UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

COORDINACION GENERAL ACADEMICA

Coordinacion de Bibliotecas
Biblioteca Digital

La presente tesis es publicada a texto completo en virtud de que el autor
ha dado su autorizacion por escrito para la incorporacion del documento a la
Biblioteca Digital y al Repositorio Institucional de la Universidad de Guadalajara,
esto sin sufrir menoscabo sobre sus derechos como autor de la obra y los usos
gue posteriormente quiera darle a la misma.

Av. Hidalgo 935, Colonia Centro, C.P. 44100, Guadalajara, Jalisco, México
bibliotecadigital@redudg.udg.mx - Tel. 31 34 22 77 ext. 11959



2010B - 2015A 207526954

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias

*
”,;0
f=o=3
1 .

Efecto del extracto de hojas de camote (I[pomoea batatas)
en la expresidon de la ornitina descarboxilasa en rinén y
colon en un modelo murino de cancer de colon

TESIS

Que para obtener el titulo de Licenciado en Biologia

PRESENTA

Mariana Vazquez Rodarte

Las Agujas, Zapopan, Jalisco. Febrero 2016



2010B — 2015A 207526954
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias

Efecto del extracto de hojas de camote (I[pomoea batatas)
en la expresidon de la ornitina descarboxilasa en rindn y
colon en un modelo murino de cancer de colon

TESIS

Que para obtener el titulo de Licenciado en Biologia

PRESENTA
Mariana Vazquez Rodarte
Directora: Dra. Anne M. H. Santerre
Asesora: Dra. Luz Patricia Castro Félix

Asesora: Dra. Maria del Rosario Huizar Lopez



Universidad de Guadalajara

Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias

Coordinacién de Carrera de la Licenciatura en Biologia

C. MARIANA VAZQUEZ RODARTE.
PRESENTE

Manifestamos a usted, que con esta fecha, ha sido aprobado su tema de titulacion
en la modalidad de TESIS E INFORMES opcién TESIS con el titulo: “Efecto del
extracto de hojas de camote (Iponmoea batatas) en la expresion de la ornitina
descarboxilasa en rifién y colon en un modelo murino de cancer de colon.”, para
obtener la Licenciatura en Biologia.

Al mismo tiempo le informamos, que ha sido aceptado como director de dicho
trabajo: Dra. Anne Marguerite Helene Santerre y como asesoras a Dra. Maria del
Rosario Huizar Lépez y a Dra. Luz Patricia Castro Félix.

Sin mas por el momento, aprovechamos para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE COMITE DE
"PIENSA Y TRABAJA" TITULCION

Las Agujas, Nextipac, Zapopan, Jal., 9 de junio de 2015

DRA. GEOR NA QUIROZ ROCHA
PRESIDENTE ITE DE TITULACION
= b &

DRA. CPAUDIAAURORA URIBE MU.
SECRETARIO DEL COMITE DE TITULACION

Las Agujas, Zapopan, Jalisco, México. C.P. 45110. AP 39-82. Tels. (01-33) 3777- 1168 3777-1150, ext. 33118.



FORMA F

Dra. Georgina Adriana Quiroz Rocha.
Presidente del Comité de Titulacion.
Licenciatura en Biologia.

CUCBA.

Presente

Nos permitimos informar a usted que habiendo revisado el trabajo de titulacion,
modalidad de TESIS E INFORMES, opcién TESIS con el titulo: “Efecto del extracto
de hojas de camote ([pomoea batatas) en la expresion de la ornitina
descarboxilasa en rifién y colon en un modelo murino de cancer de colon” que
realiz6 la pasante Mariana Vazquez Rodarte con nimero de cédigo 207526954,
consideramos que ha quedado debidamente concluido, por lo que ponemos a su
consideracion el escrito final para autorizar su impresion.

Sin otro particular quedamos de usted con un cordial saludo.

Atentamente
Las Agujas, Nextipac, Zapopan, Jal., 19 de Enero de 2016.

Directora del trabajo: Asesores:
> - D
1 |

Al e Cadom

Dra. Anne M. H. Santerre Dra. Luz Patricia Castro Félix
@Zﬁé?l
Dra. Maria del Rosario Huizar Lopez

Nombre completo de 10 Sinodales asignados por el Comité de Tiuacion | Firma de aprobado Fecha de aprobacion

Dra. Silvia Josefina Lépez Pérez /szfﬁ/)() 20 -fne - /le

M,//J 2/« Cnes /é%

Dfa‘ Jogefi;wa Casa Solis LLV/C ° (/
]

Dra. Nidia Jannette Carrillo Gonzalez M e Cavrillo 20.-ene-lg

Supl. Dra. Luz Patricia Castro Félix : \/(K’ % okie (_L L lig €. omie
2 -\ :\ ‘.' = = e-seesseciven

COMITE DE

TITULACION
&

ziol16 |



SEDE

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Biomarcadores Moleculares y
Genética Molecular del Centro de Investigacion en Genética Molecular del
Departamento de Biologia Celular y Molecular del Centro Universitario de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias, Universidad de Guadalajara, bajo la direccion de la
Dra. Anne M. H. Santerre y asesoria de la Dra. Maria del Rosario Huizar Lopez y la
Dra. Luz Patricia Castro Félix.



FINANCIAMIENTO

El presente trabajo forma parte de los productos de un proyecto de investigacion
financiado por el Consejo Estatal de Ciencia y Tecnologia de Jalisco-Universidad
de Guadalajara (COECYTJAL-UDG) con clave PS-2008-617.

Se agradece a la Dra. Modnica Elisa Urefia Guerrero, responsable del Laboratorio
de Biologia de la Neurotransmisién del mismo Departamento por permitir el uso del
Sistema de Adquisicion de Imagenes Gel Logic 100 obtenido de los recursos
externos CONACYT #48002.



“Cualquier cosa que la mente del hombre puede concebir y creer,
puede ser consequida”

Napoleén Hill

“Si puedes sofiarlo puedes hacerlo, recuerda que todo esto
comenzd con un raton”

Walt Disney



DEDICATORIA

Este trabajo es dedicado a mis padres, ya que ellos son y serdn siempre mi motivo para querer
llegar cada vez mds lejos.

Mi esfuerzo es para que sepan que también el suyo ha valido la pena.



ﬁgﬁﬂ@fCIMIﬂWT oS
A Dios

Por darme la oportunidad de estar siempre en el lugar y con las personas indicadas.

A mi Familia

Por darme su apoyo y carifio en cada momento y siempre estar al pendiente en cada paso a lo largo de mi
formacion profesional. Les agradezco cada una de las veces en que comprendieron las razones de pasar tanto
tiempo en la computadora. Gracias mamd y papd por cuidar de mi cuando estuve aprisa y con preocupaciones,
sin ustedes todo esto habria sido mucho mds dificil.

A la Dra. Anne Santerre

Por darme su apoyo y confianza al asignarme este proyecto. Gracias por no solo ser mi maestra, si no también mi
amiga y mamd académica. Debo decir que ademds de darme una oportunidad, también me dio el valor para
sequir adelante, porque cuando yo dude usted siempre dijo “si vas a poder”. Gracias por todo su apoyo a lo largo
de mi_formacion profesional y en el desarrollo de este proyecto. Usted fue uno de mis motivos para llevar este
trabajo hasta al final.

A la Dra. Patricia Castro

Por ver en mi las capacidades de un buen estudiante y darme la oportunidad de entrar al laboratorio, gracias por
compartir sus conocimientos conmigo y ser parte tan importante de mi formacion académica y este proyecto.

A la Dra. Rosario Huizar

Gracias por ser mi maestra y darme las herramientas para realizar este trabajo.

A mis sinodales

Gracias a las Dra. Silvia Josefina Lopez, Dra. Josefina Casas y Dra. Nidia Jannette Carrillo por su tiempo,
apoyo y ayuda para mejorar mi trabajo.



A la Familia Herndndez Puga

Por sequir cada paso del desarrollo de este proyecto y alentarme a sequir adelante sin importar que tan dificil
fuera lograr el objetivo.

A Octavio

Gracias por no soltar mi mano a lo largo de la bonita aventura que fue mi carrera, por darme tu apoyo,
compresion y carifio en los momentos mds dificiles, gracias por hacerme sentir importante, fuerte y capaz de
lograr cualquier cosa. Este es el primero de muchos logros que tendremos juntos. Gracias por llegar a mi vida y
estar a mi lado siempre.

A mis compafieros y amigos de laboratorio

Gracias a Athziri, Josema, Oscar, Brenda, Andres, Karen, Luis e Itzel por las charlas tan agradables, por los
momentos divertidos y las risas, por tomarse el tiempo de escuchar mis quejas y dar sus consejos para mejorar mi
trabajo, pero sobre todo gracias a todos por la bonita amistad que me regalan. Luis, Karen e Itzel gracias por su
apoyo en el trabajo experimental. Agradezco a Oscar por creer en mis conocimientos y habilidades de laboratorio.

A mis amigas

Miriam, Natali y Ale por su apoyo y buenos deseos durante mi trabajo en este proyecto. Gracias por decir
siempre “tii puedes’.

A mi mascota

Gracias a Pepa por recordarme cada noche de desvelo que tenia que dormir, y obligarme a despegarme de mi
escritorio para salir a pasear y despejar la mente.



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt ettt ate et eeteataena et e eteateeneeeaeateareaneenes iii
INDICE DE CUADROS ..ottt ettt ettt et te et e e ta et et e eteste e e e s e etesteaneenes iv
A B REV AT U R A S e oot e et e ettt e e et et e e ettt e e e e atn e aeenenns v
RESUMEN ...t e e et ettt e e e e e e et ettt e e e e e e e e e e anbbaa e e eeeeas 1
[ ANTECEDENTES ...ttt e e et e e ettt e e e e et e e e e aba e eaeranns 2
1.1 CANCET COIOITECLAL......eeiiiiei ettt et e e e e e e e e r e e e e e e e e aann 2
1.2 Modelo de desarrollo del cAncer COIOIMECtal............oocuiiiiiiiiiiiiii e 3
1.3 Factores de riesgo del CANCEr COIOIMECAL.........cccoiiiiiiiiiiiiiiie e 4
1.4 Marcadores tumorales del CANCEr COIOIECTAl............coiiiiiiiiiieiee e 5
1.5 Ornitina descarboxilasa y poliaminas..............iiiiiiiiiiiiiiccc e 7
1.6 Regulacién de los niveles de la ornitina descarboxilasa...............cccooeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeee, 10
1.7 Ornitina descarboXilasa Y CANCEN .......cccocoiiiiiicee e 12
1.8 Modelo murino de CANCET € COION ......cooiiiiiiiiiiiie e 13
1.9 Quimioprevencidn del cancer colorrectal ..........ccoooeeiiiiiiiiiiiie e, 13
1,10 POITENOIES ... 15
1.11 Propiedades del extracto etandlico de las hojas del camote dulce (Ipomoea batatas) .. 16
1.12 Los polifenoles y su efeCto €N CANCET ...........uuviiiiiiiiiiiieice e 17

[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ..ot e e e 19
I JUSTIFICACION ...ttt ettt s et et e s et et e se s nenens 20
AV 1T 0 =] S TSR 21
V. OBUIETIVOS et e et e e et e e e e et e e e e et e e e e e tb e e e eraans 22
5.1 ODJetiVO GENEIAL......cooiiiiiiiii 22
5.2 ODbJetiVOS PArtICUIAIES ......ccoiiiiiiiiiiei e e e e et e s e e e e e e e e et e e e eaaaeerenes 22
V1. DISENO EXPERIMENTAL ...oooviiiiieeee et ceeeeee ettt ateete et tsate et eteeeansaresnesaeeensareaeees 23
VII. MATERIALES Y METODOS ..ottt ettt sttt aeeaesaeateeneeaeeasareaneaneas 24
7.1 Animales de eXPerimentaCiON ............couuu it e et e e e e e a e e e e e e sereraeeaaeens 24
7.2 Extraccion de proteinas totales de rifidn y COION ...........ccuvvviiiiieiiiiiiii e 25
7.3 Cuantificacion de proteinas totales de rifidn y COION .........cccvvvvviviiiiiiiiiiieeeeeeeeee 25
7.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) ... 26
7.5 Identificacion de proteinas por Western blot ... 26
7.5.1 Electrotransferencia a membrana de PVDF..............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 26



7.5.2 Incubacién con anticuerpos anti-ODC y anti-B-actina .............ccevvvvviiiiiinieeeeeeeeiiiinnn. 27

7.5.3 Revelado de 1a proteina ODC.........ooiiiiiiiiiiiieee e 28

7.6 ANALISIS de daAtOS......ccoiiiiiiiie 28

VI RESULTADOS ...ttt e e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e s bt e e e e aaaeeeeasnnnntnnaaaaaeas 29

8.1 Cuantificacion de proteinas por el micrométodo de Bradford..........ccccccovvvvvvvvviiiieeinennnn, 29
8.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y electrotransferencia a membrana de

P D .. et ——— e e e e e e e et ————aaae e e e e e ————raaaeeaaaanaaanes 29

8.3 ldentificacién de las proteinas ODC y (B-actina por Western blot.....................coevviiinnnnnnn. 31

8.4 Determinacion de la expresion relativa de [a ODC............uuviiiiiiiiiiiiiiiieeecee e 32

D 11T U 1] [ ] P 39

X. CONCLUSIONES ......cttiiiiiiee ettt e et e e e e e e sttt e e e e e e e e s s s et b e e aaaeeasansnssaneenaaeeeaaanns 44

XL PERSPECTIVAS ...ttt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e s e bbb et e e e e e e e e e s sasbsseaaaaaeeaaans 45

XL REFERENCIAS ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e s e snbt et e e e e e e e e e e nnnsstnneaaaaeeaaanns 46

XL ANEXOS .ottt e e e e e e ettt e e e e e e e e e et teaeeeaaeeeaaaasstesseaaaaeeasaansssnnaaaeeeeaaanns 56

11.1 Anexo 1. Preparacion y administracion de la 1,2 dimetilhidracina (DMH)...................... 56

11.2 Anexo 2. Obtencién y determinacién de fenoles totales del extracto etandlico de

[POMOCA DATALAS ... ..ttt 57

11.3 Anexo 3. Concentracion de proteinas totales de FHAON ...........ccoooviiiiiiiiiee e, 58

11.4 Anexo 4. Concentracion de proteinas totales de ColoN...........cooovvviiiiiiiie e, 59



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.
Figura 19.

