterizan por la presencia de glandulas irregulares o ausencia de su
formacion, con pérdida de polaridad nuclear. Basandose en estos criterios Jass
y col. (1986) reportan que de 447 casos de CCR, el 15-20% presentaba
adenocarcinomas diferenciados, el 60-70% moderadamente diferenciados vy el

15-20% poco diferenciados.

Carcinoma mucinoso

La produccion de material mucoide por los adenocarcinomas intestinales es
poco frecuente, se distingue de dos formas: a) el carcinoma coloide o
mucinoso, caracterizado por grandes cantidades de moco situado
preferentemente fuera de las células; y solo rara vez se presenta la variante b)
constituida por células con moco intracitoplasmatico y nucleos localizados
periféricamente, dispuestos individualmente o en forma de grupos sueltos y
difusamente extendidos a lo largo de toda la pared, del tipo células en anilio de
selfo (Kirkham, 1988).

Histolégicamente, la caracteristica de este tumor es la presencia de una
gran reaccion desmoplasica que engloba a las células tumorales, las cuales
muestran la imagen tipica en anilfo de sello. Tambien pueden observarse
glandulas abortivas o células pequenas indiferenciadas. El carcinoma mucinoso
constituye aproximadamente el 15-16% de los tumores colorrectales

(Halvorsen y Seim, 1888).

Carcinoma de células pequenas

El carcinoma de células pequefas colorrectal es un tumor poco frecuente que

histolégicamente se parece al carcinoma de células pequefias de pulmon




{Schwartz y Orestein, 1985). Algunos de estos casos pueden presentar focos
de diferenciacién glandular o mucina. También pueden encontrarse en relacion
con adenomas {45%). En la mayoria de los casos se localizan en el colon

ascendente {Burke y col., 1991).

Otros tipos de carcinomas

El carcinoma escamoso de intestino grueso es un tipo histologico poco
frecuente, la incidencia de este tumor puede oscilar entre el 0.25 y el 0.50%
(Hickey y Corson, 1981). El carcinoma adenoescamoso es un tipo histolégico
constituido por elementos glandulares y escamosos entremezclados, su
frecuencia es también baja. Se han descrito algunos casos de
adenocarcinomas colorrectales con diferenciacion a coriocarcinoma (Park y
Reid, 1980). Estos tumores presentan areas de adenocarcinoma que coexisten
con areas de diferenciacion trofoblastica con presencia de células gigantes
multinucleadas de tipo sincitiotrofoblastico y en las que se puede demostrar la

produccion de gonadotropina coridnica.

Mucosa transicional

La mucosa transicional o mucosa adyacente al tumor coldénico muestra
alteraciones ultraestructurales e histoquimicas respecto a la mucosa normal
alejada del tumor. Histologicamente, las glandulas de la mucosa transicional
(MT) estan alargadas y ramificadas (Riddell y Levin, 1977). Se observa
aumento de las sialomucinas y alteracion en las proporciones relativas de los
distintos tipos celulares a lo largo de la cripta con persistencia de células
inmaduras en niveles altos de las criptas. Las células caliciformes estan

aumentadas en namero y tamafio (Dawson y Filipe, 1976).




14. Focos de Criptas Aberrantes

Uno de los eventos mas tempranos en carcinogénesis colorrectal, es la
alteracion de! patrén proliferativo de las células epiteliales en las criptas
colénicas, asociado a un trastorno en el control de muerte celular programada
(apoptosis) en el epitelio colénico.

La primera descripcion de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) fue en 1987 por
Bird, quien observé bajo microscopia criptas aberrantes en mucosa coldnica
tefiida con azul de metileno en colon de ratones tratados con azoxymetano
(AOM) un carcinégeno especifico de colon.

Los FCA son considerados como lesiones preneoplasicas en ratones y
en seres humanos, fueron identificados y definidos por su apariencia
microscopica en la mucosa colénica, en que las criptas presentan las
siguientes caracteristicas:

1. Son més alargadas que lo normal.

2. Tienen espacio pericriptico aumentado que las separa de las criptas
normales.

3. Tienen una capa mas gruesa de células epiteliales, que a menudo se tifien
mas oscuras.

4. Generalmente tienen un lumen oval mas que circular.

5. Frecuentemente se aprecian elevadas sobre la mucosa, pero también
pueden ser deprimidas.

Pueden ser observadas como criptas Unicas alteradas o como un grupo de
criptas alteradas que se denominan “foco”. Se consideran lesiones FCA, si por
lo menos retnen 4 de los 5 criterios, es importante enfatizar que sélo lesiones
que son identificadas microscdpicamente en la mucosa intacta y que reunen los
criterios anteriores son consideradas FCA, ya que no se encuentran en el
mismo plano focal que las criptas normales cuando se observan al microscopio
{Ledn y Saenz, 2007) (Fig. 7).




‘7 Factores extrinsecos e intrinsecos

Iniciacién

Cripta normal Cripta aberrante Foco de criptas aberrantes
{microadenoma)

Fig. 7 Mecanismo de formacién de focos de criptas aberrantes en colon
(Zamorano-Ponce Y col., 2008).

Caracteristicas histologicas

Los FCA son una lesion preneoplasica que puede representar la lesion
morfolégica visible inicial en el proceso de carcinogénesis colonica.
Histolégicamente, se describe como un foco de criptas ensanchadas y
aumentadas de tamafo, con estratificacion del epitelio que las reviste
comparadas con las criptas normales. Dichos cambios histologicos deben
presentarse en ausencia de inflamacion y no deben estar relacionados con
foliculos linfoides. No existe un numero especifico de criptas afectadas por
foco; sin embargo, en promedio son de 5 a 35 criptas (Roncucci y col., 1991).

En los casos de FCA constituidos por una sola cripta se sugiere utilizar
el criterio aplicado por McLellan y col. (1991), quienes mencionan que el
tamafio de la cripta debe ser por lo menos el doble de lo normal con un lumen
elipticoy presencia de estratificacion del epitelio que la reviste. La clasificacion
histolégica mas aceptada de FCA considera tres grupos. sin displasia, con
displasia (microadenomas) y mixtos con hiperplasia y displasia (Cheng y Lei,
2003: Di Gregorio y col., 1997; McLellan y col., 1991).

FCA sin displasia

Los FCA con mucosa normal no presentan alteraciones en el epitelio que
reviste a las criptas; el unico dato morfolégico es el aumento de tamafio de las

criptas (1.5 veces mas grandes que lo normal) pero no existe aumento en el
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ntmero. Los FCA hiperplasicos tienen un aspecto histolégico similar a los
polipos hiperplasicos, con elongacion de las criptas, bifurcaciones apicales,
apertura luminal de aspecto aserrado y son discretamente mas elevados que la

mucosa adyacente (Cheng y Lei, 2003) (Fig. 8).

