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RESUMEN

Los modelos experimentales animales son una herramienta esencial en pruebas preclinicas que ensayan nue-
vas terapias in vivo. En esta revisién presentamos un disefio metodoldgico experimental en ratén confiable
para estudios de quimioprevencién y anticarcinogénesis. En primer término nos referimos a la induccién de
lesiones preneopldsicas o Focos de Criptas Aberrantes (FCA) por azoxymetano (AOM) y proponemos un
protocolo para la prevencién de esta displasia colénica que ha sido aceptada en general como lesién precancerosa
en vista de sus caracteristicas histopatoldgicas y de sus alteraciones genéticas, epigenéticas, bioquimicas e
inmunohistoquimicas. En segundo término, presentamos un protocolo para estudios de prevencién de pro-
gresién de tumores esporddicos y de aquellos conducidos por inflamacién inducida por Sulfato Sédico de
Dextran (DSS). Se destaca la importancia de estas metodologfas en estudios de quimioprevencién y
anticarcinogénesis mediante el uso de infusiones de plantas medicinales.

Palabras claves: Focos de criptas aberrantes, azoxymetano, cdncer de colon, antimutagénesis, anticarcinogénesis.

ABSTRACT

Experimental animal models are essential tools for the preclinical testing of novel therapeutic 7 vivo. In this
review we present two methodological designs to study chemoprevention and anticarcinogenesis. First we
describe the use of the Azoxymethane (AOM)-induced preneoplastic lesions also known as Aberrant Crypt
Foci (ACF) and we propose a protocol to study the prevention of the formation of this colonic dysplasia that
has been generally accepted as precancerous lesions in view of its histopathological characteristic as well as its
genetic, epigenetic, biochemical and inmunohistochemical alterations. Second, we present a protocol to
study chemoprevention of tumor progression in sporadic and inflammation-conducted tumor progression
induced by Sodium Sulphate Dextran (DSS). The importance of these methodologies in studies of chemo-
prevention and anticarcinogenesis is the use of medicinal plants.

Keywords: Aberrant Crypt Foci, Azoxymethane, Colon Cancer, Antimutagenesis, Anticarcinogenesis.

Recepcion: 17/04/08. Revisién: 12/04/08. Aprobacién: 23/06/08.

71



Theoria, Vol. 17 (1): 2008

1. DESARROLLO DEL CANCER
COLORECTAL (CCR)

La carcinogénesis es un proceso de multi-
ples etapas en el desarrollo de neoplasmas
malignos en el que se han identificado tres
grandes estadios a saber: iniciacién, promo-
cién y progresién. La iniciacién toma lugar
a nivel del ADN, molécula en la cual los
mutdgenos introducen mutacionesy con ello
se altera la regulacién de la expresion de al-
gunos genes importantes para la célula.
Como resultado de ello, las células se aden-
tran en un cambio irreversible caracterizado
por una capacidad intrinseca de crecimien-
to auténomo potenciado. En la fase de pro-
mocién las células son estimuladas a divi-
dirse y se hacen morfolégicamente anorma-
les. Esta fase potencia el desarrollo de
neoplasmas clinica y patolégicamente detec-
tables. La progresién es la etapa mediante la
cual la célula iniciada anormal experimenta
nuevos cambios genéticos que terminan por
conferirle fenotipo maligno lo que finalmen-
te se traduce en el desarrollo de cdncer. Esta
tltima etapa se ha subdividido en sub-eta-
pas que caracterizan hitos en el desarrollo
del cdncer tales como: angiogénesis o vascu-
larizacién, desprendimiento, liberacidn,
intravasacién, supervivencia y extravasacion.
Durante la tltima década ha sido posible
identificar al menos algunos de los eventos
moleculares que subyacen a las etapas de
iniciacién, promocién y progresion. La gran
mayorfa de las neoplasias se inician por
mutaciones o expresiones alteradas de algu-
nos genes que cumplen funciones vitales en
el control de procesos tales como: prolifera-
cién celular, apoptosis, reparacién del ADN
y envejecimiento celular. El desarrollo de una
neoplasia en colon requiere al menos de cam-
bios en tres tipos de genes celulares: proto-
oncogenes (PO), genes supresores de tumo-
res (GST) y genes de reparacién de ADN.