INDICE DE FIGURAS

Alteraciones moleculares del cancer COlOrrecCtal...........uuuuuuuuruiiiiiiiiiiiiiiiiieiiii. 3
Representacion del homodimero de la ornitina descarboxilasa de raton ...................... 8
Estructura de las tres principales poliaminas...........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiii e, 8
Via general de la biosintesis y catabolismo de las poliaminas............cccccccoviiiiiiiinnnnen. 9
Degradacion de la proteina ornitina descarboxilasa. ..........cccccceeeeiieieiiiiiiiiiic e, 11
Principales grupos de compuestos fENOIICOS ...........cooiiiiiiiiiiiiieiiee e 15
Flores y hojas de la planta del camote dulce (Ipomoea batatas)..............ccccoeeeeeereeenns 16
Curva estandar de BSA ... 29
Electroforesis y electrotransferencia de proteinas de rifion.............ccccvviiviiieeiiiiiiinnee 30

Electroforesis y electrotransferencia de proteinas de colon..........cccoooooviiviiiiienneen, 30
Expresion de la ODC y B-actina de muestras de AN ..........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 31
Expresion de la ODC y B-actina de muestras de colon............cccccceeeveeeriiieiiiieeeeeeee, 31
Expresion relativa de la proteina ODC en rifion y colon de ratones Balb/c,
1] 0 1 E= T 1= T PP P PP SPPPPPRRPPPIN 32
Expresion relativa de la proteina ODC en rifion y colon de ratones Balb/c,
SEIMANEA L2, ...ttt e et et e ettt e e et e b e e eet e e e et e aeara e aanes 33
Expresion relativa de la proteina ODC en rifion y colon de ratones Balb/c,
SEIMANA L8, .ottt e et e et et e e e et a et a e e et a e e et e e e et aaaes 34
Expresion relativa de la proteina ODC en rifién y colon de ratones Balb/c,
SEIMANEA 24 ...ttt e e et et e et a et et a e e et e e e et aaaes 35
Expresion relativa de la proteina ODC en rifién y colon de ratones Balb/c,
SEIMANA 3L .ttt e et a et a ettt e e e et a e et aaaes 36
Inyeccién subcutanea del DMH para la induccién de cancer colorrectal................... 56

Curva estandar de acido galico para la cuantificacion de fenoles totales.................. 57


file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787680
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787681
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787682
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787683
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787684
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787685
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787686
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787687
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787688
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787689
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787690
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787691
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787692
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787692
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787693
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787693
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787694
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787694
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787695
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787695
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787696
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787696
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787697
file:///C:/Users/MARIANA/Desktop/cosas%20de%20tesis/Partes%20de%20la%20tesis/Indice%20de%20figuras.docx%23_Toc441787698

Cuadro 1.
Cuadro 2.
Cuadro 3.

Cuadro 4.
Cuadro 5.
Cuadro 6.
Cuadro 7.

INDICE DE CUADROS

Biomarcadores preneoplasicos identificados para cancer colorrectal ......................... 6
GrupoS EXPENMENTAIES .......evviiiiiiiiiiiieie ettt 24
Cantidad de proteina y dilucién de anticuerpos para la deteccién de la ODC y

= T ] = WP 27
Valores de expresion relativa de la ODC en FifiOn..........ccooeviiiiiiii e, 37
Valores de expresion relativa de Ia ODC €N COION ...........uuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinennnnnnne. 38
Concentracién de proteinas totales de rifiON ..........ccoooeviiiiiii e, 58
Concentracién de proteinas totales de COolON .............cvvvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee, 59



Hg
pL
ACE
ADN
ARN
APC

AZs
Bis
BSA
CCR
DCC

DFMO
DMH

GST

kDa
Kg
mg
Milli Q
min
mL
mM

MT

ABREVIATURAS

Microgramo

Microlitro

Antigeno carcinoembrionario
Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico

Poliposis Adenomatosa de
Colon

Antizimas
N,N-Metilenobisacrilamida
AlbUimina de suero bovino
Céncer colorrectal

Gen delecionado en
carcinoma colorrectal.

Difluorometilornitina
1,2-dimetilhidracina
Gramo

Gen supresor de tumor
Hora

Kilodalton
Kilogramo
Miligramo

Agua desionizada
Minuto

Mililitro

Milimolar

Marcador tumoral

OoDC
PAGE

PAO
PAs
pH
PLP
PMSF
PVDF
PO
Pu
rpm
SDS
Spd
SPDS
Spm
SPMS
SSAT

TBS

TBS-T

TCF
Tris-base

Tris-HCL

V

Ornitina descarboxilasa

Electroforesis en geles de
poliacrilamida

Poliamina oxidasa
Poliaminas

Potencial de Hidrogenon
Fosfato de piridoxal
Phenylmethylsulfonyl Fluoride
Polivinildenedifloride
Proto-oncogen
Putrescina
Revoluciones por minuto
Dodecil sulfato de sodio
Espermidina
Espermidina sintasa
Espermina

Espermina sintasa

Espermidina/espermina acetil
transferasa

Soluciébn amortiguadora tris
salino

Soluciébn amortiguadora tris
salinoy Tween 20

Factor de células T
tris(hidroximetil)aminometano

tris(hidroximetil)aminometano
hidrocloruro

Volt



RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad compleja caracterizada por la progresion y
acumulacién de diversas alteraciones genéticas. En nuestro pais, esta enfermedad es el tercer
tipo de cancer mas frecuente entre todos los tipos de tumores malignos y constituye el cancer
mas comun del tracto digestivo. Existen factores de riesgo genéticos y ambientales que
intervienen en el desarrollo del CCR, ya que tanto las condiciones hereditarias como el estilo de
vida y habitos alimenticios, pueden influir en la susceptibilidad al carcinoma.

La busqueda constante de nuevos farmacos y terapias para la prevencion, retraso o inhibicion
del CCR, en los ultimos afios se ha enfocado en productos naturales especificamente de origen
vegetal. Comparado con otras plantas, el camote dulce (Ipomoea batatas) presenta un alto
contenido de polifenoles, especialmente en las hojas, y se considera que estos compuestos

poseen actividad antiproliferativa.

La ornitina descarboxilasa (ODC) ha sido propuesta como biomarcador preneoplasico, debido a
gue en células tumorales el contenido de esta proteina se eleva significativamente y su
expresion no controlada estd estrechamente relacionada con la transformacion e
hiperproliferacién celular. En el presente trabajo se utilizé6 un modelo experimental murino para
evaluar durante 31 semanas la expresién de la ODC como marcador del efecto del extracto de
hojas de camote en el proceso de carcinogénesis. Mediante la técnica de Western blot se
identifico y determind la expresion de la ODC en rifion y colon de ratones Balb/c tratados con el
carcindgeno 1,2-dimetilhidracina (DMH) y/o el extracto etandlico de las hojas de I. batatas. Los
resultados en los diferentes grupos experimentales mostraron que la expresion relativa de la
ODC en rifién fue mayor que en colon. Ademas, se observo un incremento a las semanas 12 y
24 de la ODC en colon durante el tratamiento con DMH; y que el extracto administrado de
manera preventiva no modulé la expresion de la proteina. En rifién, se observé una expresion
mayor de la ODC en el grupo DMH en relacién al grupo control a lo largo del estudio. Ademas,
la expresion de la ODC en el grupo preventivo disminuyd, aun si las diferencias estadisticas no

fueron significativas, en comparacion con el grupo DMH a las semanas 6, 12 y 18.



|. ANTECEDENTES

1.1 Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad compleja en la que patrticipan factores de riesgo
genéticos y ambientales que provocan anormalidades en las células del colon o del recto,
causando que éstas se dividan sin control y se promueva el desarrollo inicial de pdlipos y
posteriormente tumores (Marques, 2011; Juarez y Rosales, 2014). Dichas anormalidades son el
resultado de la progresion y acumulacién de diversas alteraciones genéticas asociadas
principalmente a cambios en tres tipos de genes: proto-oncogenes (PO), genes supresores de
tumores (GST) y genes de reparacion de ADN. La activacién mutacional de los PO a oncogenes
en conjunto con la inactivacion de GST promueven un crecimiento celular potenciado, mientras
que las mutaciones en genes reparadores del ADN promueven la acumulacion de errores

durante la replicacion (Catalan et al., 2003; Zamorano et al., 2008).

El CCR es una de las neoplasias mas prevalentes en los paises occidentales y una de las
principales causas de muerte en estos paises (Juarez y Rosales, 2014); representa el tercer
tipo de cancer mas comun y la cuarta causa de muerte por cancer a nivel mundial (Mantilla et
al., 2014). En nuestro pais, esta enfermedad es considerada como el tercer tipo de cancer méas
frecuente entre todos los tipos de tumores malignos, precedida Unicamente por el cancer de
pulmén y prostata en hombres, y cervicouterino y de mama en mujeres (World Health
Organization, 2014).

Recientemente Villalobos et al. (2014) en un estudio realizado en cuatro hospitales de la ciudad
de México observaron que a partir de la década de los 90’s se aprecia un aumento progresivo
de la incidencia de CCR hasta alcanzar, al final del estudio, el primer lugar en neoplasias del
tracto digestivo en todas las instituciones, lo cual fue relacionado con cambios en la dieta de la
poblacion en general. Otras investigaciones indican que actualmente en México el CCR
representa el 5.8% de las neoplasias malignas y constituye el cancer mas comun del tracto
digestivo (Gonzéalez y Bahena, 2010; World Health Organization, 2014).



1.2 Modelo de desarrollo del cancer colorrectal

La carcinogénesis es un proceso de multiples etapas en el que se sugieren al menos tres
estadios: iniciacion, promocion y progresion (Zamorano et al., 2008). Durante la etapa de
iniciacion se producen mutaciones génicas, que provocan un cambio irreversible en las células
caracterizado por una capacidad intrinseca de crecimiento autbnomo; en la fase de promocién,
las células se comprometen a ser cancerosas, son estimuladas a dividirse, se vuelven
morfolégicamente anormales y pueden causar la formacion de un foco de células
preneoplasicas. Durante la fase de progresion, también conocida como fase de transicion al
carcinoma, se desarrollan mutaciones adicionales que terminan por conferirle el fenotipo
maligno a las células, lo que permite que sobrevivan y se multipliquen sin control aumentando
su capacidad de invasién a nuevos tejidos y metastasis (Zamorano et al., 2008; Reynoso et al.,
2009; Vazquez, 2013).

En un modelo de carcinogénesis colorrectal propuesto por Fearon y Vogelstein (1990),
denominado secuencia adenoma-carcinoma, se establece que la propagacion y crecimiento
excesivo no controlado de células estructural y biolégicamente anormales, que presentan
mutaciones en al menos cuatro a cinco genes, culmina en el desarrollo de una neoplasia o

tumor y a su vez condicionan las caracteristicas del mismo (Figura 1).
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Figura 1. Alteraciones moleculares del cancer colorrectal. Imagen tomada de Campo y Garcia, 2009.