LD
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Fig. 8 FCA de tipo hiperplasico: criptas con lGmenes alargados y tortuosos. La superficie es de
aspecto aserrado y no se identifican atipias en el epitelio que las reviste (Barrén y Chanona, 2006)

FCA con displasia (microadenoma)

Tanto las criptas como las células que las constituyen muestran alteraciones;
las criptas se observan alargadas y aumentadas en tamaiio; el epitelio que las
reviste presenta estratificacion con pérdida de la polaridad, agrandamiento

nuclear e hipercromasia (Fig. 9), asi como disminucién en la mucoproduccion

f..' R L A '
Fig. 9 FCA con displasia (microadenoma): criptas aumentadas de tamafio con estratificacion

del epitelio que la reviste, pérdida de la mucoproduccion y presencia de atipias nucleares
(Barron y Chanona, 2006)

e TP e e

FCA de tipo mixto con hiperplasia y displasia

Histolégicamente, los FCA mixtos muestran la combinacion en diferentes
proporciones de un componente adenomatoso con displasia y otro de tipo
hiperplasico sin displasia (Cheng y Lei, 2003) (Fig. 10).
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Fig. 10 FCA de tipo mixto, cr

existe disminucién en la mucoproduccion, estratificacion del epitelio y atipias nucleares (Barrén y
Chanona, 20086).

15. Carcinogénesis en modelos experimentales

Los estudios experimentales con animales de laboratorio han permitido
corroborar gran parte de los conocimientos obtenidos en las investigaciones
para determinar el origen del cancer de colon humano y los factores de riesgo.
En este sentido existen varios modelos de cancer de colon en animales de
laboratorio; éstos utilizan ratas, ratones y hamster los cuales son sometidos a
diferentes sustancias quimicas carcinogénicas.

Los tumores inducidos quimicamente (autoctonos) en los roedores son
los modelos adecuados para obtener resultados transferibles a la situacién
clinica. Una de las razones para su utilizacién, es la gran dificultad de realizar
estudios prospectivos de variaciones ambientales en humanos; la tasa de
crecimiento de cancer de colon es extremadamente lenta y la neoplasia se
presenta a una edad avanzada. Por lo tanto se requiere de un periodo muy
largo de seguimiento para establecer cualquier evidencia epidemiologica de
causalidad (Wynder y Reddy, 1977).

Estos modelos reproducibles permiten estudiar la enfermedad y
manipular ciertas variables tales como la dieta, factores microbiolégicos y
parametros inmunologicos que pueden demostrarse como importantes en la
etiologia del cancer de colon.

Los tumores en animales producidos por carcinégenos siguen diferentes
criterios para su utilizacion en estudios epidemiolégicos y quimioterapéeuticos:

1. Periodo de incubacién tumoral relativamente corto, bien definido y con
pequefia desviacion tumoral.
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2. Tumor diagnosticable en tiempo.
3. Biologia tumoral paratela a su equivalente humano.

4. Quimiosensibilidad paralela a su equivalente humano.

Por consiguiente, los modelos animales permiten estudiar las influencias
que pueden modificar el inicio y desarrollo del cancer de colon bajo condiciones
estrictamente controladas y disefiar las analogias apropiadas para el
entendimiento de la etiologia y lograr fines de prevencion, diagnostico y mejor
manejo del cancer de colon en el hombre (Pifiols, 2002).

16. Principales carcindégenos

Los tumores de intestino han sido inducidos por distintos carcindgenos
desarrollados principalmente en los ultimos 40 afios (Pifiols, 2002). El cuadro 2
muestra los principales carcindégenos quimicos utilizados para la induccién de
CCR en animales susceptibles, 1a via de administracién y la localizacion del
‘tumor en el intestino.

Cuadro 2. Principales carcinégenos quimicos.

Compuesto Modelo | Via Localizacién
20-Metilcolantreno Rata 5C 1G
3,2-Dimetil-4-aninodifenil Rata sc, or tDelG
Cicasina Rata or IG
1,2-dimetithidracina Rata, raién, of, sc¢, ip, 1DelG
Hamster ir
Azoximetano Rata, raton Qr, sc, ir 1B elG
Metilazoximetano Rata or, s¢, ip, ir IDelG
N-metil-N'-nitro-Nnitrosoguanidina | Rata, raton,
conejc de ir 1G distal
indias
3- Metik N-nitrosourea Rata, raton,
conejo de ir 1G distal
L indias

or: oral, sc: subcutaneo, ip: intraperitoneal, ir: intrarrectal,
1D: intestino delgado, 1G: intestino grueso (Cuadro modificado de Pinols, 2002).




17. Carcindégeno 1,2-dimetithidracina (DMH)

La DMH es uno de los quimicos mas efectivos en la induccion del cancer de
colon presenta una eficiencia del 80 a 100% dependiendo del modelo
experimental (Newberne y Rogers, 1973). Este compuesto es un
procarcinégeno que requiere de activacion metabolica para formar el
carcindégeno activo. Dicha activacion incluye primeramente fa oxidacion a
azometano {(AM), seguido por una oxidacién que convierte el azometano a

azoximetano (AOM), el cual es N-hidroxilado a metilazoximetanol (MAM).

El MAM es muy inestable y es descompuesto en formaldehido, agua y
nitrégeno (Nagasawa y col., 1972). Durante esta descompaosicién se forma un
agente alquilante, el metildiazonio (MD), el cual genera un i6n carbonico capaz

de metilar ai DNA, RNA y proteinas (Matsumoto y Higa, 1966) (Fig. 11).

{DMH) HBC —NH'NH-CH_%

|

(Ad} HBC - Nz N -CH

|
(AOMI HC- Nz N - CHy
65

)

3

{ MAM MG - Nz N-CH OH
3 i 2
°|
@
{ bAG) HC-NaN
+QH®
{F) 'r“igC:D

Fig. 11 Formas de activacion de la DMH ¢(Emerich, 1975).

La organoespecificidad de la DMH depende de reacciones de oxidacion
catalizadas por reacciones enzimaticas no identificables en los tejidos diana.

Estudios autorradiograficos utilizando DMH marcada con C" muestran que

25



este agente es captado por el higado aproximadamente 1 hora despues de la
inyeccién y en las células epileliales del colon 3 horas después de la misma. La
DMH es excretada primariamente por el pulmon y rifiones que eliminan
aproximadamente un 50% de ia dosis inyectada. Los principales metabolitos en
aire expirado son CO, y AM (Fiala y col, 1976); la orina contiene DMH
inalterada, AOM, AM y MAM. Se presume que el higado es el lugar primario de
oxidacion de DMH a MAM, el cual es transportado via sangre ylo corriente fecal
al colon y otros 6rganos, aungue 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 (Chan y col., 1976; Oravec y col., 1986).

Vias de administracion y dosificacion de la DMH

La via de administracién afecta al organotropismo del carcindgeno, mostrando
la importancia de los diferentes tejidos en la activacién y detoxificacion de la
DMH. El 6rgano de manifestacion y la distribucion- tumoral dependen de la
dosis del carcinégeno, se considera que la dosificacion éptima para la
induccion selectiva de tumores de colon es de 10 mg/kg durante 25 semanas
(dosis total de 250 mg). Este tiempo de induccion idoneo de 180-240 dias
proporciona una tasa tumoral del 90%.