Algunos de los genes estudiados que cam-
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bian su regulacién en el proceso de carcino-
génesis de colon se muestran en la Tabla I.
Se ha demostrado que durante el proce-
so de carcinogénesis de colon, intervienen
factores genéticos (mutaciones) y epigenéti-
cos; los PO son activados a oncogenes que
promueven un crecimiento celular potencia-
do, ya que los productos codificados por
proto-oncogenes ejercen efectos de control
positivo sobre la proliferacién celular y su
mutacién les confiere caricter dominante
desde un punto de vista genético. A su vez,
la inactivacién de GST promueve igualmen-
te un crecimiento potenciado debido a que
los productos codificados por genes supre-
sores de tumores ejercen una funcién
reguladora negativa sobre los procesos de
proliferacién celular, lo que determina que
su mutacién en procesos tumorales les con-
fiera un cardcter recesivo. En tanto el CCR
progresa en su desarrollo a través de estados
muy bien definidos histolégicamente, ha
sido posible proponer algunos pasos en la
adquisicién de las alteraciones genéticas.
Los cambios genéticos que conducen al
CCR se inician con la inactivacién de APC
(Adenomatous Polyposis Coli o Poliposis
Adenomatosa de Colon) un GST que pue-
de ser el responsable de la transformacién
del epitelio colénico desde un estado nor-
mal a uno hiperproliferativo (Nishisho ez 4/.,
1991). El producto de este gen mutado es
una proteina de 300kDa truncada. Tras
inactivarse APC, se observa la activacién
mutacional del PO llamado K-7zs (Pretlow
y Pretlow, 2005), tras lo cual se evidencia la
inactivacién del GST llamado DCC
(Deleted in Colo-rectal Cancer o delecio-
nado en el cdncer colorectal) ubicado en la
regién 18q22 y codifica una proteina de
membrana de la superfamilia de las inmu-
noglobulinas. El dltimo evento de inactiva-
cién se detecta en p53, otro GST, el cual
estd aparentemente involucrado en el cam-
bio del estado de adenoma al de carcinoma
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Tabla I. Genes relacionados a la carcinogénesis colorectal y sus respectivas funciones.

Genes supresores de tumores

APC

p53
DCC
MCC
SMAD4
SMAD2
TGE_RII
Nm23H1
Nm23H2

Genes de reparacién

Gen Funcién

oncogenes

K-Ras Transduccién de sefiales

CTNNBI1 Adhesién celular y transduccién de sefiales
SRC Transduccién de sefiales

Neu/her? Receptor factor de crecimiento

MyC Regulacién ciclo celular

Adhesién celular

Regulacién de ciclo celular (Detencién en G,)
Adhesién celular

Transduccién de sefiales

Transduccién de sefiales

Transduccién de sefiales

Transduccién de sefiales

Inhibe metdstasis

Inhibe matdstasis

hMSH-2 Reparacién de ADN
hMLH-1 Reparacién de ADN
hPMS-1 Reparacién de ADN
hPMS-2 Reparacién de ADN
hMSHG6 Reparacién de ADN

Modificada de Cataldn et 4/., (2003) Rev. Med. Univ. Navarra 47(1) 15-19.

(de la Chapelle, 2004). Los genes de repara-
cién de ADN contribuyen también al desa-
rrollo de tumores de colon. Mutaciones en
cualquiera de los genes de reparacién sefia-
lados en la tabla I inducen a errores en la
duplicacién originando lo que se conoce
como inestabilidad de microsatélites (Cata-
ldn et al., 2003). Debe senalarse que el or-
den de los procesos de inactivacién o activa-

73

cién descritos, no es absoluto y la acumula-
cién total de cambios es quizds mds impor-
tante que su orden, en determinar el proce-
so carcinogénico. Después de todo, siendo
el cdncer una enfermedad de muchas eta-
pas, habrdn algunos de éstas, en que la célu-
la expresa caracteristicas de célula normal y
célula maligna.
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2. FOCOS DE CRIPTAS
ABERRANTES (FCA) COMO
PRECURSORES DE CANCER COLO-
RECTAL