Segun este modelo, los cambios genéticos que conducen al CCR inician con la inactivacion del
gen APC (Adenomatous Polyposis Coli o Poliposis Adenomatosa Coldnica), un GST que en
seres humanos se localiza en el cromosoma 5, region 5921, y se encuentra mutado en el 70%
de los adenomas de colon. Se cree que las mutaciones en APC promueven la carcinogénesis,
ya que impiden la degradacién de la 3-catenina, que al quedar libre en el citoplasma puede
formar un complejo con el factor de células T (TCF) y activar la expresion de PO como c-Myc y
ciclina D1. En este mismo modelo después de la inactivacion de APC se observa también la
activacion mutacional del PO K-ras, el cual codifica una proteina de 21 kDa implicada en la
transduccién intracelular de sefiales, por lo que su mutacion produce una sefial de division
celular constante; este tipo de mutacion se encuentra en al menos el 50% de los pacientes con
adenomas colorrectales mayores a 1 cm y en carcinomas. La fase de transicién al carcinoma se
caracteriza por la inactivacion del GST DCC (Carcinoma colorectal deleted o gen delecionado
en carcinoma colorrectal) ubicado en el cromosoma 18, region 18qg22, que codifica para una
proteina transmembranal que participa en la apoptosis, adherencia, diferenciacién y crecimiento
celular. El dltimo evento de inactivacion mutacional reportado en el modelo de Fearon y
Vogelstein se detecta en p53, otro GST involucrado de manera importante en el paso de
adenoma a carcinoma y mutado en el 70% de los casos de CCR esporadico (Catalan et al.,
2003; Alberici, 2007; Juarez y Rosales, 2014). Aun si el orden de activacion e inactivacion
génica no es absoluto, se considera a la acumulacion total de cambios como un factor

importante para el desarrollo de neoplasias col6nicas (Zamorano et al., 2008).

1.3 Factores de riesgo del cancer colorrectal

Es un hecho que tener una historia familiar de neoplasias colorrectales o condiciones
hereditarias, como poliposis familiar o variantes de sindrome de Lynch | y Il, colitis ulcerosa y el
desarrollo de pdlipos, asi como la obesidad, el abuso del consumo de tabaco y/o alcohol, el
estrés y un estilo de vida sedentario, son factores de riego importantes para el desarrollo del
CCR (Gonzélez y Bahena, 2010; Juarez y Rosales, 2014). Sin embargo, esta enfermedad tiene
una incidencia mayor entre la sexta y séptima década de la vida y afecta a menos del 20% de

los pacientes menores de 50 afos (Vilches et al., 2010).

La mayoria de los casos de CCR derivan de tumores benignos conocidos como adenoma y
gran parte de estos casos (aproximadamente el 75%), son de origen esporadico, es decir que

ocurren en personas que no portan una mutacion que les confiera susceptibilidad al tumor. El
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resto de los casos se relaciona con la historia familiar y/o enfermedades intestinales

inflamatorias (Cruz, 2004; Juarez y Rosales, 2014).

Estudios epidemiolégicos sugieren que factores de riesgo ambientales, especialmente
dietéticos, influyen en el desarrollo CCR, indicando que determinados cambios en la dieta,
como el incremento de las calorias ingeridas o el aumento progresivo de la ingestion de carnes
rojas y grasas de origen animal, en conjunto con la disminucion del consumo de vegetales y
folatos, coinciden con el aumento en la incidencia del carcinoma, ya que los intestinos grueso y
delgado actian como barreras en contra de agentes exdgenos, particularmente en el caso de
substancias con capacidad mutagénica y carcinogénica (Sharma et al., 2001; Zamorano et al.,
2008).

En México a partir de la década de los 90's se ha observado un aumento en la incidencia de
CCR de origen esporadico, lo cual se relaciona con los cambios en la alimentacion de la
poblacion general del pais (Villalobos et al., 2014). Se asume que la ingesta de frutas y
vegetales tiene una relacion inversa de riesgos en distintos tipos de cancer incluyendo el CCR,
debido a que muchos constituyentes fitoquimicos de las plantas como los polifenoles se han
asociado con propiedades protectoras y un posible papel preventivo en el desarrollo de esta
enfermedad (Rodrigo y Riestra, 2007).

1.4 Marcadores tumorales del cancer colorrectal

Los marcadores tumorales (MT) son sustancias que sintetizan y liberan las células cancerosas
0 normales en respuesta a un proceso maligno (Santinelli y Cervera, 2010). Dichas sustancias
se pueden encontrar en la sangre, en la orina o en otros fluidos corporales, asi como también
en tumores y en otros tejidos (Cruz et al., 2008). De manera general las aplicaciones de los MT
son: el tamizaje, definido como la evaluacion de la posibilidad de la existencia de una
enfermedad en sujetos sanos; el diagndstico, que permite la identificaciéon de enfermedades
benignas o malignas; el prondéstico, el cual es la prediccién de reaccion al tratamiento; y la
vigilancia o seguimiento de posibles recaidas o progresién de la enfermedad (Santinelli y
Cervera, 2010).

El MT antigeno carcinoembrionario (ACE) es una glicoproteina sérica de 200 kDa detectada en
el suero de pacientes que presentan CCR y es considerado como el marcador mas util para la

vigilancia de individuos con diagndstico de esta enfermedad, asi como para la determinacion de



recidiva en pacientes tras la reseccion quirdrgica del tumor. Sin embargo, este MT al igual que
muchos otros carece de sensibilidad y de especificidad para la identificacion temprana de la
enfermedad neoplasica y presenta poco valor clinico como criterio Unico de diagndéstico
(Santinelli y Cervera, 2010; Menéndez et al.,, 2013). Otros MT son la inestabilidad de
microsatélites, que permite pronosticar el riesgos de cancer no polipdsico y la determinacion de
sangre oculta en heces que tiene su principal aplicacion en el diagndéstico precoz en personas

mayores de 50 afios (Menéndez et al., 2013).

La mayoria de los CCR surgen a partir de polipos adenomatosos o adenomas pre-existentes,
por lo que la deteccion precoz de po6lipos que pueden progresar hasta la malignidad es de suma
importancia y los biomarcadores preneoplasicos (cuadro 1) son una herramienta util para la
identificacion de los distintos estadios del proceso de carcinogénesis y el monitoreo de la
progresion y desarrollo de la enfermedad en etapas tempranas (Sharma et al., 2001).

Cuadro 1. Biomarcadores preneoplasicos identificados para cancer colorrectal. Cuadro modificado de
Sharma et al., 2001.

Tipo de biomarcador Variable mensurada Biomarcador
Patoldgico Histologia Adenoma, focos cripticos aberrantes
Proliferacion BrDU, PCNA, Ki67, lectina marcada
Celular Diferenciacion Lectina marcada
Apoptosis Ensayo TUNEL

Prostaglandinas, COX-2, acido

Metabolismo del 4cido S . :
araquidénico, lipooxigenasa,

araquidénico

Bioquimico leucotrienos
Metabolismo de las poliaminas Poliaminas, ornitina descarboxilasa
Metilacién ADN, aductos ADN Grupos metil, MTHFR, MDA-aductos
Molecular ADN
Ciclo celular Ciclina D1, TGFa
Genético Gen/producto K-ras, APC, DCC

Bromodeoxiuridina (BrDU); Antigeno nuclear de proliferaciéon celular (PCNA); Terminal deoxyribonucleotidyl
transferase mediated Nick-End Labelling (TUNEL); Ciclooxigenasa 2 (COX-2); Glutation S-Transferasa
(GST); Metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR); Malondaldehido (MDA); Factor de Crecimiento
Transformante-a (TGF-a); Poliposis Adenomatosa Colénica (APC); Delecionado en Carcinoma Colorrectal
(DCC).

Se sugiere a la ornitina descarboxilase (ODC) como biomarcador preneoplasico de
carcinogénesis y progresion tumoral, debido a que en células neopléasicas el contenido de ODC
se eleva significativamente en la mayoria de los tipos de cancer, incluyendo displasia y
neoplasia colorrectal (Sharma et al., 2001; Thomas y Thomas, 2003). La ODC es la primera

enzima limitante del metabolismo de las poliaminas (PAs), las cuales también son uno de los



biomarcadores preneoplasicos bioquimicos de uso potencial en la deteccion de distintos tipos
de cancer, asi como en estudios de quimioprevencion, ya que al igual que la ODC, su
concentracion se correlaciona con la proliferacion celular (Sharma et al., 2001; Hu et al., 2005).

1.5 Ornitina descarboxilasa y poliaminas

La ODC (EC 4.1.1.17) es una descarboxilasa de aminoacidos dependiente de fosfato de
piridoxal (PLP) que es enzimaticamente activa en forma de homodimero. Presenta dos
dominios en cada subunidad (Figura 2), un domino NH,-terminal formado por un barril-B/a que
se une al cofactor y un dominio COOH-terminal, que es predominantemente una estructura de
hoja B; posee dos sitios activos formados por residuos procedentes de ambas subunidades, los
cuales se encuentran en una cavidad entre la interfase del dominio NH,-terminal de una
subunidad y el dominio del COOH-terminal de la otra (Kern et al., 1999; Pegg, 2006). Su
estructura se encuentra altamente conservada entre las especies de mamiferos; a nivel de
aminoacidos existe mas del 90% de similitudes entre roedores y humanos, y las regiones
promotoras de la ODC son también muy parecidas (Halmekyto et al., 1991)

La ODC es una enzima citoplasmética, aunque también puede ser encontrada en el nucleo;
cuenta con una gran especificidad para la L-ornitina y baja actividad para L-lisina y L-arginina;
en eucariontes es la primera enzima limitante de la biosintesis de PAs (Algranati et al., 2006;
Pegg, 2006).
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Figura 2. Representacion del homodimero de la ornitina descarboxilasa de rat6n. Imagen modificada de
Kern et al., 1999 y Protein Data Bank, 2011.

Las PAs son un grupo de moléculas basicas de bajo peso molecular presentes en
practicamente todos los organismos vivos. Las mas estudiadas son la putrescina (Pu),
espermidina (Spd) y espermina (Spm), las cuales se encuentran esencialmente en el citoplasma
(Figura 3), aunque en el nucleo se han encontrado aproximadamente 8% de Puy 16-17% de
Spd y Spm (Algranati et al., 2006; Medina, 2009).

Putrescina H,>N-CH,-CH,-CH,-CH>-NH»
Espermidina HgN-CHQ-CH;—CH3—NH-CH2-CH2-CH2—CH2-NHZ
Espermina HQN-CHQ-CHQ-CHQ-NH-CHQ-CHE-CHE-CHTNH-CHE-CHTCHQ-NHE

Figura 3. Estructura de las tres principales poliaminas. Imagen tomada de Algranati et al., 2006.



La biosintesis de las PAs en células de mamiferos (Figura 4) se realiza a partir de la
descarboxilacion del aminoacido ornitina (el cual tiene como precursor directo a la arginina), en
una reaccion catalizada por la ODC para producir Pu. Posteriormente, la adicion de un grupo
aminopropilo a la Pu, derivados de la descarboxilacion de la S-adenosilmetionina por accién de
la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC), conduce a la sintesis de Spd. Esta misma
reaccion se repite para producir Spm a partir de Spd. Estos grupos aminopropilo son
adicionados por las enzimas especificas espermidina sintasa (SPDS) y espermina sintasa
(SPMS) respectivamente (Thomas y Thomas, 2003; Algranati et al., 2006).

Adicionalmente al control de la biosintesis de las PAs mediante la actividad de la ODC, la
SAMDC, la SPDS y la SPMS, el catabolismo de estas moléculas también es importante para el
ajuste de sus niveles intracelulares. Dicho mecanismo es controlado por la espermidina /
espermina acetil transferasa (SSAT), que lleva acabo la acetilacion de la Spd y Spm, lo que
permite el marcaje de las PAs para su degradacion por la poliamina oxidasa (PAQO), la cual

convierte Spm en Spd y Spd en Pu (Thomas y Thomas, 2003).
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Figura 4. Via general de la biosintesis y catabolismo de las poliaminas. Imagen modificada de
Algranati et al., 2006.




El control de la biosintesis, catabolismo, absorcion y el flujo de salida de las PAs es necesario
para el ajuste adecuado de sus niveles intracelulares (Thomas y Thomas, 2003), lo cual es
importante para la replicacion, transcripcion y traduccion adecuada, estabilizacion de
membrana, crecimiento y muerte celular programada o apoptosis (Reynoso et al., 2009), ya que
su esqueleto alifatico y su naturaleza policationica les permiten interactuar con diferentes
regiones de macromoléculas o estructuras cargadas negativamente como el ADN, ARN,

nucleoproteinas, fosfolipidos, particulas ribosomales y membranas (Algranati et al., 2006).