La literatura relacionada con la induccion de tumores con DMH en modelos
experimentales destaca una variedad de protocolos encaminados al desarrollo
tumoral, las principales variantes que consideran son:

- Modelo: ratén, rata o hamster.

- Dosis: aguda o cronica.

- Via de administracién (subcutanea, intragastrica, intraperitoneal y oral).

- Periodo de induccion.

- Periodo de post-induccion.

- Tiempo de aparicién tumoral.

Los cambios en cualquiera de estas variantes afectan significativamente el
desarrollo de 1a neoplasia considerando el periodo de latencia, definido como el

intervalo de tiempo entre la primera inyeccion del carcindgeno y la aparicion de




tumores, con una dosificacion alta de la DMH, la incidencia de tumores
extracolénicos aumenta y al disminuir la dosis, aumenta el periodo de latencia y
los animales desarrollan menos tumores coldnicos y extracoldnicos asi como
metastasis.

Por lo tanto es importante considerar estos aspectos para establecer un
modelo experimental en el que se puedan aplicar y probar las condiciones para
el desarrollo de las investigaciones. En el cuadro 3 se describen las principales
referencias de protocolos donde utilizan a la 1,2-dimetithidracina como
carcindégeno en la induccion de tumores. La mayoria de los protocolos
coinciden en que la administracion de DMH causa cambios morfolégicos del
epitelio colénico normal a carcinoma. Trabajos experimentales con DMH
demuestran que los adenocarcinomas se originan en la mucosa sobre
acumulos linfoides presentes a lo largo del intestino y del colon (Bland y Briton,
1981), mientras gque solo rara vez causa tumores en el higado o en el intestino
delgado.

Es evidente, como en otros campos, que la unica respuesta satisfactoria
al problema de la neoplasia maligna es su prevencion. Esto necesariamente
implica y demanda un conocimiento de los aspectos bésicos de la
carcinogénesis.

En el presente trabajo se estudio un modelo experimental del cancer de
colon en ratones Balb/c inducido con la administracion subcutanea semanal de

1,2-dimetilhidracina.




Cuadro 3. Induccion del cancer de colon en modelos murine con 1,2-dimetilhidracina.

Tumores ]
Animal Via Desis | Semanas | Incidencia  Semana Referencia
induccion (%) de aparicién
Rata Fischer 344 macho sC 30 5 78 44 l:ﬂgcg)onnell y col.,
15 5 33 50
7.5 5 19 52
4 5 7 55
sSC 150 1 23 35 Reddy y col., 1977
Rata Fischer 344 hembra sC 30 5 56 46 fgc;]onnen y col.,
15 5 42 52
7.5 5 8 56
4 5 0] 59
sSC 150 1 26 50 Reddy vy col., 1982
Rata Sprague-Dawley 30 10 86 40 Rogers y Newbeme,
macho ig 1973
sG 20 20 63 20 Jacobs y col., 1981
91 30-40
10 10 28 41 Jacobs, 1983
ig 65 5 78 20 LocniSkar y col.,
1984
Ratén C3H, CBA hembra sC 8 25 70-75 50 Turusov y col., 1982
Ratén CRL-CF1 hembra 5C 9 3 19 25 Chang, 1978
9 12 100 25
Raten C57B1/6) hembra ip 20 36 100 32 \:\;%rgovich y col,
Rai6n Balb/c hembra g 30 24 10 30 Jzumiy col., 1979
5C 30 16-23 A7 17-29
Ratén Balb/c hembra sC 20 30 17.8 30 ?g&Muhiasib y col.,
Raton Balb/c hembra sC 8 25 93 50 Turusov y col., 1982
Rataon Balb/c hembra y sC 20 24 ND 24 Gali-Muntasib y col.,
macho 2001
Raton Balb/c hembra y sC 20 10 ND 24 Moreno y cot. 2008
macho
Ratén CF1 hembra sC 20 24 ND 50 Thurnherr y col., 1973
Rata BD IX macho sC 20 24 96 40 Maskens, 1976

Via via de administracion sc (subcutanea), ig (intragastrica), ip (intraperitoneal) Dosis: en
mg/kg/semana; incidencia de tumores (%) y semana de aparicion, ND (no determinado).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer representa una serie de enfermedades multifactoriales que afectan a
un amplio rango de células y tejidos con factores etiologicos complejos. Uno de
los tipos mas frecuentes del cancer es el colorrectal (CCR), que es un tumor
maligno del epitelio del colon. EIl GCR es un importante problema de salud
publica ya que representa una mortalidad anual mundial de mas de 500,000,
Para el tratamiento de los diferentes tipos de cancer se utiliza la cirugia, la
radioterapia y la gquimioterapia, solas o en combinacidn. Sin embargo, estos
tratamientos causan estragos en las células sanas y provocan una marcada
disminucion en la calidad de vida del paciente con resultados variables segun
el tipo de cancer.

Es indispensable contar con modelos experimentales para conducir
estudios en quimioprevencién y anticarcinogénesis. Los modelos
experimentales en el estudio del cancer colorrectal utilizan lineas celulares vy
modelos murinos, incluyendo ratas, ratones y hamsters sometidos a diferentes
sustancias quimicas carcinogénicas, la mas utilizada es la 1,2-dimetilhidracina
{DMH).

Con base en lo anterior, el presente estudio pretende estandarizar un
modelo experimental del cancer de colon en ratones Balb/c con la
administracion subcutanea semanal de DMH; este modelo permitira evaluar en
proyectos posteriores el potencial terapéutico de nuevas moléculas y extractos

de origen natural.




HIPOTESIS

La 1 2-dimetithidracina a una dosis semanal subcutanea de 20 mg/kg de peso

corporal en ratones Balb/c induce cancer de colon.




OBJETIVO GENERAL

Estandarizar el modelo experimental del céncer de colon en ratones Balb/c

inducido con 1,2-dimetilhidracina (DMH).




OBJETIVOS PARTICULARES

_ Establecer las condiciones optimas de manejo de los ratones Balb/c en
condiciones de bioterio para el desarrollo del modelo experimental.

Determinar la DLsg de la DMH en ratones Balb/c de 20 g de peso corporal.

_Inducir cancer de colon con una dosis subletal de la DMH en ratones Balb/c

durante 24 semanas.

. Determinar el aspecto macroscépico y localizacion de los tumores en los
diferentes segmentos del colon (proximal, medio y distal) durante el desarrollo

tumoral.

. Realizar e! estudio histologico de las partes proximal, media y distal del colon

durante el desarrollo tumoral.
_Identificar los focos de criptas aberrantes (FCA) durante el desarrollo tumoral.

_Asociar los datos macroscopicos e histologicos para establecer la dinamica del

desarrollo tumoral en este modelo experimental.