Los intestinos grueso y delgado acttian como
barreras importantes en contra de agentes
exdégenos particularmente substancias con
capacidad mutagénica y carcinogénica (Mori
et al., 2004). En la formacién y desarrollo
de lesiones preneopldsicas y neopldsicas en
el colon y recto, existen factores etiolégicos
que se explican como resultado de procesos
de biotransformacidn, activacién o elimina-
cién de compuestos quimicos que se han
ingerido por diferentes vias al organismo. La
comprensién de los mecanismos de origen
de estas lesiones preneopldsicas o precance-
rosas en el colon y recto es fundamental para
entender la carcinogénesis colorectal y sus
eventuales formas de prevencién como se
discutird en el apartado 3. Los Focos de Crip-
tas Aberrantes o simplemente FCA, fueron
identificados inicialmente en colon de rato-
nes tratados con azoxymetano (AOM) un
carcinégeno especifico de colon (Bird, 1987;
Bird e al., 1989). A cuatro afios de su pri-
mera descripcién en ratones Pretlow y cola-
boradores (1991) los describfan en colon y
recto de seres humanos. De esta forma, los
FCA son considerados como lesiones pre-
neopldsicas en ratones y en seres humanos,
corresponden con lo que patélogos han diag-
nosticado preferentemente como hiperpla-
sia focal y entre sus caracteristicas distinti-
vas pueden mencionarse las siguientes: 1).
muestran un mayor tamafio que las criptas
normales que los rodean, 2) poseen un es-
pacio pericriptal mds grande que los separa
de las criptas normales y 3) a menudo po-
seen un epitelio engrosado que se tifie mds,
4) generalmente poseen aberturas ovales en
vez de circulares como en el caso de las crip-
tas normales. (McLelland y Bird, 1988) y 5)
frecuentemente se observan al microscopio
como elevaciones de la mucosa aunque a
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veces también pueden observarse en depre-
siones de la misma, lo que se evidencia, ya
que no se encuentran en el mismo plano
focal que las criptas normales cuando se los
observa bajo el microscopio. Para efectos de
homogenizacién de criterios, se ha plantea-
do que aquellas lesiones que muestran cua-
tro de esas cinco caracteristicas pueden ser
considerados por definicién como FCA
(Pretlow y Pretlow, 2005), (Fig. 1).

Para identificar los FCA generalmente se
determina un protocolo de acuerdo a la natu-
raleza del estudio que se realiza. Por ejemplo
en estudios en los que se desea evaluar cuanti-
tativamente la presencia de FCA displdsicos
en mucosa de colon, en general se emplea la
fijacién en formalina al 10%. Si los FCA se
procesan para inmuno-tincién, entonces la
mucosa debe ser fijada de acuerdo con pro-
tocolos que preservan el antigeno de expre-
sién. Si se desea extraer ADN o ARN a par-
tir de los FCA entonces se emplea una fija-
cién en etanol 70% por 30 minutos a 4°C
(Bird ez al., 1997). Al tefiir la mucosa con
azul de metileno al 0.2% pueden visualizar-
se claramente los FCA, aunque la literatura
muestra el uso de otras tinciones para la vi-
sualizacién de FCA (Bird, 1987; Pretlow et
al., 1991; Caderni et al., 1995), la mds em-
pleada ha sido aquella que utiliza azul de
metileno en andlisis de mucosa de colon de
ratén y rata montado 7 zoto. En los tltimos
afos se ha identificado algunos subtipos de
FCA. Los denominados Focos de Criptas
Aberrantes sin mucina (FCAsm) (del inglés:
Mucin Depleted Foci). Se trata de criptas
en las cuales la produccién de mucina es baja
o inexistente (Caderni et al., 2003). Los
FCAsm se los puede identificar muy fécil-
mente con coloraciones especificas para
mucina como la tincién de Hierro Diamina-
Azul Alcidn (HID-AB del inglés High Iron
Diamine Alcian Blue). Se ha evidenciado
que este tipo de criptas aumentan su frecuen-
cia de formacién en ratones tratados con al-
gunos agentes carcinégenos hepdticos tales
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Figura 1. Mecanismo de formacién de focos de criptas aberrantes en colon: Factores extrinsecos, entre los
que se puede mencionar agentes quimicos a los cuales se expone el individuo de diversa forma (hdbitos,
estilo de vida, dieta, ocupacién, accidentalmente etc., e intrinsecos, es decir, propios del metabolismo celular,
como pueden ser especies oxigeno-reactivas, dafian el ADN de las células e inducen la aparicién de mutaciones
que conllevan a la formacién de criptas aberrantes, de histomorfologfa diferenciable de las criptas normales.
La etapa de proliferacién continta, generdndose un foco de criptas aberrantes o microadenoma (lesién
prencopldsica). La imagen en la figura ha sido tomada desde Redston M (2001), USA & Canadian Academy
of Pathology (3), 236-245.