La ODC cuenta con un importante papel en la transformacion celular y el desarrollo del CCR y
otros carcinomas, debido a que el cambio en la actividad de esta proteina es considerado como
un evento temprano durante la expresion de malignidad (McConlogue et al., 1984; Hu et al.,
2003; Hoshino et al., 2007). En el raton el gen que codifica para la ODC se encuentra en el
cromosoma 12, mientras que en el hombre existen dos secuencias de ADN que codifican para
esta enzima; una expresada de forma activa, encontrada en el cromosoma 2 y un pseudogén

en el cromosoma 7 (Cox et al., 1988; Pitkanen et al. 2001).

1.6 Regulacion de los niveles de la ornitina descarboxilasa

La expresion de la proteina ODC varia segun el tejido, encontrandose un mayor contenido de
esta proteina en el tejido renal con respecto al intestino, higado y mesotelio murino (Zamora,
2006). El rifién de ratones es el sistema en el que ha sido mejor estudiada la actividad de la
ODC y ha sido claramente localizada mediante el uso de varias técnicas en la corteza renal,
particularmente en los tibulos contorneados proximales. En este 6érgano la ODC constituye de
0.01 a 0.05% de su proteina citoplasmatica inducida por andrégenos, lo que representa la
mayor actividad de ODC descrita en mamiferos. Se ha demostrado que la ODC es una de las
enzimas mas altamente inducibles, ya que andrégenos como la testosterona provocan un
aumento rapido y prolongado de la sintesis del ARNm y de la actividad de la proteina; bajo
estas condiciones aumenta también la produccién renal y excrecion de la Pu en ratones macho
y hembras tratadas con dosis farmacoldgicas de testosterona (McConlogue et al., 1984;
Levillain et al., 2003).

En células animales la ODC cuenta con una vida media muy corta de 15 a 30 min, lo que
permite una fina regulacion de su expresion. La induccién y degradacién de la ODC son

modulados por mecanismos que responden a los niveles intracelulares de las PAs; su
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regulacion ocurre a mudltiples niveles, incluyendo la transcripcion de PO como c-myc,
traducciondel ARNm, recambio proteico e interacciones y modificaciones postranscripcionales.
Ademas el aumento en los niveles de esta enzima puede ser inducido en respuesta a muchos
estimulo, tales como hormonas, factores de crecimiento y promotores tumorales (Hu et al.,
2003; Algranati et al., 2006).

El control del recambio proteico de la ODC es mediado por las antizimas (AZs), las cuales son
sintetizadas en presencia de niveles altos de PAs y actian uniéndose de manera irreversible al
mondémero de la ODC, lo que promueve su degradacion proteolitica (Mitchell et al., 2004;
Schipper et al., 2004). Tres isoformas independientes de AZs han sido descritas, las cuales se
distinguen como AZ1, AZ2 y AZ3 (L6pez et al., 2006). La AZ1 es la primera descrita, tiene una
alta afinidad por una region rica en prolina, acido glutamico, serina y treonina (PEST) ubicada
cerca del extremo C-terminal de la cadena polipeptidica y corresponde a una sefial de
protedlisis selectiva, impidiendo la formacion del homodimero activo de ODC y la promocién de
su degradacion independiente de ubiquitina por el proteosoma 26S (Figura 5) (Levillain et al.,
2003; Algranati et al., 2006; Lopez et al. 2006). La AZ2 al igual que AZ1 inhibe a la ODC y tiene
una amplia distribucion tisular, sin embargo, no acelera su degradacién, mientras que AZ3 se
encuentra Unicamente en los testiculos (Pitkénen et al., 2001; Schipper et al., 2004). Ademas
de inactivar y promover la degradacion de la ODC, las AZ1 y AZ2 evitan la acumulacién de las
PAs mediante la inhibicién o supresion del trasporte de las mismas (Mitchell et al., 2004; Lépez
et al., 2006).

Sintesis
poliaminas

/ Orn
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Figura 5. Degradacion de la proteina ornitina descarboxilasa. Union
de la AZ a la region PEST de la ODC y su degradacion por el
proteosoma 26S (AZIN, inhibidor de la AZ). Imagen tomada de Ramos,
2013.
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1.7 Ornitina descarboxilasay cancer

La actividad de la ODC ha sido constantemente relacionada con la progresion de la
carcinogénesis, tanto en modelos animales como en pacientes. En células y tejidos sanos la
ODC tiene una actividad baja con presencia minima, pero durante el crecimiento y
diferenciacion celular existe un aumento en su actividad y en el caso de tejidos de células
neoplasicas, el contenido de ODC se eleva considerablemente (Zamora, 2006; Sharma et al.,
2001). En la mayoria de los tipos de cancer como en el carcinoma de estobmago, pulmén,
pecho, cabeza y cuello, piel, prostata y colon se ha demostrado una alta actividad de la ODC
(Mohan et al., 1999; Hoshino et al., 2007).

Las alteraciones en el GST APC, son consideradas como uno de los cambios genéticos
iniciales en el desarrollo del CCR en células germinales de roedores y humanos, lo que se
asocia con un incremento de la actividad de la ODC (Fearon y Vogelstein, 1990; Thomas y
Thomas, 2003) y por consiguiente parte importante de la activacion de la biosintesis de PAs.
Esto esta estrechamente relacionado con la rapida proliferacion de las células cancerosas del
colon, las cuales son capaces de utilizar todas las PAs disponibles y por el contrario, niveles
bajos de PAs tienen como resultado un arresto celular en la fase G1 del ciclo (Hu et al., 2003;

Milovic y Turchanowa, 2003).

En biopsias de CCR la actividad de ODC, SAMDC vy la concentracién de PAs se encuentran
incrementadas de 3 a 4 veces mas que en tejido sano, lo que contribuye a la carcinogénesis y
progresion tumoral (Milovic y Turchanowa, 2003; Thomas y Thomas, 2003). La ODC juega un
papel critico en la transformacion celular y esta implicada como un promotor esencial para la
proliferacién celular. Sin embargo, algunos datos sugieren que la induccién de la ODC es
necesaria pero no suficiente para promover la tumorigénesis, mientras que la sobreexpresion
de la ODC en conjunto con la expresibn de oncogenes es suficiente para inducir la

transformacion celular (Rozhin et al., 1984; Thomas y Thomas, 2003).
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1.8 Modelo murino de cancer de colon

Los modelos murinos de CCR son adecuados para obtener resultados transferibles a la
situacion clinica; no solo han permitido corroborar gran parte de los conocimientos obtenidos en
las investigaciones para determinar el origen y factores de riesgo del CCR humano, sino que
también han sido una herramienta util en el estudio de posibles marcadores preneoplasicos, el
efecto de agentes preventivos y el avance en la busqueda de alternativas terapéuticas para la
carcinogénesis colorrectal (Cazares, 2010; Marques, 2011; Karaca et al., 2012).

Uno de los carcinbgenos mas comunmente utilizado para la induccion quimica del CCR es la
1,2-dimetilhidracina (DMH), ya que presenta una eficiencia del 80 al 100% dependiendo del
modelo experimental, por lo que es considerado como uno de los quimicos mas efectivos (Tong
et al., 2011; Cazares, 2010). Este compuesto ha sido utilizado en distintas cepas de roedores,
tales como, ratas Sprague-Dawley (Pérez et al., 2005), ratas Holtzmann (Justil et al., 2010),
ratas Wistar albinas (Sadik y Shaker, 2012) y ratones Balb/c (Gali et al., 2001; Cazares, 2010;
Marques, 2011; Karaca et al.,, 2012; Freitas et al., 2014), principalmente porque el modelo
murino de CCR inducido por DMH recapitula de manera muy similar la secuencia adenoma-
carcinoma tal y como ocurre en los seres humanos, tanto macroscépicamente como a nivel
molecular. La DMH permite la induccién de CCR en ratones de la cepa Balb/c dependiendo de
la dosis y el tiempo de tratamiento, ya que diversos autores indican que es necesario
inyecciones repetidas de DMH para la induccion irreversible de alteraciones moleculares e
histologicas en el colon de roedores, como mutaciones en los genes APC y K-ras, formacion de
focos de criptas aberrantes (FCA), adenoma y carcinoma (PerSe y Cerar, 2005; Robertis et al.,
2011). Este modelo de estudio es considerado relativamente rapido, reproducible y simple
(Pérez et al., 2005; Tong et al., 2011).

1.9 Quimioprevencion del cancer colorrectal

La quimioprevencion del cancer puede definirse como la inhibicién, retraso o inversion del
proceso carcinogénico mediante recursos quimicos. Se conoce como quimioprevencion
primaria o secundaria (segun implique individuos sanos o con predisposicion al desarrollo de la
enfermedad respectivamente) a la prevencion de la carcinogénesis en un estadio premaligno o

en una fase inicial de malignidad, mientras que la prevencién de los casos de enfermedades
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neoplésicas tratados con éxito, pero con riesgo elevado de reincidir, se denominan

quimioprevencion terciaria (Sharma et al., 2001).

Los métodos mas comunmente utilizados para el tratamiento del CCR son la cirugia, la
quimioterapia y radioterapia, estos ultimos pueden realizarse de manera individual o como
complemento de otros tratamientos. Sin embargo, en etapas avanzadas de la enfermedad estas
técnicas, aunque se realicen de manera adecuada, no garantizan ni previenen una recaida local
0 a distancia, ademas producen efectos colaterales en el organismo y presentan una baja
efectividad (Avila, 2008; Calderillo, 2008; Vézquez, 2013). Diversos estudios han utilizado
posibles agentes quimiopreventivos con distintos mecanismos de accion para reducir el riesgo
de desarrollar CCR; los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), como la aspirina y sulindac,
han demostrada su eficacia en la prevencion de adenoma y CCR a través de la modulacién del
metabolismo de la prostaglandina E2 por inhibicién de las ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1y COX-
2), sin embargo, se desconoce la dosis y la duracidn necesaria de un posible tratamiento para
obtener dichos beneficios (Silva, 2008; Fernandez, 2011; Zubiaurre y Bujanda, 2011). De la
misma manera, los quimicos derivados de las plantas como los folatos (abundante en vegetales
verdes) pueden ejercer un efecto protector sobre la carcinogénesis del colon, debido a su
participacién en el mantenimiento de la integridad y estabilidad del ADN por ser factores

importantes para la biosintesis de purinas y timidilato (Sadik y Shaker, 2012).

Las PAs, asi como las enzimas que participan en la modulacién de su via metabdlica, estan
involucradas en casi todos las etapas de la carcinogénesis de colon, por lo que se han
convertido en un objetivo bioquimico de los agentes quimiopreventivos del CCR (O’Brien et al.,
1997; Milovic y Turchanowa, 2003). La modulacion de la biosintesis de las PAs se ha llevado a
cabo principalmente por la inhibicién de la primera enzima limitate de su metabolismo, mediante
el uso de diversos agentes quimicos y fitoquimicos. Uno de los inhibidores selectivos de la ODC
mas estudiados es la a-Difluorometilornitina (DFMO), la cual se une de manera irreversible al
aminoacido Cys-360, que desempefia un papel importante en la quimica de la reaccion
ODCl/ornitina, inhibiendo asi la actividad de esta enzima (Milovic y Turchanowa, 2003; Zamora,
2006). Desafortunadamente incluso este inhibidor selectivo de la ODC, es solo ligeramente
eficaz en la inhibicién del crecimiento del tumor a dosis bajas y por el contrario una dosis alta
induce ototoxicidad reversible (Sharma et al., 2001; Mitchell et al., 2004; Reynoso et al., 2008).

Uno de los fundamentos de la medicina alternativa en el tratamiento y prevencion del cancer es
utilizar sustancias naturales que podrian incluirse en la dieta, ya que estudios epidemioldgicos y

experimentales sugieren una estrecha relacion entre el riesgo de desarrollar CCR y factores
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dietéticos (Zamorano et al., 2008). Se ha relacionado a algunos fitoquimicos de los vegetales
como los polifenoles con la disminucion de las PAs y la ODC en células del CCR, ademés a
estos compuesto se les atribuye una actividad antitumoral y grandes beneficios a la salud
humana sin efectos adversos por consumo regular (Bachrach y Wang, 2002; Milovic y
Turchanowa, 2003; Bhooshan y Ibrahim, 2009).