[PS)
(oo



DISENO EXPERIMENTAL

Ratones

_Balb.'c

S

A
Grupo Experimental
Inyeccién subcutanea semanal

Grupo Control
Inyeccion subcutanea semanal
de 200pl de EDTA (1mM), por 24

de DMH a una dosis de
20mg/kg.por 24 semanas en semanas
200ui de EDTA -
Hembras de 209 Hembras de 20 g
1 ; |
erfusion por via
i ¥ \ QJ i
Obtencion del colon:
proximal, medio y distal.
A
Fijacion de tejidos

e
[ |

0scopico J

Estudio macroscopico

Localizacién tumoral

Estudio mic

Aclaramiento

Infiltracion de
parafina

~ Cortesen
microtomo Spum

Estudio
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MATERIAL Y METODOS

Animales experimentales

Los ratones de la cepa Balb/c con un peso promedio de 20 g, fueron alojados
en cajas de policarbonato en ambiente con temperatura controlada de 22 a
24°C y fotoperiodo de luz-oscuridad de 12 h, alimentados con una dieta
especial para roedores (Purina-México) y agua a consumo voluntario (ad

libitum) en condiciones de bioterio.

Aspectos éticos

Los animales fueron manipulados de acuerdo a la guia y cuidado de los
animales experimentales y a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1989
publicada por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia Desarrollo Rural, Pesca 'y

Alimentacion en el diario oficial del gobierno Mexicano.

Preparaciéony administracion de la 1,2-dimetithidracina (DMH)

La DMH (Sigma) se disolvio en solucion estérii de EDTA (acido
etilendiaminotetracético) 1mM ajustada a un pH de 6.5 con hidréxido de sodio.
La DMH se prepar¢ inmediatamente antes de ser administrada y se ajusto a la
concentracion deseada. La inyeccion subcutanea se realizé en la parte ventral
del animal utifizando una jeringa de insulina con un volumen constante de 200
ul. El grupo control recibi¢ inyecciones semanales (200 pl) de la misma
solucion de EDTA 1mM ajustada a un pH de 6.5.

Para el manejo de la DMH, se revis6 la hoja de seguridad, se utilizé un traje de
precaucion {(guantes, cubre bocas y bata) y se realizé en campana de

extraccion.

Determinacion de dosis letal cincuenta (DLso) de la DMH

En una primera fase se determino la DLsg de la DMH en los ratones Balb/c, se
formaron 3 grupos de 4 machos con pesos homogéneos (20 g) Yy se les

administré una dosis Unica de ia DMH:




Grupo 1: 40 mg/kg

Grupo 2: 60 mg/kg

Grupo 3: 80 mg/kg

En una segunda fase se formaron 5 grupos, de 5 animales con pesos
homogéneos, y se les administré una dosis unica de la DMH:

Grupo 1: machos: 50 mg/kg

Grupo 2: hembras: 55 mg/kg

Grupo 3: hembras: 60 mg/kg

Grupo 4: hembras: 65 mg/kg

Grupo 5: machos: 70 mg/kg

Los grupos se observaron durante 96 horas para identificar cambios en su
comportamiento, aspecto fisico y mortalidad. La DLso se determiné de acuerdo
al Programa de Analisis EPA Probit Version 1.5 (Chi? calculada de 3.101 y Chi?
de tablas de 7.815 a un nivel de confianza del 95%).

Induccién de CCR con 1,2-dimetilhidracina

Se formaron dos grupos experimentales de 33 hembras y 17 machos,
homogéneos en talla y peso (5 ratones por jaula), los cuales recibieron una
inyeccién subcutanea semanal de DMH, durante 24 semanas a la dosis
subletal de 20 mg/kg de peso corporal (Fig. 12). Los grupos experimentales y
control (n=10) estuvieron en observacién hasta la semana 40 para la

identificacion de cambios en el aspecto fisico y manifestaciones clinicas.

Fig. 12 Fotografia de la administracion de DMH en ratén experimental.
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Estudio Histoldgico

Los ratones del grupo experimental y control se sacrificaron en diferentes
periodos de tiempo a partir de la semana 3 de administracion de DMH (Cuadro
4).

Cuadro 4. Periodos de sacrificio de los ratones

. Animales | Experimentales | Control
Periodos | hembras machos | hembras | Total
Semana 3 | 3 2 1 6
Semana 7 3 1 1 5
Semana 16 6 4 1 11
Semana 20 2 2 1 5
Semana 24 3 1 1 5
Semana 31 3 1 1 5
Semana 37 1 1 1 3
Semana 40 2 0 1 3
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Perfusion de los animales y obtencién de las muestras.

Los ratones fueron sacrificados mediante anestesia profunda con pentobarbital
(Arandalab; ip 50 mg/kg de peso corporal), se realizo una toracotomia amplia
para exponer el corazon. Posteriormente se pinzd la arteria aorta toracica
descendente y se realizo una incisidn en el vértice del ventriculo izquierdo para
introducir una canula roma del nimero 18, se secciond la auricula derecha y se
hizo pasar a través de la canula 50 ml de solucion salina isotonica (500 mi) con
heparina (3 mg) y procaina (0.5 g) para drenar la sangre del animal, enseguida
se perfundié con 50 m! de solucion fijadora a base de formaldehido al 10% a
temperatura corporal, con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de sangre y

fijar el intestino (Fig. 13).




Al término de la perfusion se realizo una diseccion del abdomen y se retird el
colon completo para seleccionar 3 cortes de aproximadamente 1 cm cada uno
de la parte proximal, media y distal del mismo.

Fig. 13 Fotografia de la perfusion via intracardiaca realizada a un raton del grupo experimental.

Preparacién de la Hematoxilina-Eosina y azul de metileno

Se preparé un stock de eosina alcohélica (Hycel) al 1% en agua destilada y
floxina (Hycel) al 1% en agua destilada. De estas soluciones se tomaron 100 ml
de eosina y 10 ml de floxina las cuales se disolvieron con 780 ml de etanol al
05%. Antes de ser utilizada se afiadié 0.5 ml de acido acético glacial (Merck)
por cada 100 ml. La solucion fue almacenada en oscuridad (Prophet y col.,
1995).

El colorante de Hematoxilina de Harris se adquiri6 de (Hycel).