como el dcido cblico (Femia ez al., 2004) y  mente o por complicaciones a largo plazo
disminuyen en la multiplicidad de criptas  de inflamaciones crénicas del intestino grue-
asf como en incidencia ante la presencia de  so como ocurre en la enfermedad de Crohn
agentes quimiopreventivos tales como el vy colitis ulcerosa. El riesgo de CCR es in-
piroxicam y sinbidticos (Caderni ez /., 2003;  fluenciado por predisposicién genética que
Femia et al., 2004). es elevada especialmente en el caso de las
mutaciones somdticas del gen APC supre-

sor de tumores (del inglés Adenomatosis

3. PROTOCOLO DE INDUCCION Poliposis Coli o Poliposis Adenomatosa de
Y DE PREVENCION DE FCA EN Colon), causante de la adenomatosis de co-
COLON DE RATONES lon familiar (Powell ez al., 1993). Los mo-

delos experimentales en animales se consti-

Para el biblogo experimental los focos de  tuyen en una herramienta excepcional en el
criptas aberrantes FCA pueden ofrecer la  estudio de induccién/prevencién de FCA (y
oportunidad de observar las alteraciones FCAsm) y de procesos tumorales. Los FCA
moleculares mds tempranas que conducen son evidencia de cambios en la mucosa
al cdncer colorectal (CCR) (Stevens ez al.,  colénica inducidos por mutaciones de las cé-
2007). EICCR, un tumor maligno frecuente  lulas epiteliales troncales multipotenciales,
y la tercera causa de muerte en Chile des- ubicadas en la base de la cripta (Radtke y
pués del cdncer gdstrico y biliar (Medinay  Clevers, 2005; Wirtz ez al., 2007; Humphries
Kaempffer, 2001), se desarrolla espontdnea- y Wright, 2008), que muestran fenémenos
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divisionales peculiares descritos recientemen-
te para la mantencién de la sucesién clonal
y establecidas en “nichos”, esto es, lugares
anatémicos especificos que regulan cémo
ellas participan en la generacién del tejido,
su manutencién y reparacién (Scadden,
20006). Se acepta hoy, sin una gran cantidad
de evidencias, que el cdncer es una enferme-
dad de las células troncales. Las razones que
se esgrimen para ello son, primero, que es-
tas células poseen toda la maquinaria para
la produccién de maltiples generaciones de
células antes de ser objeto de eventos
genéticos de naturaleza oncogénica. Ademis,
y esto es especialmente vélido para sistemas
en renovacién permanente, como el epite-
lio intestinal, las células troncales son las
tinicas que persisten un tiempo suficiente en
el tejido para llevar a cabo la larga secuencia
de mutaciones sucesivas y de seleccién que
demanda el concepto de carcinogénesis en
multiples etapas (Humpries y Wright., 2008).

Los FCA, decfamos corresponden a le-
siones preneopldsicas y son de extrema uti-
lidad para realizar experimentos con facto-
res ambientales que permiten estimar la etio-
logia, el tratamiento y la prevencién del cdn-
cer de colon (Montenegro ez al., 2003). Los
modelos experimentales en roedores pueden
imitar con un elevado nivel de significacién
muchos de los rasgos principales del CCR
humano (Corpet y Pierre, 2005). El azoxy-
metano (AOM) y sus derivados son los agen-
tes quimicos mds estudiados en la induccién
especifica de carcinogénesis colorectal. La
mayorfa de los modelos consignan el uso de
ratas, aunque también se han desarrollado
protocolos para el estudio de progresion tu-
moral esporddica o inducida por inflamacién
en ratones. El AOM es un agente quimico
que puede iniciar un cdncer por alquilacién
del ADN, facilitando un apareamiento erré-
neo de bases nitrogenadas (Papanikolaou ez
al., 1998). Sin embargo el AOM no corres-

ponde al metabolito carcinogénico final. Ne-
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cesita activacién metabdlica después de la
inyeccién intraperitoneal (ip). El proceso de
activacion no ha sido completamente escla-
recido, aunque se sabe que requiere de
hidroxilacién, mediada por p450 hepdtica
(Sohn ez al., 2001). Después de su excre-
cién via biliar, se promueve otro cambio
quimico estimulado por la presencia de la
flora bacteriana intestinal antes de que pue-
da tener efecto colonotrépico (Fiala, 1977;
Redi ez al., 1974), (Fig. 2).