1.10 Polifenoles

Los polifenoles también conocidos como fenilpropanoides o compuestos fendlicos, son
sustancias quimicas derivadas del fenol (un anillo aromatico con un grupo hidroxilo) que
constituyen uno de los productos del metabolismo secundario mas numerosos y ubicuos de las
plantas (Avalos y Urria, 2009; Granado, 2010). Representan el grupo mas extenso de
sustancias no energéticas presentes en los alimentos de origen vegetal y pueden clasificarse en
diferentes grupos en funcion del numero de anillos de fenol que contienen y de los elementos
estructurales que presentan dichos anillos; los principales y mas ampliamente distribuidos
compuestos fendlicos son (Figura 6): los acidos y alcoholes fendlicos, estilbenos, lignanos y
flavonoides (Bhooshan y Ibrahim, 2009; Quifiones et al., 2012).

o 2 .
Flavonoides
Acidos Fenolicos (Hidroxy-benzoicos y acidos cinamicos)
CH;0 CH,0H
- C
Q HO CH,0H
Do
HO'
OCH;
Estlibenos OH
OH Lignanos
HO /©/\(
H

Alcoholes Fenolicos

Figura 6. Principales grupos de compuestos fendlicos. Imagen modificada de
Bhooshan y Ibrahim, 2009.
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Los compuestos fendlicos constituyen una parte importante de la dieta humana por su
ubicuidad en los alimentos de origen vegetal; estos compuestos presentan actividades
antioxidativas, cardioprotectoras, antiinflamatorias, antimicrobianas y anticancerigenas (Li et al.,
2014). Por lo que una dieta rica en polifenoles ofrece efectos benéficos en la prevencion de
enfermedades como el cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, diabetes
y osteoporosis (Bhooshan y Ibrahim, 2009). Se considera que los contenidos mas altos de
compuestos fendlicos se encuentran en el frijol de soya, hojas de pimienta, hojas de ginseng,

cebollin, brocoli, té verde y hojas de camote (Li et al., 2014).

1.11 Propiedades del extracto etanélico de las hojas del camote dulce (Ipomoea

batatas)

El camote dulce (Ipomoea batatas) es una planta herbacea y perenne, con tallos cilindricos que
se expanden de manera horizontal; su sistema radicular consiste en raices fibrosas (raices que
sostienen a la planta y absorben nutrientes y agua) y raices reservantes (raices engrosadas
gue almacenan los productos fotosintéticos); sus hojas son simples y alternas que pueden ser
enteras, dentadas o lobuladas con la base de la lamina generalmente acorazonada, pecioladas
y de pigmentacion verde y ocasionalmente moradas, sus flores cuentan con pétalos unidos en
forma tubular que en el interior es de color morado y en el limbo en general es lila o0 morado
blanquecino (Figura 7) (Huaman, 1992; Vazquez, 2013). I. batatas se encuentra dentro de la
siguiente clasificacién taxonémica de acuerdo con la forma capitada del estigma y la superficie

del grano de polen, la cual es espinosa (Huaman, 1992):

- Reino: Plantae

- Subreino: Tracheobionta
- Divisién: Spermathophyta
- Clase: Magnoliopsida

- Subclase: Asteridae

- Orden: Solanales

- Familia: Convolvulaceae

- Género: Ipomoea L.

- Especie: I. batatas (L.) Lam (Basantes, 2012).

Figura 7. Flores y hojas de la planta
del camote dulce (Ipomoea batatas).
Imagen tomada de Vazquez, 2013.
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En comparacion con otros vegetales el camote dulce, ademas de contar con un alto contenido
de nutrientes, vitaminas y minerales, presenta una elevada concentracion de polifenoles en las
hojas y se considera que los flavonoides son uno de sus principales componentes activos (Li et
al., 2009; Kang et al., 2010; Karna et al., 2011). Los fitoquimicos de |. batatas presentan varias
funciones promotoras de la salud; estudios recientes indican que el extracto metandlico de las
hojas de camote ejercen una actividad antiproliferativa dosis dependiente en lineas celulares de
cancer de estdbmago, colon, utero, pulmén e higado (Kang et al., 2010). Ademas se le ha
atribuido una posible actividad antidiabética, ya que en una investigacion realizada por Li et al.
(2009) encontraron una disminucion de la glucosa en sangre, colesterol total y triglicéridos en

ratones diabéticos tratados con el extracto etandlico de las hojas del camote.

1.12 Los polifenoles y su efecto en cancer

El consumo de los compuestos fendlicos, particularmente del grupo de los flavonoides,
encontrados en diversas plantas presenta un efecto antitumoral dosis dependiente en diversos
tipos de células y tejidos. Este efecto es determinado por distintos mecanismos entre los que se
encuentran el arresto de la célula en alguna parte del ciclo celular, apoptosis y sobreexpresion
de genes relacionados con la misma, la disminucién del contenido de PAs, asi como de las
moléculas que participan en su metabolismo (Schneider et al., 2000; Carnésecchi et al., 2002).
Compuestos como el resveratrol, genisteina y procianidina, pertenecientes al grupo de los
flavonoides, en estudios in vitro e in vivo han demostrado tener un efecto sobre la ODC, ya que
disminuye de manera significativa la actividad de esta proteina y por consiguiente provoca una
reduccién en el contenido intracelular de PAs. En correlacion con lo anterior, la proliferacion
celular y el desarrollo de tumores también se han visto disminuidos por el tratamiento con estos

compuestos (Tseng y Verma, 1996; Schneider et al., 2000; Carnésecchi et al., 2002).

Se considera que el té verde (Camellia sinensis) es una de las plantas con mayor contenido de
polifenoles, ya que representan el 30% del peso seco de las hojas y se ha observado que el
extracto de esta planta previene la aparicion de tumores en modelos murinos de cancer gastrico
o de piel y disminuye la expresion de la ODC en el tejido y de Spd intracelular (Bomser et al.,
2000; Bachrach y Wang, 2002). El contenido de polifenoles en las hojas de Ipomoea batatas es
similar al encontrado en el té verde; en nuestro laboratorio se determind, mediante el método de
Folin, que el contenido de los fenoles totales en el extracto etandlico de las hojas de I. batatas
es de 2,720 mg/100 g de muestra (Vazquez, 2013; Anexo 2).
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En estudios in vitro la administracion del extracto de las hojas del camote dulce disminuyé el
crecimiento de las células de cancer de colon, estbmago y leucemia promielocitica; en esta
dltima también se observé una mayor actividad de la caspasa 3 y una expresion elevada del
gen c-jun, el cual esta relacionado con la apoptosis (Kurata et al., 2007). Se sugiere que el
desarrollo del cancer y la actividad quimiopreventiva de los polifenoles también puede ser
explicado mediante el efecto sobre la proteina ODC, debido a su importancia en la proliferacion
y transformacion celular (Bachrach y Wang, 2002). En el presente trabajo se utilizé un modelo
experimental para evaluar mediante la técnica de Western blot, la expresiéon de la ODC como
marcador del efecto del extracto de camote como una alternativa terapéutica para inhibir,

retrasar o revertir el proceso de carcinogénesis del colon.
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[Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CCR es uno de los principales problemas de salud publica, debido a su alta incidencia y
mortalidad. Su principal y mas efectiva forma de tratamiento es la cirugia, sin embargo, el 50%
de los pacientes, en los que se ha conseguido la eliminacion del tejido dafiado, presentan
reincidencia, por lo que es indiscutible la necesidad de nuevas alternativas en el tratamiento y

prevencion de esta enfermedad.

Se considera que el control negativo de la biosintesis de poliaminas mediante la inhibicion
selectiva de la ornitina descarboxilasa (ODC), puede ser una alternativa para la prevencion de
neoplasias colorrectales. Uno de los compuestos mas estudiados es la a-Difluorometilornitina
(DFMO), el cual actia como un inhibidor de la actividad de ODC, sin embargo este quimico
presenta efectos colaterales nocivos para la salud, por lo que es necesario probar la eficacia de
otros compuestos mas inocuos, como los productos de origen vegetal principalmente los que

cuentan con un alto contenido de polifenoles.
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lIl. JUSTIFICACION

Se ha sugerido a los fitoquimicos, principalmente los polifenoles, como compuestos que podrian
reducir el riesgo de desarrollar CCR sin afectar la salud humana, ya que existe evidencia que
indica que los polifenoles presentes en las plantas inhiben el crecimiento de las células del CCR
a partir de distintos mecanismo de accién, incluyendo la disminucion del contenido de la ODC.
Por lo que podemos asumir que el consumo de vegetales ricos en polifenoles, puede prevenir,
retrasar o revertir el desarrollo del CCR. Se ha reportado que las hojas del camote dulce
(Ipomoea batatas) ejercen varias funciones promotoras de la salud, y se considera que esta
planta podria desempefiar un papel importante en la prevenciéon del CCR, atribuibles a su gran
concentracion de flavonoides, los cuales actian de manera directa o indirecta sobre la sintesis

de moléculas que participan en la proliferacién celular.

Es importante realizar mas estudios sobre el efecto de los polifenoles de esta planta sobre la
ODC y el metabolismo de las PAs en el CCR. En el presente estudio se evalué el posible efecto
antitumoral del extracto etandlico de las hojas de camote a través del andlisis de la expresion
de la proteina ODC tanto en tejido de colon (tejido afectado), como renal, debido a su
correlacion con el aumento de los niveles de PAs en orina, para determinar el efecto de los

distintos tratamientos y como indicador del desarrollo tumoral.
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IV. HIPOTESIS

El extracto de camote (Ipomoea batatas) disminuye la expresiébn de la proteina ornitina
descarboxilasa (ODC) en colon y rifidn de ratones Balb/c con cancer colorrectal (CCR) inducido
con 1,2-dimetilhidracina (DMH).
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Analizar el efecto del extracto de camote (Ipomoea batatas) sobre la expresion de la ornitina
descarboxilasa (ODC) en un modelo murino de cancer de colon.

5.2 Objetivos particulares

Estandarizar la técnica de Western blot para la identificacibn de las proteinas ornitina

descarboxilasa (ODC) y B-actina en colon y rifiébn de ratones Balb/c.

Analizar el efecto del extracto de camote (Ipomoea batatas) en la expresion de la ODC en

colon de un modelo murino de cancer de colon.

Analizar el efecto del extracto de camote (Ipomoea batatas) en la expresion de la ODC en rifién

de un modelo murino de cancer de colon.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

Ratones Balb/c

Obtencidn de rifidn y colon
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales de experimentacion

Durante el desarrollo del presente proyecto se trabajé con tejido de rifion y colon obtenido de
ratones hembra de 23 + 2 g de peso corporal inicial, tratadas con DMH y/o el extracto etandlico
de |. batatas y grupos controles. Las caracteristicas establecidas previamente por nuestro

equipo de trabajo para cada grupo experimental se presentan el cuadro 2.

Cuadro 2. Grupos experimentales.

Grupo

Solucién administrada

Periodo de tiempo

Control sano

Se inyectd 200 yL de
solucién salina
subcutaneamente.

Una vez a la semana durante
24 semanas.

Se inyect6 subcutaneamente
200 pL del carcinégeno

Una vez a la semana durante

con la administracién oral del
extracto se inyecto
subcutaneamente 200 pL de
DMH en la parte ventral del
ratén.

DMH - iy .
diluido en solucidn salina (20 24 semanas.
mg/kg de peso).
Se administré 100 pL del
extracto etandlico de hojas de
. - Dos veces a la semana
Extracto camote via oral diluido en durante 24 semanas
Tween 80 al 0.1% (200 mg/kg '
de peso corporal).
Se administr6 100 pL del
. . Dos veces a la semana
extracto etandlico de hojas de
. durante 4 semanas.
camote via oral.
Preventivo Posteriormente en conjunto

Dos y una vez a la semana
respectivamente durante 24
semanas.

DMH y extracto

Se administr6 100 pL del
extracto etandlico de hojas de
camote via oral en conjunto
con 200 pL de DMH
inyectado subcutaneamente

Dos y una vez a la semana
respectivamente durante 24
semanas.

Control vehiculo

Se administré 100 pL de una
solucion de Tween 80 al
0.1% en Solucién Salina de
Fosfatos (PBS) via oral.

Una vez a la semana durante
24 semanas.




Las muestras utilizadas en este trabajo se obtuvieron a partir de un proyecto previo de
investigacion realizado en nuestro laboratorio, en el que se utiliz6 un modelo murino de CCR
inducido con el carcinégeno 1,2-dimetilhidracina (DMH), mediante inyecciones subcutaneas en
la parte ventral de ratones Balb/c del carcinégeno disuelto en solucién salina isotonica en una
relacion de 20 mg/kg de peso corporal (Cazares, 2010; Marques, 2011; Anexo 1); asi mismo se
administraron 100 pL del extracto etandlico de hojas de camote a una concentracion de 200
mg/Kg de peso corporal dos veces por semana, por via oral con canula. El extracto fue diluido
en el vehiculo el cual consiste en Tween 80 al 0.1% en PBS. A partir de estas condiciones, los
tejidos de rifidn y colon de cada grupo experimental se extrajeron a las semanas 6, 12, 18, 24 y

31 de tratamiento y se conservaron a -20°C hasta su uso (Vazquez, 2013).