El colorante de azul de metileno (Sigma) se prepar6 al 0.2% en agua destilada.
Procesamiento de las muestras

Fijacion

La fijacion de los tejidos se realiz6 con base en la técnica de Prophet y col.,
1995. Los fragmentos del colon se fijaron en una solucién de formaldehido al

10%, que contenia: 900 ml de agua destilada, 100 ml de formaldehido
(Caledon), 6.5 g de fosfato dibasico de sodio (Sigma), 4 g de fosfato
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monobasico de sodio (Baker). El tiempo de fijacion fue de 24 horas a

temperatura ambiente en frascos de vidrio.

fnclusion

La inclusién en parafina se inicid con la deshidratacion de las piezas de tejidos
en etanol de gradacion creciente (70, 80, 90, 95%) y posteriormente 2 cambios
de etano! absoluto. Una vez deshidratadas las muestras, se aclararon mediante
pasos sucesivos en xilol (Baker) para extraer el agente deshidratante. Las
muestras fueron sumergidas en frascos con parafina en una estufa a
temperatura de 45°, enseguida los tejidos se colocaron en bloques de parafina.
Finalmente se realizaron secciones en un microtomo (MICROM, HM315) de 5

um de espesor (Prophet y col., 1995).
Tincion de los tejidos con Hematoxilina-Eosina

Los portaobjetos se colocaren en cestillas de tincion, se desparafinaron en una
estufa a 55°C durante 20 min y se sumergieron en xilol durante t min.
Posteriormente las muestras se rehidrataron con concentraciones decrecientes
de etanol hasta su tincion con los colorantes de hematoxilina y eosina
sucesivamente, y enseguida se trataron c¢on concentraciones crecientes de

etanol hasta el montaje como se muestra en la Figura 14.

Tincion de los tejidos con azul de metileno

Con la finalidad de corroborar la presencia de FCA en los tejidos del colon
fijlados de las semanas 31 y 37 se hicieron 3 secciones de aproximadamente 1
cm cada una de la parte proximal, media y distal del colon. Con el objetivo de
exponer la mucosa colonica se realizo un corte longitudinal de cada fragmento
y se les agrego una gota del azul de metileno (0.2%) durante 2 min;
posteriormente se eliminé el exceso de colorante con agua destilada y se
colocé el tejido sobre un portacbjetos y se cubrid con otro para la observacion

al microscopio.
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Fig. 14 Tincién con hematoxilina y eosina.

Observacién microscépica

Para la observacion y analisis de las laminillas tefiidas con hematoxilina-eosina,
se utilizé un microscopio (Leica) a 4x, 10x y 40x. Para el analisis fotografico de
los tejidos se utilizé un microscopio con software Leica Qwin 500 IW.

Para la observacién de los tejidos tefidos con azul de metileno, las muestras
fueron analizadas por medio de un microscopio (Leica) a 5x y 10x. Para el
analisis fotografico de los tejidos se utilizé un microscopio con software Leica
Qwin 500 IW.

Observacién macroscoépica

Durante el desarrollo tumoral se le dio seguimiento a la aparicion y localizacién
de los tumores en las diferentes partes del colon; a traves de un estereoscopio
(UNICO 910273).
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RESULTADOS

Establecimiento de las condiciones dptimas de mantenimiento de los
ratones Balb/c

La aclimatacion, visitas de rutina y cuidados fueron aspectos importantes para
lograr establecer las condiciones dptimas para el desarrollo de los animales en
bioterio. Los ratones fueron separados por sexo, las hembras fueron alojadas a
razon de 5 a 10 por jaula, en cambio los machos se distribuyeron en menor

cantidad a razén de 5 por jaula maximo para evitar autofagia y agresiones.

Determinacion de la Dlso

Para la determinacién de la DLsg de DMH en una primera fase se utilizaron
dosis de 40, 60 y 80 mg/kg de peso corporal. El 50% y el 75% de los ratones
murieron después de las 72 h con las dosis de 60 y 80 mg/kg (Cuadro 5). Por

lo que se estableci6 que la DLso es entre 60y 80 ma/kg.

Cuadro 5. Determinacion de DLsg de ta DMH (primera fase).

pDOSIS
A0MG/KG | 60MG/KG | BOMGIKG
TIEMPO N=4 N=4 N=4
24 h 0 0 0
48 h 0 1 0
72 h 0 1 3
Total de 0 2 3

fallecimientos

En la segunda fase de la determinacion de la DLso, se encontro que a las 24 h
todos los ratones sobrevivieron, pero 4 fallecieron a las 48 h, 10 fallecieron a
las 72 h y 3 fallecieron alas 96 h (Cuadro 6). Por o tanto, el valor estimado de
la DLso fue de 55 mg/kg.
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Cuadro 6. Determinacion de Dlg, de la DMH (sequnda fase).

Dosis
50 mg/kg | 55 mg/kg | 60 mg/kg | 65 mg/kg | 70 mg/kg
Tiempo n=5 n=>5 n=5 n=5 n=5
24 hrs 0 0 0 0 0
48 hrs 0 0 1 1 2
72 hrs 2 1 3 2 2
96 hrs 0 0 1 1 1
Total de 2 4 5 4 5
fallecimientos

Induccion del cancer de colon
Mortalidad

Durante el estudio se registraron datos semanales en cuanto a sobrevida,
sacrificio y muertes. En el grupo control se sacrificaron 8 ratones; en el grupo
experimental de 33 hembras, 23 sobrevivieron y fueron sacrificadas y 10
fallecieron. Respecto a los machos se inicié con un total de 17, de los cuales 12
fueron sacrificados y 5 no sobrevivieron, por lo tanto el total de mortalidad fue
de 15 animales {30%).

Aspectos clinicos

Durante el avance del estudio se observaron las caracteristicas clinicas que
presentaron los ratones; el grupo control no presentd ninguna alteracion clinica.
Respecto al grupo experimental a continuacion se describen las principales
manifestaciones clinicas observadas a lo largo del estudio.

Semana 3. Algunas hembras tuvieron evacuaciones diarreicas.

Semana 5. Las hembras presentaron diarrea con mucosidad y los machos
diarrea y piloereccion.

Semana 10. Se observd una hembra con sangrado en heces y un macho con

diarrea.
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Semana 11. Se identificé una hembra con diarrea y mucosidad, otra hembra
con sangrado en heces.

Semana 26. Presentaron algunas hembras ano irritado.

Semana 29. Se observé una hembra con movimiento lento (débil) en posicion
encorvada y algunos animales adoptaron poco a poco una postura de sueio.
Para este periodo 3 hembras con ano irritado evidente.

Semana 30. Se observé a una hembra con sangrado anal.

Semana 36. Los ratones presentaron ano irritado, defecacion de material
mucoide color traspatente con sangrado, se identifico una hembra con
movimiento lento e inestable, en ocasiones temblorosa. Un macho con oclusion
del ano desfuncionalizado e inflamacién, con anomalia lo que aparenta ser un
tumor maligno epidermoide.

Semana 37. En esta semana se identificé a una hembra con abultamiento en la
parte superior del ano, asi como diarrea con mucosidad; otra hembra con ano
irritado, sangrado y mucosidad, heces de color claro y piloereccién.

Semana 40. Finalmente los ratones siguieron con ano irritado y sangrado
declarado, prolapso rectal, piloereccion y la hembra sobrevivié con oclusion en

el ano (aparenté un tumor maligno epidermoide).

Desarrollo tumoral microscopico

El estudio Histopatolégico fue avalado por el Histopatologo del Hospital Civil de
Guadalajara Dr. Ramén Antonio Franco Topete.
Los tejidos de colon de ratones control presentaron una mucosa con

arquitectura tipica, presencia de criptas y tejido conectivo normal {Fig. 15).
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Fig. 15 A) Microfotografia de colon del grupo control, observar mucosa normal, con criptas
uniformes y de aspecto caracteristico. H y E, 40x.