Entre las ventajas que se han descrito y
que argumentan a favor del uso de este mo-
delo de induccién quimica de carcinogéne-
sis, se pueden mencionar: potencia, repro-
ducibilidad, simpleza y similitudes con la
CCR humana como por ejemplo la ubica-
cién de tumores que en ratén y humanos se
concentra en la parte distal del colon. Muy
frecuentemente ellos se desarrollan a partir
de pdlipos (crecimiento polipoide) y fre-
cuentemente exhiben rasgos histopatoldgicos
muy semejantes a los que se observan en CCR
humano, con la diferencia que los tumores
inducidos por AOM raramente muestran
metdstasis e invasividad de la mucosa (Boivin
et al., 2003; Nambiar et a/, 2003). Tam-
bién se han revelado semejanzas significati-
vas entre el modelo de induccién quimica y
el CCR humano en el nivel molecular. En
ambos casos se observa expresién aberrante
del gen APC (Fenoglio-Presier y Noffsinger,
1999) ademds de mutaciones y localizacién
celular alterada de B-catenina (Takahashi ez
al., 2000) y desregulacién demostrada de
algunas vias de sefializacién como es el caso del
oncogén celular de mielocitomatosis (Guillem
et al., 1988), ciclina D1 y kinasas depen-
dientes de ciclina (Wang ez al., 1998). Al
igual que como se ha descrito en CCR hu-
mano, el sistema de induccién quimica tam-
bién promueve un funcionamiento desregu-
lado del proto-oncogén K-ras (Vivona ez al.,
1993) y elevados niveles de 6xido nitrico
sintetasa y ciclooxigenasa-2 (Takahashi ez 4/,
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Figura 2. Mecanismo de activacién del Azoxymetano (AOM) (A) Tras inyectarse el Azoxymetano es
transportado por via sanguinea hasta el higado donde es objeto de biotransformacién que incluye al menos
un paso de hidroxilacién, llevado a cabo por citocromos del sistema P450. (B) El metilazoxymetanol formado,
es excretado hacia el intestino por la bilis y una vez allf es objeto de un tltimo proceso de transformacién,
realizado por factores aportados por la flora coldnica, obteniéndose metildiazonio (C) que posee efecto

colonotrépico. Modificado de Neufert ez al., 2007.

2000). Las lesiones pre-neopldsicas con va-
rios grados de displasia’ representan un paso
obligatorio en la carcinogénesis de colon,
cuya identificacién y caracterizacién han
centrado muchos esfuerzos en los dltimos

afios (Chang, 1984; Bird, 1987; Paulsen ez

! La displasia (del latin ‘mala forma’, malformacién)
es una anormalidad también llamada hiperplasia atipica
por alteracién del desarrollo de las células epiteliales y
mesenquimatosas, que han experimentado proliferacién y
alteraciones citoldgicas atipicas, que afectan a la orienta-
cién celular dentro de un epitelio, en el tamafio, forma y
organizacion de las células. Esto puede ser el indicativo de
un paso temprano hacia la transformacién en una neopla-
sia, es por lo tanto un cambio pre-neopldsico o precance-
r0so.

77

al., 2001). Efectivamente, debido a que la
carcinogénesis de colon es un proceso largo
que toma meses en desarrollarse en ratones,
las lesiones prencopldsicas como los FCA que
ocurren alrededor del dia 30 después de la
administracién del carcinégeno o incluso
antes, han sido usadas como referente de an4-
lisis en estudios de carcinogénesis y quimio-
prevencién de corto plazo (Zheng et al.,
1999). Recientemente el grupo de Caderni,
del Departamento de Farmacologia de la
Universidad de Florencia, en Italia, ha iden-
tificado un nuevo biomarcador de carcino-
génesis de colon que corresponde a la pre-
sencia de focos aberrantes que carecen de
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mucina. Estos focos aberrantes son fdciles
de identificar y evaluar en colon entero no
seccionado y muestran claras sefiales de
displasia en los cortes histolégicos. Este mis-
mo grupo postula a los FCAsm con un bio-

marcador en la carcinogénesis de colon
(Caderni et al., 2003).

Bajo esas consideraciones la Figura 3 pro-
pone un protocolo para el estudio de for-
macién de FCA bajo dos situaciones experi-
mentales.

&

I e e (-] iu':llull

s [ =] 8] 8 s

B Evaluagian
deFCA

T oy im =[mA

Figura 3. Esquema experimental para estudiar formacién de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) inducidas
por Azoxymetano (AOM) en colon de ratones. A) Sin inductor de inflamacién. B) Con induccién de
inflamacién (DSS) S = Semana; DSS = Sulfato Sédico de Dextran.