7.2 Extraccién de proteinas totales de rifidn y colon

Para la extraccion de proteinas totales se utilizaron 50 mg de rifién o colon; las muestras fueron
descongeladas y posteriormente trituradas con un homogeneizador motorizado (Kontes);
previamente se agrego a la muestra 1 mL de amortiguador de lisis RIPA de la marca Santa
Cruz Biotechnology, Inc. (Tris-HCL 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM pH 8.0, EDTA 5
mM pH 8.0, tritbn X-100 1%) e inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 200 mM, Na-
Ortovanadato 100 mM y coctel inhibidor de proteasas) y se homogeneizé 3 veces durante 5 min
en cada ocasién manteniendo la muestra sobre hielo durante todo el proceso. Posteriormente la
muestra se centrifugd a 14,000 rpm por 20 min a 4°C, se recuperO el sobrenadante y se
almacend a -20°C hasta su uso (Levillan et al., 2003).

7.3 Cuantificacion de proteinas totales de rifidn y colon

La proteina total extraida de cada muestra fue cuantificada mediante el micro-método de
Bradford (Bradford, 1976). Se realizé una curva de referencia con albumina de suero bovino
(BSA) diluido en la solucién de amortiguador de lisis RIPA (diluido a su vez 1:15 en agua) en
proporcion 1:1. Las muestras de proteinas se diluyeron 1:15 en agua y finalmente se mezclo
con solucion Bradford (5 pL de muestra diluida + 250 pyL de Bradford). Las muestras en
duplicado se incubaron durante 5 min protegidas de la luz y posteriormente fueron analizadas
en un lector de microplacas (ThermoElectron Corporation, Multiskan Ascent) a una longitud de

onda de 595 nm y se determiné la concentracion de proteina con base en la curva estandar.

25



7.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Las proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE), los cuales se
prepararon en dos fases: el gel inferior al 12.5% de acrilamida (acrilamida: bis-acrilamida 29:1,
Tris-base 2 M pH 8.8, persulfato de amonio 1.5%, SDS 10%, TEMED 10%) y el gel superior al
4% de acrilamida (acrilamida: bis-acrilamida 29:1, Tris HCL 1 M pH 6.8, persulfato de amonio
1.5%, SDS 10%, TEMED 5%). Se colocaron en camara de electroforesis (BIO-RAD) y fueron
sumergidos en una solucién amortiguadora (Tris-base 0.025 M, glicina 0.19 M, SDS 10%, pH
8.3).

Cada muestra proteica inicialmente fue descongelada y centrifugada a 7000 rpm por 5 min a
4°C, posteriormente fueron diluidas en agua (con el fin de alcanzar la concentracion de proteina
a cargar por pozo) y se afiadié un amortiguador de carga en proporcion 1:1 (Tris-HCL 0.5 M pH
6.8, glicerol 10%, SDS 10%, mercaptoetanol 10% azul de bromofenol 0.005%); la mezcla se
llevé a punto de ebullicibn por 10 min en bafio Maria y se enfri6 a 4°C por 5 min, se agito
vigorosamente y finalmente las muestras fueron cargadas en los geles. Se usé un marcador de
peso molecular de 10-170 kDa (Thermo Fisher Scientific, Prestained Protein Ladder #26616) y

se llevd a cabo la separacion de las proteinas durante 3 h a 100 V.

Después de la separacion de proteinas, los geles se tifieron con azul de Coomassie (metanol
45%, Coomassie Brilliant Blue R-250 0.1% y acido acético 10%) durante 30 min en agitacion,
posteriormente se sumergieron en solucion para destefiir (metanol 10% y acido acético 10%)
durante 30 min en agitacion y se llevaron a refrigeracion a 4°C sumergidos en la misma
solucién por 12 h (Bolt y Mahoney, 1997; Shiy Jackowski, 1998).

7.5 Identificacion de proteinas por Western blot
7.5.1 Electrotransferencia a membrana de PVDF

Las proteinas separadas en geles de poliacrilamida se transfirieron a una membrana de PVDF
(Difluoruro de Polivinilideno, Millipore) en camara hdmeda. Inicialmente la membrana fue
sumergida en metanol absoluto por 10 min y lavada con agua destilada; el gel al igual que las
almohadillas de fibra y papel filtro, fueron sumergidas en amortiguador de electrotransferencia
por 10 min. Se colocé primero una almohadilla de fibra, tres hojas de papel filtro y se puso en

contacto la membrana con el gel de poliacrilamida, posteriormente se colocaron nuevamente
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almohadillas y papel filtro y se llevo a la cAmara de electrotransferencia, para finalmente ser
sumergidos en amortiguador (Tris-base 0.025 M, glicina 0.19 M, metanol 20% a pH 8.3). Se
corrié a 100 V durante 3 h en frio y con agitacion constante. La membrana fue tefiida con rojo
de Ponceau (4cido acético al 5%, rojo de Ponceau al 0.5%) con el fin de comprobar la
transferencia (Merril y Washart 1998).

7.5.2 Incubacion con anticuerpos anti-ODC y anti-B-actina

Después de la tincién, la membrana se lavé por 15 min con solucién de TBS-T (Tween 20 al
0.1% en TBS [Tris-HCL 1M pH 7.6, NaCl 0.13 M]) para retirar el colorante y posteriormente los
sitios sin proteinas transferidas fueron bloqueados con caseina al 5% en TBS-T durante 1 h. La
membrana se lavé huevamente en TBS-T en dos ocasiones por 15 min; todo el proceso se llevo

a cabo en agitador orbital.

La membrana fue expuesta al anticuerpo primario, anti-ODC (Sigma) o anti-B-actina (Sigma)
diluidos en TBS-T durante 1 h en agitacién a temperatura ambiente y se dej6é en reposo a 4°C
por 12 h. Posteriormente, la membrana se lavo 4 veces con TBS-T en agitacion durante 15 min
en cada ocasion y se expuso con el anticuerpo secundario (IgG) de la marca Sigma diluido en
TBS-T durante 1 h a temperatura ambiente y se lavé nuevamente de la misma manera que el
anticuerpo primario (Gandre et al., 2002; Levillan et al., 2003). La cantidad de proteina total y
dilucién 6ptima de los anticuerpos para la deteccion de las proteinas ODC y B-actina se

presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Cantidad de proteina y dilucion de anticuerpos para la deteccion de la ODC
y B-actina.
Muestra Concentracion
Rifidon 3.5ug
Colon 2.5 ug
Anticuerpo Dilucion
Primario (Anti-ODC) 1:8000
Primario (Anti-B-actina) 1:30000
Secundario (IgG) 1:20000
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7.5.3 Revelado de la proteina ODC

La deteccion de las proteinas de interés se realizé en cuarto oscuro haciendo uso de luz roja,
se utilizé el método de deteccion guimioluminiscente ECL de GE Healthcare PLUS, segun las
instrucciones del fabricante. La membrana se incub6 con la mezcla de deteccion (solucion A
[luminol]: solucién B [perdxido] 1:1) por 5 min a temperatura ambiente, se retird el exceso y se
expuso a una pelicula de rayos X (Hyperfim ECL). La pelicula fue sumergida en solucion
reveladora durante 1 min, se lavd en agua destilada por 1 min y se sumergié en solucion
fijadora durante 1 min, se lavé nuevamente con agua Y finalmente se observaron las bandas de

interés.

7.6 Andlisis de datos

Las bandas se analizaron con el sistema de foto documentacion EDAS 4.05 de Kodak. Los
niveles de expresién de la ODC se obtuvieron en unidades arbitrarias de intensidad de pixeles
de la banda ODC en relacion con la B-actina (intensidad relativa de la ODC). Se estimaron las
medias + SE (error estandar) con el programa GraphPad Prism 5.01 y la comparacién entre los
grupos experimentales se realiz6 mediante una ANOVA de dos vias y una prueba de
Bonferroni, con un nivel de significancia del 95% (Zar, 1999).
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Cuantificacion de proteinas por el micrométodo de Bradford

La concentracion de proteinas totales se determindé con base a curvas estandares de la
proteina BSA. La figura 8 muestra una curva representativa que presentd una R*=0.9996. La
concentracion de proteinas en riidn fue de 2.10 a 5.40 pg/ uL con una media de 3.74 y en

colon de 1.00 a 5.40 pg/ pL con una media de 2.76 (Anexo 3y 4).

1.4-
o R?=0.9996
' y = 0.0007x + 0.4751
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Concentracion de proteinas (pg/plL)

Figura 8. Curva estandar de BSA. Determinacion de la concentracion
de proteinas totales.

8.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y electrotransferencia a

membrana de PVDF

En las figuras 9 y 10 se observa la separacion de proteinas totales de rifién y colon en gel de
poliacrilamida, tefiido con azul de Coomassie para los distintos grupos experimentales (9A y
10A), asi como sus transferencias a membranas de PVDF y posterior tincibn con rojo de
Ponceau (9B y 10B). Los geles fueron cargados con 3.5y 2.5 ug de proteinas de rifidn y colon

respectivamente.
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Figura 9. Electroforesis y electrotransferencia de proteinas de rifién. A) Gel de poliacrilamida tefiido con azul de
Coomassie, B) Membrana de PVDF tefiida con rojo de Ponceau, en los que se observa el marcador en el primer

carril (M) seguido de las muestras control (1 y 2), DMH (3 y 4), extracto (5), DMH + extracto (6), preventivo (7) y
control vehiculo (8).
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Figura 10. Electroforesis y electrotransferencia de proteinas de colon. A) Gel de poliacrilamida tefiido con azul
de Coomassie, B) Membrana de PVDF tefiida con rojo de Ponceau en el que se observa el marcador en el primer

carril (M) seguido de las muestras control (1 y 2), DMH (3 y 4), extracto (5), DMH + extracto (6), preventivo (7) y
control vehiculo (8).

Ambos tejidos mostraron un patrén de bandeo distinto, en las muestras de riidn se aprecia una

banda de mayor intensidad de 72 kDa, mientras que en colon se observa una banda mas
intensa de 43 kDa.
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8.3 Identificacion de las proteinas ODC y B-actina por Western blot

En las figuras 11 y 12 se observa la expresion de la ODC y B-actina en rifién y colon para cada
grupo experimental. Los anticuerpos primarios anti-ODC y anti-B-actina se utilizaron a una
dilucién de 1:8000 y 1:30000 respectivamente, mientras que el anticuerpo secundario se diluy6
1:20000. La ODC presenté una banda de peso molecular de 53 kDa y la B-actina de 42 kDa,
ambas proteinas coinciden con los pesos moleculares esperados.

oDC
93 kDa

B-actina

42 kDa —>

Figura 11. Expresion de la ODC y B-actina de muestras de rifion. ODC (53 kDa) y B-actina (42 kDa) del grupo
control (1), DMH (2), extracto (3), DMH + extracto (4), preventivo (5) y control vehiculo (6) (N. E = no especifico).

B-actina
42 kDa =—> |

Figura 12. Expresioén de la ODC y B-actina de muestras de colon. ODC (53 kDa) y B-actina (42 kDa) del grupo
control (1), DMH (2), extracto (3), DMH + extracto (4), preventivo (5) y control vehiculo (6) (N. E = no especifico).

_aali
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8.4 Determinacion de la expresion relativa de la ODC

Semana 6

La expresion relativa de la proteina ODC en rifion no mostrd diferencias estadisticas entre los
grupos experimentales, sin embargo en la figura 13A se observa una tendencia en los grupos
DMH, DMH + extracto y control vehiculo a una mayor expresion de la ODC, en comparacion

con los grupos control, extracto y preventivo (cuadro 4).

En colon los grupos control y DMH presentan una menor expresion de la ODC que el resto de
los grupos. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la expresion de la
ODC de estos dos y los grupos preventivo y control vehiculo. Ademas la expresion de la
proteina en los grupos extracto y DMH + extracto fue significativamente diferente de la del
control vehiculo (figura 13B). Los valores relativos de ODC se presentan en el cuadro 5 en

media + SE.

A) B)

Rifdn Colon

Expresion relativa
ODC/ B-actina
¢ &
=
H
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i
=

Grupos experimentales Grupos experimentales
Figura 13. Expresion relativa de la proteina ODC en rifién y colon de ratones Balb/c, semana 6. A) Muestras

de rifion, B) Muestras de colon. Los grupos que presentan una diferencia estadistica significativa estdn marcados
con un *, lo que indica una p<0.05).

32



Semana 12

En rifién los grupos DMH y control vehiculo presentan una expresion de ODC similar a la de los
grupos preventivo y extracto, mientras que el control y DMH + extracto presentan una expresion
relativa de la ODC menor a la del resto de los grupos y sus medias son similares entre si (figura
14A), el cuadro 4 presenta los valores de expresion de ODC. Estas diferencias no son

estadisticamente significativas.