En el estudio histopatolégico de las diferentes regiones del colon de ratones
que recibieron DMH, se encontraron alteraciones iniciales que se caracterizan
por cambios leves como inflamacion y regeneracion atipica. Estos dafios se
presentaron de manera progresiva y directa en relacion a la dosis y semanas

de desarrollo tumoral como se describe en las siguientes figuras (16-23).

Semana 3

Los hallazgos histopatolégicos indican que a partir de esta semana de
induccién se presentan cambios nucleares y actividad mitdsica y criptas con
discreta deplecién mucosecretora, la presencia de atipias regenerativas leves
asi como el desarrollo de una inflamacién leve (Fig. 16).
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Fig. 16 Microfotografia de colon distal de ratén macho, semana 3 de induccién, A) Imagen
panoramica de un pliegue de mucosa colonica. Tincién H y E, 10x. B) Se observa Inflamacion
leve, discreta deplecién mucosecretora (A), cambios nucleares y actividad mitosica (1), Tincion
Hy E, 40x.

Semana 7

A partir de esta semana el grupo experimental presentd atipias regenerativas
del epitelio de leve intensidad con inflamacién crénica, agregados linfoides, asi
como leve actividad mitética y aparente apoptosis de intensidad moderada (Fig.
17).

Fig. 17 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 7, A) Imagen panoramica de un
pliegue de mucosa colonica. H y E, 4x, B) Se observan agregados linfoides (1), actividad
mitésica leve (1) y aparente apoptosis de intensidad moderada (*).H y E 40x.
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Semana 16

En esta semana las muestras de tejidos muestran atipias regenerativas del
epitelio de leve a moderada intensidad, leve inflamacion cronica agudizada con
un absceso criptico y leve deplecion mucosecretora, frecuente contraccién

nticleo-citoplasma compatible con apoptosis (Fig. 18).

Fig. 18 Microfotografia de colon medio de hembra, semana 16, A) Imagen panoramica de un
pliegue de mucosa colénica. H y E, 10x. B) Se Observa inflamacién crénica agudizada con un
absceso criptico (ac), frecuente contraccién nucleo-citoplasma compatible con apoptosis (*), H
y E, 40x.

Semana 20

En la semana 20 se desarrolla colitis cronica con atipias regenerativas, tenue
deplecion mucosecretora y franca apoptosis con detritus intraluminales (Fig.
19).
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Fig. 19 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 20, A) Imagen panoramica de un
pliegue de mucosa colénica, H y E, 10x. B) Observar tenue deplecion mucosecretora y franca
apoptosis (*) con detritus intraluminales, H y E 40x.

Semana 24

Los tejidos presentan una displasia leve y moderada multifocal en la mucosa
del colon, inflamacién crénica con agregados linfoides, tenue deplecion
mucosecretora y erosién superficial focal del epitelio (Fig. 20).

Fig. 20 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 24, A) Imagen panoramica de un
pliegue de mucosa colénica, H y E, 10x. B) Se observa displasia leve y moderada multifocal
(d), inflamacién crénica con agregados linfoides (1), HyE, 40x.
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Semana 31

A esta semana del desarrollo tumoral el tejido presenta adenocarcinoma
intramucoso Yy focal con datos de displasia en glandulas y criptas adyacentes,
inflamacién crénica y agregados linfoide, asi como deplecion mucosecretora
(Fig. 21).

Fig. 21 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 31. A) Imagen panoramica de un
pliegue de mucosa colénica, observar el incremento de zonas con focos de criptas, H y E, 4x.
B) Observar adenocarcinoma intramucoso y focal (ad) con datos de displasia en gléndulas (d),
criptas adyacentes y agregados linfoides (}).H Yy E 40x.

Semana 37

En cortes de este periodo se observa adenocarcinoma intramucoso con patron
polipoide y proliferacion de glandulas espalda con espalda con apariencia
cribiforme y pérdida de la polaridad. También se presenta agrandamiento
nuclear que llega a la discariosis, hipercromasia, poco pleomorfismo, detritus
celulares intraluminales (apoptosis) y ausencia de invasion (Fig. 22).
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Fig. 22 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 37. A) Imagen panoramica de un
pliegue de mucosa colénica. H y E, 10x. B) Se observa adenocarcinoma intramucoso con
patrén polipoide (ad). Proliferacién de glandulas espalda con espalda, detritus celulares
intraluminales (apoptosis) y ausencia de invasion (*). Hy E, 40x.

Semana 40

En esta etapa se observa un adenocarcinoma bien diferenciado de la mucosa
del colon que corresponde a una lesion tipica de cancer de colon (Fig. 23).

Fig. 23 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 40, A) Imagen panoramica de un
pliegue de mucosa colénica. H y E, 10x. B) Se observa displasia (d) en criptas adyacentes y
adenocarcinoma bien diferenciado (ad) que corresponde a una lesion tipica del cancer de
colon. Hy E 40x.
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Identificacién de Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

Al realizar la observacion de las diferentes regiones del colon de ratones que
recibieron DMH, se encontraron alteraciones en las criptas que se
caracterizaron por cambios nucleares, actividad mitosica, deplecion
mucosecretora y cambios en el epitelio que las reviste. Por otro lado se
identificaron los FCA a partir de la semana 7, que representaron una lesion
morfologica visible inicial en el proceso de carcinogénesis colénica. Estos
dafios se presentaron de manera progresiva y directa en relacién a la dosis y

semanas de desarrollo tumoral como se describe en las siguientes figuras.

Semana 3

A partir de esta semana se observaron zonas de atipias, criptas aberrantes
aumentadas de tamafio, con lumenes ovales y de aspecto aserrado (Fig. 24).

Fig. 24 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 3. Se observan criptas aberrantes
caracteristicas que varian de forma y tamafio (c). H y E, 40x.
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Semana 7

En este periodo se identifico un FCA de 3 criptas ensanchadas y aumentadas
de tamafio con apertura luminal de aspecto aserrado, pérdida de la
mucoproduccion y presencia de atipias nucleares (Fig.25).

Fig. 25 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 7. Se observa un foco de 3 criptas
aberrantes (F). Hy E, 40x.

Semana 37

A esta semana del desarrollo tumoral el tejido presenta adenocarcinoma
intramucoso con patron polipoide; criptas espalda con espalda con apariencia
cribiforme, pérdida de la polaridad, agrandamiento nuclear e hipercromasia.
También se observa el incremento en el nimero de focos que varian en grupos
de criptas aberrantes con displasia (Fig. 26).
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Fig. 26 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 37. Observar el incremento de
criptas aberrantes (c) y de zonas de focos de criptas (F), ademas la aparicion de un
adenocarcinoma intramucoso (ad). Hy E, 4x.