La primera de ellas (3A) se fundamenta
en la aplicacién de dos inyecciones de AOM.
La via por la cual se administra el AOM debe
ser siempre la misma, en nuestro protocolo
proponemos la inyeccién intraperitoneal
(i.p.) del agente y una evaluacién de FCA
en la semana 10 después de la primera apli-
cacién. Dependiendo de la susceptibilidad
de la cepa de ratones empleadas al AOM, se
decidird una concentracién de entre 7 a 15
mg/kg. Sila cepa es susceptible, puede usar-
se una concentracién de AOM de -por ejem-
plo- 7,5 mg/kg. Si la cepa de ratones em-
pleadas en el estudio es de baja susceptibili-
dad, la concentracién empleada del agente
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quimico debe estar mds cercana a los 15 mg/
kg. y en algunos casos quizds sea indicado
utilizar el protocolo descrito en B. En tér-
minos generales se sugiere la inyeccién i.p.
de AOM a una concentracién de 10 mg/kg
que se ha considerado como una concentra-
cién estdndar que es muy bien tolerada por
la mayor parte de la cepas incluyendo aque-
llas altamente susceptibles (Neufert ez al.,
2007). La segunda alternativa (3B) involu-
cra una sola inyeccién de AOM y un trata-
miento de tres ciclos con DSS, que promue-
ve la inflamacién de la mucosa coldnica.
Como se puede ver en la figura, la evalua-
cién de FCA puede realizarse en la semana
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7 después de la inyeccién i.p. de AOM. El
investigador podrd optar por uno de los dos
protocolos (A o B) dependiendo de las ca-
racteristicas, objetivos de su estudio y la sus-
ceptibilidad de los animales de experimen-
tacién empleados en el mismo.

En relacién con la prevencién en la for-
macién de FCA, la Figura 4 presenta una
propuesta de disefio con dos alternativas
opcionales.
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Figura 4. Disefio experimental para estudios de quimioprevencién en la formacién de Focos de Criptas
Aberrantes (FCA) inducidos por Azoxymetano (AOM) en colon de ratones. A) Sin inductor de inflamacién.
B) Con inductor de inflamacién de mucosa S = Semana; DSS = Sulfato Sédico de Dextran.

En 4A se presenta un disefio sin el em-
pleo de DSS y en el que se trata a los anima-
les con el agente quimico preventivo a estu-
diar cuatro semanas previas a la primera in-
yeccién con AOM. Este tiempo de trata-
miento previo para el caso del uso de infu-
siones de plantas medicinales como agente
quimiopreventivo, se basa en evidencias que
dan cuenta de la eficiencia en la prevencién
de dafo inducido por agentes quimicos como
cisplatino o acrilamida por infusos de hier-
bas medicinales (Zamorano-Ponce et al.,
2004, 20006). El tratamiento se propone
mantenerlo a término, esto es, hasta la se-
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mana 10 en que se evalda la frecuencia de
FCA o la multiplicidad de éstas. En 4B se
muestra el protocolo en el igualmente se ini-
cia un tratamiento con el agente quimico
preventivo durante 4 semanas previas a la
tnica inyeccién i.p. con AOM. En este caso
se aplica un tratamiento con dextran (1-3%)
en el agua de beber y los FCA se analizan a
la séptima semana después de la inyeccién
con AOM. El tratamiento con el agente pre-
ventivo se realiza a término es decir hasta la
semana 7, en que se analiza la frecuencia o
multiplicidad de FCA en el colon de los

animales en experimentacién.
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4. PROTOCOLO DE INDUCCION
Y PREVENCION DE TUMORES
EN COLON DE RATONES

Recientemente se han publicado algunos tra-
bajos en los que se proponen protocolos ex-
perimentales concretos, con el fin de armo-
nizar de alguna forma lo que se realiza en
diferentes laboratorios y de esa forma poder
realizar comparaciones vdlidas entre ellos.
Como muestra la Figura 5, el disefio com-
prende dos opciones alternativas. La prime-
ra comprende inyecciones repetidas de AOM
y es util especialmente en el estudio de los
factores que conducen la progresién espon-
tdnea del tumor. La segunda alternativa com-
prende el uso de sulfato sédico de dextran,
un agente quimico que promueve la infla-
macién y es especialmente util en modelos
de estudio en el que se aborda la progresién
tumoral asociado a colitis crénica, como se
observa en la colitis ulcerativa o enferme-
dad de Crohn (Wirtz et al., 2007). El mo-