En el caso del colon los grupos control, extracto y preventivo presentan una expresion relativa
de ODC con una media menor a la observada en los grupos DMH, DMH + extracto y control
vehiculo, lo cual puede observarse en el cuadro 5. No se encontré diferencia significativa, tal

como se observa en la figura 14B.
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Figura 14. Expresion relativa de la proteina ODC en rifién y colon de ratones Balb/c, semana 12. A) Muestras
de rifién, B) Muestras de colon.
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Semana 18

En la figura 15A se aprecia que en muestras de rifidn todos los grupos experimentales

presentan homogeneidad en la expresién relativa de la ODC (los valores se observan en el

cuadro 4).

En las muestras de colon los grupos control, DMH y preventivo presentan una expresion de

ODC mas baja en comparacion con los grupos extracto y control vehiculo (cuadro 5). Este

ultimo grupo fue significativamente diferente en relacién al control, DMH y preventivo (figura

15B).

El grupo DMH + extracto tanto en tejido renal como de colon se encuentra representado por un

solo individuo, por lo que el resultado del analisis estadistico no incluye a este grupo y solo se

representé graficamente.
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Figura 15. Expresion relativa de la proteina ODC en rifién y colon de ratones Balb/c, semana 18. A) Muestras
de rifion, B) Muestras de colon. Los grupos que presentan una diferencia estadistica significativa estan marcados

con un *, lo que indica una p<0.05) (

grupos en los que solo hay un individuo).
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Semana 24

Las muestras de rifién de los grupos control y DMH son similares en la expresion relativa de la
ODC, mientras que el grupo preventivo presenta una expresion mayor de esta proteina en
relacion a la B-actina (figura 16A). Los grupos extracto, DMH + extracto y control vehiculo
cuentan con una sola muestra por grupo, por lo que los resultados obtenidos no fueron

considerados para el estudio.

Las muestras de colon del grupo control presentan una expresion relativa de ODC menor a la
de los grupos DMH vy preventivo. Estas diferencias no son estadisticamente significativas en
ninguno de los casos. Los grupos extracto, DMH + extracto y control vehiculo al igual que en
rifién, se encuentran representados por un solo individuo, por lo que los datos Unicamente

fueron considerados para su representacion gréfica, tal como se observa en la figura 16B.

Los datos de expresién relativa de ODC en rifién y colon pueden ser observados en los cuadros

4y5,

A) B)
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Figura 16. Expresion relativa de la proteina ODC en rifién y colon de ratones Balb/c, semana 24. A) Muestras
de rifién, B) Muestras de colon (. grupos en los que solo hay un individuo).
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Semana 31

La expresion relativa de la ODC en el grupo preventivo fue significativamente diferente a la

observada en los grupos control y DMH en las muestras de rifion (figura 17A).

En colon se observa que los grupos DMH y preventivo presentan una expresion de la ODC

menor a la del control (figura 17B). Las diferencias entre los grupos no son significativas.

Los grupos extracto, DMH + extracto y control vehiculo para ambos tejidos cuentan con una

sola muestra por lo que los datos de expresion relativa de la ODC, encontrados en los cuadros

4y 5, tnicamente son representados graficamente (figura 17).
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Figura 17. Expresion relativa de la proteina ODC en rifién y colon de ratones Balb/c, semana 31. A) Muestras
de rifién, B) Muestras de colon. Los grupos que presentan una diferencia estadistica significativa estdn marcados

con un *, lo que indica una p<0.05 (

grupos en los que solo hay un individuo).
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Expresion relativa de la ODC en todos los grupos experimentales

En los cuadros 4 y 5 se observan los valores de expresion relativa de la ODC en media £ SE en
las muestras de rifidbn y colon de los grupos de estudio a lo largo de todo el periodo
experimental. La comparacion de los resultados obtenidos indica, de manera general, una

mayor expresiéon de la ODC en rifidn en comparacién con colon.

Cuadro 4. Valores de expresion relativa de la ODC en rifién. Los valores relativos de la expresion de la
ODC en rifién de los distintos grupos experimentales a lo largo de todo el periodo experimental se presentan
en media + SE.
Semanas
Grupo
] 6 12 18 24 31
experimental
Control 3.484 +0.614 | 2.293+0.342 | 3.252+£0.455 | 3.809 +0.692 | 2.516 + 0.258
DMH 4.402 +0.280 | 3.882+0.599 | 3.642+1.063 | 4.078 +0.565 | 3.230 + 0.368
Extracto 2.755+0.199 | 3.107 £0.376 | 3.929 £ 0.954 3.885 2.463
DMH +
3.833+0.481 | 2.688+1.101 3.211 4.060 6.291
Extracto
Preventivo 2.985+0.341 | 3.159 +0.655 | 2.883+£0.427 | 4915+0.211 | 6.017 +£0.789
Control
4.016 + 0.664 | 3.782+0.341 | 2.976 £ 0.825 2.848 6.923
vehiculo

Los datos en gris representan los grupos en los que solo se cont6é con una muestra.




Cuadro 5. Valores de expresion relativa de la ODC en colon. Los valores relativos de la expresion de la
ODC en colon de los distintos grupos experimentales a lo largo de todo el periodo experimental se presentan

en media + SE.

Semanas
Grupo
. 6 12 18 24 31
experimental
Control 0.834 +£0.093 | 0.658 +0.039 | 0.608 +0.113 | 0.760 +.197 1.529 +0.120
DMH 0.712 +£0.076 | 1.228 +0.181 | 0.621 +£0.103 | 1.267 £0.226 | 0.993 + 0.038
Extracto 1.349 +0.275 | 0.815+0.049 | 1.242 +0.411 0.714 0.825
DMH +
1.268 +0.054 | 1.531 +0.072 1.214 0.846 1.211
Extracto
Preventivo 1.862 +0.699 | 0.796 +0.064 | 0.538 £0.215 | 1.516 £ 0.055 | 1.084 + 0.153
Control
2477 +£0.547 | 1.190+£0.274 | 1.697 + 0.369 0.861 1.130
vehiculo

Los datos en gris representan los grupos en los que solo se conté con una muestra.
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IX. DISCUSION

La busqueda constante de nuevos farmacos y terapias para la prevencion, retraso o inhibicion
del CCR en los ultimos afios se ha enfocado en productos naturales especificamente de origen
vegetal, debido a que los compuestos quimicos derivados de las plantas han sido relacionados
con la prevencion de distintos tipos de cancer con minimos efectos adversos. Este efecto se
atribuye principalmente a la presencia de compuestos fendlicos y se ha demostrado que
algunos de ellos tienen un efecto directo sobre la actividad de ODC (Bomser et al., 2000;
Middleton et al., 2000; Justil et al., 2010).

Los flavonoides son el grupo mas representativo de polifenoles presentes en las hojas del
camote dulce (Ipomoea batatas), a los cuales se les atribuye una gran variedad de propiedades
bioguimicas y farmacologicas que han sido estudiadas tanto in vivo como in vitro. Los
resultados de estos estudios indican que los polifenoles presentes en esta planta juega un
importante papel en la reduccion del riesgo de desarrollar diferentes enfermedades cronicas
degenerativas como el cancer (Kurata et al., 2007; Li et al., 2009; Karna et al., 2011). Sin
embargo, el efecto de esta planta sobre la expresion de la ODC no se conoce, por lo que en el
presente trabajo de investigacion se evalu6 el efecto del extracto etanélico de las hojas de I.
batatas en la expresién de la proteina ODC en un modelo murino de cancer de colon inducido
con 1, 2-dimetilhidracina (DMH).

La técnica de Western blot con un sistema de deteccion quimioluminiscente, utilizada en el
presente trabajo para evaluar la expresion de la ODC, mostrd una alta sensibilidad y permitié la
identificacion especifica de las proteinas ODC (53 kDa) y B-actina (42 kDa) en las muestras de
colon y rifidn de los diferentes grupos experimentales. Cabe mencionar que el anticuerpo
utilizado para la detecciéon de la B-actina, en la mayoria de las veces, revel6 dos bandas de
peso molecular muy parecido tanto en riidn como en colon. Algunos autores reportan la misma
observacion y proponen que estas variantes corresponden a formas isoméricas de la proteina
(Ramos et al., 2014).

Nuestros resultados mostraron que a lo largo de todo el periodo experimental la expresion
relativa de la ODC en rifién tiende a presentar niveles mayores en condiciones de desarrollo
neoplésico (grupo DMH) en comparacion con el control; este efecto es mas evidente durante las
semanas 6 y 12 del tratamiento, por lo que podemos asociar una expresion mayor de la ODC
renal con las fases iniciales del tratamiento con DMH. Los resultados coinciden con los

obtenidos previamente por nuestro equipo de trabajo, en los que se identificé a la putrescina
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(Pu) urinaria como un biomarcador temprano del céncer colorrectal (CCR), al encontrarse
niveles altos de esta molécula durante las fases iniciales del tratamiento con DMH en un modelo
murino (Vazquez, 2013). Los resultados sobre la expresion de la ODC en tejido renal ponen en
evidencia la existencia de una relacion entre el aumento de la expresion relativa de la ODC y
los niveles de Pu, la cual es la primera molécula derivada de la descarboxilacién de la L-ornitina
por la ODC.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio relacionaron mayores niveles del ARNm de la
ODC en rifidn con las etapas avanzadas del desarrollo tumoral, encontrando que a la semana
31 (evaluada por RT-PCR semi-cuantitativa) los ratones tratados con DMH presentaron un nivel
significativamente mas alto que el grupo sano (Marques, 2011), de manera similar en el
presente trabajo se encontrd que la ODC, a niveles de la traduccion, mostré un comportamiento
parecido, sin embargo las diferencias no fueron significativas. Esto puede ser atribuible a una
menor expresion detectada de la proteina a nivel de la traduccion, modificaciones

postraduccionales y a la corta vida media de esta enzima (Hu et al., 2003).

En colon la expresion relativa de la ODC en el grupo DMH fue mayor en las semanas 12 y 24
del tratamiento en comparacién con el control sano. Cabe mencionar que a diferencia del rifion,
este comportamiento no se observd en el resto de las semanas de tratamiento, ya que el
aumento en los niveles de expresién de la ODC no fue constante. Es probable que el
incremento en la expresion de la ODC se presente mas tarde durante el desarrollo tumoral en
colon en relacién al rifion. En colon a la semana 31 la expresion de la ODC del grupo tratado
con DMH fue menor que en el grupo control, lo que es similar a los datos reportados por
Moorehead et al. (1987), quienes observaron que en pacientes en etapas avanzadas del CCR
la actividad de la ODC en colon era menor en comparaciéon con el tejido normal del mismo
paciente. El aumento transitorio de la ODC a lo largo de todo el periodo experimental en colon
pueden ser atribuido a la regulacién negativa de la ODC por niveles altos de PAs y el rapido
recambio intracelular de la proteina (Schipper et al., 2004). Ademas otros autores también han
reportado variacion en la actividad de la ODC del colon después de la induccion de la
expresion de esta proteina en modelos animales (Takano et al., 1984). Cabe mencionar que
estos datos de expresion relativa de ODC no mostraron diferencia estadistica tanto en rifién

como en colon.

El nivel elevado de la ODC renal y colénica en el grupo tratado con el carcinogeno DMH
coincide con los cambios histolégicos observados previamente en nuestro laboratorio en

ratones tratados con DMH, ya que a partir de la semana 7 se observo la aparicién de focos de
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criptas aberrantes (FCA), lo cual es un evento temprano en la carcinogénesis del colon. Otros
estudios en modelos murinos de CCR inducido con DMH también reportan la aparicion de estas
lesiones preneoplésicas del colon en etapas tempranas del tratamiento (Tudek et al., 1989;
Rosenberg y Liu, 1995).

Por otro lado los ratones tratados solo con el extracto etandlico de las hojas de |. batatas
presentaron una expresién relativa de la ODC en rifidn similar al control durante las semanas 6
y 12 de tratamiento, por lo que se asume que la dosis utilizada del extracto no produce un
efecto toxico (200 mg/ Kg de peso, dos veces por la semana). Lo anterior coincide con lo
reportado por Karna et al. (2011) quienes trataron a ratones con cancer de préstata diariamente
por 6 semanas con un extracto metandlico de |. batatas para disminuir el tumor, sin encontrar
algun efecto adverso para la salud del raton (400 mg/ Kg de peso). Por otro lado, en nuestro
estudio se observé que a la semana 18 de tratamiento con el extracto solo, la ODC aument6 su
expresion en rifidn en relaciéon al grupo DMH y este mismo comportamiento se aprecia en las
muestras de colon a las semanas 6 y 18, sin llegar a encontrarse diferencias significativas.
Dicho efecto podria ser atribuible al vehiculo utilizado para la administracion del extracto
(Tween 80 al 0.1%), ya que a pesar de que esta molécula es ampliamente utilizada en
aplicaciones bioquimicas como dispersante de sustancias medicinales y productos alimenticios,
su administraciéon en altas concentraciones y/o de manera regular ha sido relacionada con
efectos indeseables, como la induccién de proliferacion celular y la elevacién de moléculas
indicadoras de respuesta al tumor como la fosfatasa alcalina, transaminasa sérica glutaminico

oxalacética y transaminasa sérica glutamato piruvato (Ma et al., 2011; Beeba et al., 2014).