Para corroborar la presencia de FCA en muestras experimentales de las
semanas 31, 37 y en ratén sano se realizaron tinciones con azul de metileno,
las observaciones se realizaron con objetivo de 5x y 10x. En el grupo control no
se identificaron criptas aberrantes. Las criptas presentaron un tamafio
homogéneo en las tres regiones analizadas con estructura normal uniforme
(Fig. 27).

Fig. 27 Microfotografia panordmica de colon de ratén del grupo control, se observa mucosa
normal, con criptas uniformes y de aspecto caracteristico. Azul de metileno, 5x.
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En los ratones experimentales de 31 y 37 semanas se presentaron estructuras
aberrantes. En particular a la semana 37 se observan criptas aberrantes de
forma ovalada o alargada, principalmente en la parte distal del colon, que se
caracterizaron por aumento de tamafio. Se apreciaron grupos de dos a ocho

criptas, los cuales corresponden a focos de criptas aberrantes (Fig. 28 y 29),

Sémana 31

Fig. 28 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 31. Se observa el incremento del
numero de focos de criptas aberrantes (F) que varian en tamafio y forma, zonas de criptas
ensanchadas (c) de forma alargada con mayor aumento. Azul de metileno, 5x.

Semana 37

Fig. 29 Microfotografia de colon distal de hembra, semana 37. Se observa un foco de 6 criptas
(F) que varian en tamafio y forma, hiperplasia focal, criptas ensanchadas (c) de forma alargada
con aumento de tamario, ademéas de un espacio pericriptal mas grande. Azul de metileno, 10x.
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Desarrollo tumoral macroscépico

En el grupo control no se encontré ningtn tipo de lesién tumoral en las regiones
del colon proximal, medio y distal. A diferencia del grupo experimental donde se
observaron lesiones evidentes a la semana 36 y 40, caracterizadas por un

crecimiento tumoral en el colon distal y recto (Fig. 24).

Fig. 30 Aspecto macroscépico de tumores en colon y recto. A) Hembra, semana 40, colon
distal con tumor. B) Hembra, semana 40, colon distal inflamado. C) Macho, semana 36, se
observa ano inflamado, tumor sélido epidermoide. D) Hembra, semana 40, ano irritado con
sangrado, malformacién en la parte superior del ano.

Tumor anal

En la semana 40, ademas de las alteraciones anteriormente descritas, se
localizé en la parte anal de una hembra, un carcinoma epidermoide infiltrante
bien diferenciado del colon con formacion de perlas corneas.
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DISCUSION

En el presente trabajo se establecid un modelo experimental del cancer de colon
en ratones Balb/c en las condiciones establecidas de bioterio del Departamentc de

Biologia Celular y Molecular.

En una primera etapa se determiné una DLlsy de la DMH de 55mg/kg en
ratones Balb/c. Pietro y Caderni (2008) reportan una DLsg de la DMH de 35mg/kg
en ratones de la cepa CF-1. Estos reportes y otros confirman que la toxicidad de la

DMH depende de la cepa murina.

La inducciéon tumoral en modelos experimentales varia con base en los
parametros que los autores requieran evaluar; la literatura reporta que las
principales variantes que intervienen en la induccién son: modelo animal,
carcindégeno, dosis, via de administracion, tiempo de induccion y aparicion tumoral.
Sin embargo, otro aspecto a considerar en el periodo de induccion es la
mortalidad, la cual nos indica que se administré una dosis adecuada del
carcindgeno (no toxica). En el presente estudio se inicié con un total de 50 ratones
distribuidos por sexo, de los cuales 15 fallecieron antes del periodo establecido, la
mortalidad total representd un 30%. En relacion con este hallazgo, Toth (1984) en
sy estudio realizado con ratones hembras y machos de la cepa Swiss inyectados
con DMH de manera subcutanea a dosis de 20 mg/kg de peso corporal durante 10
semanas, obtuvd una morialidad total de 36%; por lo tanto, en nuestras
condiciones experimentales con dosis semanal subcutadnea de 20 mg/kg con DMH
en ratones Balb/c se logrd inducir cancer de colon sin afectacion excedida de la

mortalidad de los ratones.

El estudio histopatologico del colon, confirma que la administracion de la
DMH induce proliferacion celular en la cripta colénica, que se caracteriza por
acumulacion de lesiones cada vez mas graves a medida que aumenta la

exposicién al carcinégeno, antes del desarrollo de tumores invasivos.




A la semana 3 de exposicién a la DMH se observo una inflamacion leve, criptas
con discreta deplecion mucosecretora y actividad mitésica; a partir de la semana 7
se presentaron atipias regenerativas del epitelio de leve intensidad y apoptosis.
De forma concomitante lesiones mas difusas y de iguales caracteristicas
aparecieron en la semana 16 y en la semana 24 se presentaron displasias
multifocales, inflamacion cronica y erosion superficial focal del epitelio. En el
periodo que corresponde a las semanas 31 y 37 se desarrollaron estructuras
caracteristicas del CCR como fueron la presencia de un adenocarcinoma
intramucoso en la parte distal del colon con datos de displasia y numerosos focos
de criptas atroficas. Finalmente para la semana 40 se presenta un carcinoma

infiltrante bien diferenciado en la parte distal.

Los hallazgos de otros autores coinciden con nuesiras observaciones,
Thurnherr y col. (1973), reportan que después de la semana 6 de administracion
de la DMH semanalmente a dosis de 20 mg/kg durante 26 semanas en ratones
hembras CF1, estos muestran hiperplasia y atipia focal en criptas sobre los
pliegues de la mucosa colénica de la parte distal. Después de la semana 26 todos
los ratones presentaron degeneracion de la mucosa del colon distal con 1 o0 mas
adenocarcinomas. En ofro estudio, Richards (1977) reporta en ratones Swiss-
Webster de 20 g de peso corporal inyectados con DMH a dosis de 20 mg/kg por
26 semanas, que a partir de la semana 2 se incrementan cambios en la actividad
mitdsica, cantidad y numero de criptas aberrantes; después de la semana 16
observo atipias focales en criptas esparcidas y en la semana 26 la presencia de

adenocarcinomas en la parte distal.

El estudio histopatologico permitié identificar criptas aberrantes a partir de la
semana 3 de induccion y en la semana 7 aparecieron focos de criptas aberrantes
evidentes, su numero aumento en funcién del tiempo de induccidn. Su localizacion
fue principalmente en la parte distal del colon, se caracterizaron por aumento de
tamaro y de forma, presentando grupos de criptas que variaron de dos a ocho.
Tudek y col. (1989) en ratones hembras CF1 inyectadas con DMH a dosis de 20

mg/kg durante 26 semanas, determinaron la presencia de criptas displasicas en la

35



parte distal a partir de la semana 7 y 9. En contraste, Mclellan y Bird (1988)
reportan en ratones de las cepas C57 y CF1 inyectados con unica administracion
de la DMH a dosis de 20 mg/kg, que la aparicién de criptas aberrantes es a partir
de la semana 2 de induccion. Sin embargo, Rosenberg y Liu (1995) en su estudio

con ratones de las cepas SWR/J y AKR/J inyectados con DMH a dosis de 20
mg/kg por 2 semanas, obtuvieron focos de criptas aberrantes después de la
semana 5, principalmente en la parte distal del colon. Por otro lado, Deschner
(1974) analizo en ratones hembras CF1 inyectadas con DMH a dosis de 20 mg/kg,
la aparicion de focos de criptas aberrantes despueés de la semana 6 y para la
semana 12 observo un dramatico incremento en la incidencia de atipias focales en
la parte distal del colon.