delo de dos alternativas que proponemos en

esta revision es altamente eficiente en indu-
cir tumores de colon en ratones y se basa en
6 inyecciones intraperitoneales de AOM vy
el andlisis de tumores en la semana 30 tras la
primera aplicacién del agente (AOM). Al-
gunos datos sugieren que cuatro inyeccio-
nes son suficientes para inducir un elevado
grado de tumores (>90%) en cepas de sus-
ceptibilidad elevada. Balb-C la cepa emplea-
da en nuestros experimentos, ha sido des-
crita como una cepa de baja sensibilidad a la
induccién de tumores, de tal forma que pro-
ponemos 6 inyecciones con AOM y evalua-
cién de éstos (nlimero y tamafio) en la se-
mana 30 después de la primera inyeccién
con AOM. El tratamiento con una tnica
inyeccién previa de AOM seguida con tres
ciclos de DSS (5B), causa colitis crénica, la
que ocasiona un crecimiento acelerado de
tumores en relacién al protocolo sin DSS,
resultando en tumores grandes en la sema-
na 10 después de la unica inyeccién de
AOM.
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Figura 5. Esquema experimental para estudiar carcinogénesis inducida por Azoxymetano (AOM) en colon
de ratones. A) Progresién de tumores inducidos por AOM B) Progresién de tumores potenciado por procesos
de inflamacién de mucosa mediante dextran S = Semana; DSS = Sulfato Sédico de Dextran. Modificado a
partir de Neufert ez a/., (2007), Nature Protocols 2 (8), 1998-2004.

80



Un modelo experimental inducible en ratén para conducir estudios en quimioprevencién... / E. ZAMORANO-PONCE ET AL.

En la Figura 6 presentamos protocolos
de prevencién de carcinogénesis con dos
opciones alternativas de acuerdo a la natu-
raleza del estudio que se realiza. En este caso,
proponemos igualmente un tratamiento
cuatro semanas antes de la primera inyec-
cién de AOM con el agente anticarcinogé-
nico putativo. El tratamiento se propone a
término, es decir, hasta la semana 30, mo-
mento en el que se debe evaluar los tumores

en el colon de los animales de experimenta-
cién (6A). A su vez se formula un disefio
opcional en el que se mantiene a los ratones
durante cuatro semanas en tratamiento con-
tinuo a término con el agente preventivo, al
igual que en 6A se aplica una inyeccién con
AOM vy adicionalmente en este modelo se
aplica DSS en tres ciclos y se analiza la pro-
gresién tumoral a la semana 10 tras la apli-

cacién de AOM (6B).
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Figura 6. Disefio experimental para estudios de quimioprevencién y anticarcinogénesis inducida por Azoxy-
metano (AOM) en colon de ratones. A) Progresion espontdnea de tumor sin inductor de inflamacién de
mucosa. B) Progresién conducida por procesos de inflamacién de mucosa S = Semana; DSS = Sulfato Sédico
de Dextran. Adaptado desde Neufert ez 2/ (2007), Nature Vol. 2 (8), 1998-2004.

4. QUIMIOPREVENCION Y
ANTICARCINOGENESIS

La quimioprevencién fue originalmente de-
finida por Sporn en el afio 1976 (Fiala, 1977)
para indicar: “la potenciacién farmacoldgica
o fisiolégica mediante las cuales la progre-
sién de una lesién preneopldsica puede ser
prevenida, detenida o revertida’. Muchos
estudios epidemioldgicos y experimentales
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sugieren una estrecha relacién entre el ries-
go de cdncer de colon y factores dietarios
(una buena revisién el lector puede encontrar-
la en Norat y Riboli, 2003). Aunque muchos
constituyentes en los alimentos y dietéticos
se han asociado a una disminucién en el ries-
go de cdncer de colon, la evidencia epide-
mioldgica es quizds mds fuerte en lo relativo
al consumo de vegetales. Muchos constitu-
yentes quimicos vegetales o fitoquimicos han
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sido asociados con propiedades protectoras.
Las hierbas medicinales constituyen una
fuente de muchos de esos compuestos qui-
micos. Se ha publicado un gran nimero de
trabajos en los cuales se evidencian diversas
capacidades de las infusiones de estas hier-
bas para quimioprevenir la ocurrencia de
efectos celulares cuando ellas son ensayadas
en experimentos 7z vitro e in vivo (WCRE,
1997; Weisburger et al., 1998; Ross et al.,
2006; Hao et al., 2007; Issa et al., 2007;
Hang Xiao ez al, 2008;). Los antioxidantes
juegan un rol importante en la proteccién
de las macromoléculas celulares del dafio
oxidativo. Muchos antioxidantes naturales
han mostrado una relacién inversa de riesgo
en varios tipos de cdncer distintos, incluyen-
do cdncer de colon. En estudios recientes
nuestro grupo ha demostrado que infusos de
Alloysia triphylla (cedrén) y Peumus boldus
Molina (boldo) poseen un efecto protector
de dafio genético. Hemos podido demostrar
ademds que la aplicacién de la infusién de
Cedrén o Boldo, incrementa significativa-
mente el estatus antioxidante del plasma de
los ratones de experimentacién evaluado
mediante las técnicas de FRAP (Ferric
Reducing Ability of Plasma) y peroxidacién
lipidica (determinacién de malondialdehido
a 532 nm) (Zamorano-Ponce et al., 2004;
20006).