El grupo control vehiculo, en el cual Unicamente se administré 100 yL de una solucién de
Tween 80 al 0.1% en Solucién Salina de Fosfatos (PBS) via oral, durante las semanas 6, 12 y
18 de experimentacion, presentd una expresion relativa de ODC igual o mayor a la del grupo
tratado con DMH en ambos tejido, por esta razén se considera que este vehiculo pudo haber
alterado el efecto del extracto etandlico de la hojas de I. batatas sobre la ODC. Ademas existe
evidencia que indica que el Tween 80 puede disminuir la efectividad de otras moléculas y
farmacos, incluso aquellos utilizados para el tratamiento del cancer (Ma et al., 2011; Beeba et
al., 2014).

En relacion al efecto preventivo del extracto vegetal, se observo que la expresion de la ODC en
rifidn fue menor en relacion al grupo DMH durante las semanas 6, 12 y 18, mientras que en
colon este efecto solamente se present6 en la semana 12. La expresion de la ODC en rifion a

las semanas 24 y 31 aumento en este grupo en comparacion con el grupo control y DHM. Estos
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resultados, aunque no mostraron significancia estadistica, indican que la administracion del
extracto cuatro semanas antes del carcinogeno DMH, podria ser efectiva para mantener los
niveles de ODC Unicamente en etapas iniciales del desarrollo del CCR. Es importante precisar
que un estudio histologico del colon de ratones tratados con DMH, indicO que el extracto
presenta un efecto benéfico contra el desarrollo tumoral (Santerre et al., 2015). El estudio
consistié en el conteo de los FCA y destacé que al final del periodo experimental (semana 31),
los ratones de los grupos tratados preventivamente con el extracto de |. batatas (51 FCA/ mm?)
y los tratados a la par con |. batatas y DMH (60 FCA/ mm?) mostraron una disminucién
significativa del nimero de lesiones preneoplasicas en comparacion con el grupo DMH (120
FCA/ mm?). Esto indica la posibilidad de que el extracto de las hojas de camote actué sobre
otras moléculas de manera mas efectiva que sobre la ODC, ya que en el estudio realizado por
Kurata et al. (2007) observaron que in vitro el extracto de las hojas de camote suprime la
proliferaciébn de las células de cancer de estdbmago y colorrectal y en células de leucemia
aumenta los niveles de caspasa 3 y la expresion del gen c-jun, ambos relacionados con la

apoptosis.

El aumento en la expresion de la ODC en colon y rifidn del grupo preventivo en las ultimas
semanas del experimento, podria deberse al vehiculo utilizado para la administracion del
extracto. Pérez et al. (2005) reportan que el efecto de la DMH puede ser modulado por la
administracién conjunta de otras sustancias, por lo que se asume la posibilidad de que el
Tween 80 pudo haber potencializado la accién de la DMH después de su administracion
conjunta con el extracto, para el cual se utilizé esta molécula como vehiculo, ya que la
administracién constante de este detergente se asocia tanto con multiples efectos secundarios,
como con una posible funciéon carcinégénica o acompafiante de carcin6geno (Beeba et al.,
2014). Ademas, es posible que la dosis del extracto utilizada en este estudio (200 mg/ Kg de
peso, dos veces por semana) no fuera suficiente para inhibir la expresion de la ODC en etapas
avanzadas del CCR, ya que diversos autores han demostrado que el efecto del extracto de las
hojas del camote y de otras plantas es dosis dependiente (Justil et al., 2010; Karna et al., 2011).

En las semanas 18, 24 y 31 no se aprecié de manera Optima el efecto del extracto administrado
a la par con DMH, debido al limitado nimero de muestra. En rifidn la expresion de la ODC en el
grupo DMH + extracto durante las semanas 6 y 12 fue menor en relacion al grupo DMH,
mientras que en colon se observo el efecto contrario; la dosis administrada del extracto podria

no haber sido suficiente para contrarrestar el efecto de la DMH sobre la expresion de la ODC.
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Es probable que la administracion del extracto de manera preventiva (200 mg/ Kg de peso

corporal) sea mas eficiente que a la par.
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X. CONCLUSIONES

Se observé que la expresion relativa de la ODC es mayor en rifibn que en colon en los
diferentes grupos experimentales a lo largo de todo el estudio.

La expresion relativa de la ODC en rifion tiende a presentar niveles mayores en el grupo DMH
en comparacion con el grupo control, este efecto es mas evidente en la fase inicial (semanas 6

y 12) del tratamiento con DMH.

En colon la expresion de la ODC en el grupo DMH tiende a incrementarse mas tarde que en

rifon (semanas 12 y 24) durante el periodo experimental.

En rifdn el extracto etandlico de las hojas de Ipomoea batatas administrado de manera
preventiva tiende a ser efectivo en la modulacion de la expresién de la proteina ODC en las

etapas tempranas (semanas 6, 12 y 18) del desarrollo tumoral.

El extracto etandlico de las hojas de Ipomoea batatas administrado de manera preventiva no
presentd un efecto modulador de la expresion de la ODC en colon durante la fase

experimental.
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XI. PERSPECTIVAS

Con base en la experiencia adquirida durante el desarrollo del presente proyecto y de los
trabajos realizados por Vazquez (2013) y Santerre et al. (2015), se conoce que el extracto
etanodlico de las hojas de I. batatas tiene un efecto benéfico en la prevencion de la formacion de
los focos de criptas aberrantes (FCA) y disminucién de la putrescina urinaria. Este efecto tiende
a ser similar sobre la expresién de la ODC en rifibn a las semanas 6, 12 y 18, aun si las

diferencias no fueron significativas.

Futuros proyectos en este modelo experimental se enfocaran en la evaluacion de las citocinas
pro y anti-inflamatorias, asi como en la expresion génica de proto-oncogenes y genes
supresores de tumor, relacionados con el metabolismo de las poliaminas y la actividad de la
ODC. Se aumentara tanto el numero de animales por grupo experimental como la
concentracion del extracto etandlico de las hojas de |. batatas. Ademas, debido al efecto del
Tween 80 al 0.1% sobre la expresion de la ODC, sera importante cambiar el vehiculo utilizado

para la disolucién y administracién del extracto vegetal.
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XIlI. ANEXOS

11.1 Anexo 1. Preparacion y administracion de la 1,2 dimetilhidracina (DMH)

Ratones hembra de la cepa Balb/c de 23 + 2 g de peso corporal, recibieron una inyeccion
subcutanea semanal de DMH, durante 24 semanas a la dosis subletal de 20 mg/ Kg de peso
corporal. La DMH (Sigma) se preparé inmediatamente antes de ser administrada, se disolvio en
solucidn salina isoténinca y se ajust6 a la concentracion deseada. La inyeccién subcutanea se
realizé en la parte ventral del animal utilizando una jeringa de insulina con un volumen

constante de 200 pL, tal como se observa en la figura 18 (Cazares, 2010; Vazquez, 2013).

Figura 18. Inyeccion subcutanea del DMH para la induccién de cancer
colorrectal. Imagen tomada de Vazquez, 2013.
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11.2 Anexo 2. Obtencion y determinacién de fenoles totales del extracto etandlico

de Ipomoea batatas

La planta del camote dulce (Ipomoea batatas) se cultivd en el Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA). Las hojas se colectaron, lavaron y dejaron secar en
estufa a 45°C durante 48 h. Posteriormente se molieron en un mortero y se colocaron en etanol
al 96% en una relacién 1:10 p/v en constante movimiento por 48 h. El extracto se filtr6 y paso al
rota vapor para la eliminacion del exceso de etanol y por dltimo se liofilizé. El liofilizado se

almaceno en frasco ambar a 4°C hasta su utilizacion.

La cuantificacion de los fenoles se realizé mediante la técnica de Folin-Ciocalteu (Pochapski et
al., 2011). Se colocaron 200 uL del extracto con 1.4 mL de agua Mili-Q y 100 uL del reactivo de
Folin, después de 5 min, se afiadieron 300 yL de Na2Co3 al 20%, se mezclaron los reactivos y
se dejaron reposar 2 h en la obscuridad. La absorbancia se midi6 a 765 nm en un
espectrofotdbmetro (spectro UV-Vis RS, UV-2500). La curva de calibracién se realizé con un
estandar de acido galico a diferentes concentraciones (10-100 ppm), que se trataron de manera
similar a las muestras (figura 19). Como blanco se utilizé 200 uL de etanol y se procesoé similar
a las muestras. Del extracto vegetal se prepararon diluciones seriadas por duplicado para
determinar la concentracion de fenoles contenidos en el mismo. Los resultados se expresaron
como miligramos de equivalentes de acido galico (GAE) por 100 g de muestra; el contenido de

los fenoles totales en el extracto etandlico fue de 2,720 mg/100 g (Vazquez, 2013).
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Figura 19. Curva estandar de acido galico para la
cuantificacion de fenoles totales. Imagen tomada
de Vazquez, 2013.
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11.3 Anexo 3. Concentracién de proteinas totales de rifién

Cuadro 6. Concentracion de proteinas totales de rifion.

Sergana Grupo - Concentracion Semana Grupo . Concentracion
e experimental Individuo (ng/uL) de experimental Individuo (ug/uL)
sacrificio sacrificio
1 4.27 1 4.80
Control 2 4.65 Control 2 3.20
3 4.05 3 3.53
1 5.40 1 4.75
DMH 2 4.80 DMH 2 3.40
3 3.35 3 3.47
1 3.80 18 1 3.50
Extracto
Extracto 2 3.93 2 4.30
3 4.03 DMH+Extracto 1 2.90
6 1 5.10 ) 1 2.85
Preventivo
DMH+Extracto 2 3.90 2 2.70
1 3.83 vehiculo 2 2.20
Preventivo 2 4,57 1 3.18
Control
3 4.45 2 2.77
1 4.40 1 2.70
DMH
Control 2 3.67 2 2.65
vehiculo
3 3.93 Extracto 1 3.60
1 4.00 24 DMH+Extracto 1 3.83
Control 2 4.30 1 3.67
Preventivo
3 3.87 2 4.63
1 4.10
Control 1 4.40
DMH 2 317 vehiculo
3 2.88 4.05
Control
2.90 2 3.55
Extracto
12 2 3.10 1 3.90
DMH
1 4.70 2 453
DMH+Extracto
2 3.80 31 Extracto 1 4.00
1 3.00 DMH+Extracto 1 4.10
Preventivo 2 2.10 ) 1 3.90
Preventivo
3 2.33 2 3.93
1 2.95 Control
Cogtrol 5 380 vehiculo L 4.40
vehiculo ;
3 3.47
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11.4 Anexo 4. Concentracién de proteinas totales de colon

Cuadro 7. Concentracion de proteinas totales de colon.

Semana

Semana

d Grupo o Concentracién Grupo .- Concentracion
e experimental Individuo (ng/uL) de experimental Individuo (ug/uL)
sacrificio sacrificio
1 2.00 1 3.60
Control 2 2.30 Control 2 2.50
3 1.60 3 2.55
1 2.20 1 2.70
DMH 2 2.60 DMH 2 3.90
3 3.30 3 2.10
1 2.83 18 1 1.80
Extracto
Extracto 2 1.80 2 2.10
6 3 1.00 DMH+Extracto 1 4.60
1 2.70 ) 1 3.20
Preventivo
DMH+Extracto 2 1.30 2 4.05
1 1.30 vehiculo 2 4.40
Preventivo
2 1.75 1 3.70
Control
1 2.00 2 3.10
Control 2 1.60 1 3.95
vehiculo DMH
3 1.30 2 3.80
1 2.60 Extracto 1 3.88
Control 2 2.80 24 DMH+Extracto 1 3.45
3 3.00 1 3.00
Preventivo
1 1.80 2 2.70
DMH 2 1.90 Control . 310
3 240 vehiculo '
1 2.60 1 2.90
Extracto Control
12 2 2.00 2 2.50
1 2.40 1 2.30
DMH+Extracto DMH
2 2.00 2 2.97
1 4.50 3 1 Extracto 1 2.85
Preventivo 2 5.10 DMH+Extracto 1 1.60
3 5.40 ) 1 1.59
Preventivo
1 3.80 2 2.21
Control
vehiculo 2 4.70 Control 1 240
3 4.70 vehiculo
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