El estudio macroscopico permitid confirmar la aparicion de tumores a la
semana 40, se observd un carcinoma infiltrante bien diferenciado en la parte distal
del colon. Estos datos corresponden con los de Peta y col. (1999) en ratones
hembras SWR inyectadas con diferentes dosis de DMH, quienes observaron que
el 79% del total de tumores de colon se localizaron en el colon distal. De la misma
manera, Turusov y col. (1982) en el estudio realizado con diferentes cepas de
ratones hembras (C3H, CBA, C57B1/6J, C3HA, AKR y Balb/c) inyectadas
subcutaneamente con DMH a dosis de 8 mg/kg durante 25 semanas, reportaron
que los ratones Balb/c son mas sensibles a la aparicion de tumores en el epitelio
colorrectal y anal por DMH (93.3%), v la parte mas afectada del colon se localizd
en la distal. Estos hallazgos al igual que los reportes mencionados confirman el
estudio de Thurnhert y col. (1973), quienes al trabajar con ratones hembras CH1
inyectadas semanalmente a dosis de 20 mg/kg durante 26 semanas obtuvieron

una alta incidencia de adenocarcinomas en el colon distal.

Los hallazgos del presente estudio sugieren que las zonas de criptas
aberrantes y el numero de focos de criptas son lesiones precursoras en el
desarrollo del céncer de colon y son de gran importancia en el diagnostico

temprano de pacientes con riesgo de padecer esta neoplasia maligna.
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Por consiguiente, la utilizacion de modelos experimentales permite estudiar el
inicio y desarrollo del cancer de colon, bajo condiciones esfrictamente controladas
y disefiar las estrategias apropiadas para comprender la evolucion de esta

etiologia, ademas de la prevencion, diagnoéstico y manejo del cancer en el hombre.




CONCLUSIONES

—

. El valor de DLso de la DMH en ratones Balb/c hembras y machos fue de 55

mg/kg de peso corporal.

2. La administracion de la DMH a una dosis semanal subcutanea de 20 mg/kg

de peso corporal en ratones Balb/c logrd inducir cancer de colon.

[#4]

. Las primeras lesiones inflamatorias preneoplasicas aparecieron a partir de la

tercera semana de induccion.

=9

. Los focos de criptas aberrantes se observaron a partir de ta semana 7.

5. Se identificd un adenocarcinoma it siti a la semana 31

(=2}

. Los tumores visibles se presentaron en la parte distal y anal del colon a la
semana 40 de experimentacion.

\I

. El estudio histopatolégico demuestra una relacién directa entre ef periodo de
induccion y el desarrolle tumoral.

El modelo murino de CCR inducido con DMH es viable y reproducible en

nuestras condiciones experimentales.
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PERSPECTIVAS

Los modelos experimentales brindan una serie de posibilidades que permiten
avanzar en el estudio de los mecanismos de formacion de lesiones pre-
neoplasicas, gue corresponden a las primeras manifestaciones de procesos
carcinogénicos, y que ademas nos permiten examinar el efecto de agentes
preventivos que inhiban la formacion de estas displasias y avanzar asi dentro
de futuras posibilidades terapeuticas.

El presente modelo se aplicara a estudios experimentales posteriores
donde se realicen ensayos que brinden informacion importante en torno a los
mecanismos que subyacen al desarrolio del CCR. Se evaluara el potencial
terapéutico de nuevas moléculas y extractos de origen natural como son los
extractos de hojas de camote (Jpomoea batatas} y de Lactobacillus casei en el

cuadro de dos proyectos de investigacion vigentes.




GLOSARIO
Adenocarcinoma: cancer gue se inicia en las células que revisten ciertos
6rganos internos y que tienen propiedades glandulares {secretorias).

Atipia: algo que no es tipico o normal. La atipia es una anomalia de |as células
de un tejido.

Carcinoma: cancer que empieza en la piel 0 en los tejidos que revisten o
cubren los 6rganos internos.

Carcinoma in situ: grupo de células anormales que permanecen en el mismo
lugar en el que se formaron.

Ciatalgia: dolor (neuralgia) que se presenta a nivel del territorio de inervacion
del nervio ciatico.

Cripta del colon: glandula con forma parecida a un tubo que se encuentra en
el revestimiento del colon y el recto. Las células de la cripta del colon renuevan
el revestimiento del intestino y elaboran moco.

Displasia: células que permanecen anormales bajo un microscopio, pero que
Nno SoN Cancerosas.

Distension: estiramiento violento de los tejidos v partes ligamentosas de una
articulacién.

Enema: inyeccion de un liguido en el recto.

Esfinter: grupo de fibras circulares que al examen radioldgico sefialan el punto
de transicion del ciego al colon ascendente.

Ferropenia: disminucion de hierro en el organismo, con tasa anormalmente
haja de hierro en el plasma.

Flato: aire ¢ gas desarrollado en el interior del cuerpo, especialmente en el
estémago e intesting.

Hematoquecia: deposicion intestinal sanguinolenta.

Hiperplasia: aumento anormal del numero normal de células en un organo o
tejido.

ileon: tercera y Ultima porcion del intestino delgado, que se extiende desde el
yeyuno al ciego.
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Metaplasia: cambio en la forma que toman algunas células que, por lo general,
no es normal en las células del tejido al que pertenecen.

Microcito: glébulo rojo degenerado, anormal, pequefo.
Microcitosis: aumento en el nimero de microcitos.
Polipo: crecimiento que sobresale de una membrana mucosa.

Pélipo del colon: crecimiento anormal de tejido en el recubrimiento del
intesting, Los polipas son un factor de riesgo del cancer de colon.

Quimo: masa liquida, espesa, grisacea, en la que se convierte el alimento por
digestion gastrica.

Sigma: S iliaca o colon sigmoideo.

Sigmoide: (de sigmay el gr. eidos, aspecto).f. S iliaca del colon.

Tenesmo: deseo continuo, doloroso e ineficaz, de orinar o defecar, tenesmo
vesical o rectal, respectivamente, producido de ordinario por una irritacién del

cuello vesical o del ano.

Tenia del colon: cada una de las tres cintas o bandas formadas por las fibras
musculares longitudinales del intestino grueso.

Tumor desmoide: tumor de naturaleza dura, fibrosa en el tgjido subcutaneo o
en el musculo consecutivo a un traumatismo.

Valvula ileocecal: pliegue de la mucosa en el abocamiento del ilecn en el
ciego.
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