Como se decfa en pdrrafos previos, los
FCA son conjuntos de 3 a 20 o mds criptas
adyacentes que comparten anomalfas mor-
folégicas cuando se examinan bajo un mi-
croscopio de diseccién previamente tefidas
con azul de metileno (revisado en Bird,
1987; Fenoglio-Preiser y Noffsinger, 1999).
Se ha demostrado que estas neoformaciones
son inducidas por todos los carcinégenos
hepdticos conocidos, en dependiencia con
la dosis dosis, su nimero puede ser regula-
do por moduladores de la carcinogénesis de
colon y predice muy bien el desarrollo de
cdncer en el ratén. Ademds, los rasgos mor-
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folégicos y genotipicos de los FCA en colon
de rata son similares a los presentes en colon
humano (Fenoglio-Preiser y Noffsinger,
1999). Las criptas displdsicas han sido des-
critas como lesiones tempranas en ratones
tratados con carcinégenos y humanos en ries-
go y su formacién es considerada como un
paso necesario en el desarrollo del cdncer. En
este contexto y en el marco del presente tra-
bajo los FCA pueden constituirse en un bio-
marcador interesante de evaluar en estudios
de corto plazo en carcinogénesis, atendido que
hoy se los considera universalmente como
antecedente inmediato en la mayoria de los
cdnceres colorectales (Humpries y Wright,
2008). Las criptas pueden ser ficilmente
contabilizadas en el colon completo no sec-
cionado y de acuerdo con ello el FCA se ha
hecho muy popular como biomarcador de
corto plazo en carcinogénesis experimental
y quimioprevencién (Bird, 1987). En los ul-
timos afos se ha focalizado la atencién en
aquellos FCA que estdn constituidos por
criptas con reducido o inexistente conteni-
do en mucina (FCAsm) como un biomar-
cador mds preciso de andlisis. En los proto-
colos que se proponen en esta revisién se
evalda el nimero total de criptas aberrantes
y de ellas deiferencias la subpoblacién de
FCAsm. Para esto tltimo, se sugiere emplear
la tincién (HIB-AB) (High Iron diamine-
alcian blue) para evaluar la produccién de
mucina (Yamada et a/., 2000; Femia ez al.,
2004).

5. CONCLUSIONES

Los protocolos experimentales inducibles
que presentamos en esta revisién brindan
una serie de posibilidades para el bilogo
experimental. Por un lado, permiten avan-
zar en el estudio de los mecanismos de for-
macién de focos de criptas aberrantes (FCA),
lesiones pre-neopldsticas que se cree corres-
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ponden a las primeras manifestaciones de
procesos carcinogénicos posteriores. El pro-
tocolo permite ademds la posibilidad de exa-
minar el efecto de agentes preventivos puta-
tivos que inhiban la formacién de estas
displasias col6nicas y avanzar asi dentro de
posibilidades terapéuticas futuras. El FCA
es especialmente vélido como biomarcador
de efecto para ensayar infusiones de hierbas
medicinales a las cuales se les atribuyen pro-
piedades preventivas y en las que se ha po-
dido comprobar dicho efecto (Fukutake ez
al., 2000; Patlolla ez a/., 2006; Asano et al.,
2007; Bhattacharjee ez al., 2007; Issa ez al.,
2007; Xiao et al., 2008). Por otra parte, pro-
ponemos —ademds— un protocolo para es-
tudiar la progresién de tumores inducidos
por AOM y explorar posibilidades de modu-
lacién del proceso, asi como de prevencién
en la formacién de neoplasias en colon.
Esperamos que esta revisién motive es-
tudios posteriores que utilice este tipo de
protocolos experimentales que auguran cons-
tituirse en uno de los ensayos que brindard
informacién importante en torno a los me-
canismos que subyacen al desarrollo del CCR.
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