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Resumen 

 

El cáncer colorrectal (CCR) ocupa el 2° y 3er lugar en incidencia a nivel mundial para 

mujeres y hombres respectivamente. Este padecimiento se puede desarrollar por 

predisposición genética y/o el estilo de vida. La predisposición genética normalmente 

produce los síndromes de poliposis adenomatosa familiar (FAP) y el cáncer colorrectal 

hereditario sin pólipos (HNPCC), entre otros síndromes que estan relacionados a CCR. 

El estilo de vida engloba varios factores de riesgo, a los cuales se les confiere del 70% 

al 90% de los casos. En estos factores se encuentra las enfermedades inflamatorias 

del intestino como colitis ulcerativa y síndrome de Crohn, así como la hiperinsulinemia, 

el sedentarismo, el consumo de alcohol, el tabaquismo y la dieta. La mayoría de estos 

factores afectan directamente al epitelio del colon, el cual está constituido por 

invaginaciones llamas criptas de Lieberkühn. En el colon se  almacenan las heces, se 

lleva a cabo la concentración fecal y se absorben agua y electrolitos. El primer cambio 

carcinogénico que ocurre en el colon es la transformación de las criptas de Lieberkühn 

a criptas aberrantes. Éstas se caracterizan por el incremento de tamaño, el aumento de 

la zona pericriptica y por la presencia de un grueso revestimiento epitelial. Una 

característica más de estas criptas es la pérdida de células caliciformes y su 

decremento en mucina. Los procesos inflamatorios crónicos participan en los procesos 

carcinogénicos. Por estudios realizados in vivo se ha observado que las nanopartículas 

de TiO2 desarrollan procesos inflamatorios al ser administradas intragastricamente. 

Adicionalmente estas nanopartículas en exposición inhalatoria están clasificadas como 

posibles carcinógenas por la IARC (International Agency for Research on Cancer). 

Algunos alimentos contienen nanopartículas de TiO2, en forma del aditivo E171. Este 

aditivo se agrega a los alimentos para mejorar sus propiedades organolépticas. El E171 

está compuesto de un 36% de nanopartículas de TiO2 y el resto de micropartículas del 

mismo material. Su uso está permitido por la FDA (Food and Drug Administration) y las 

normas mexicanas. El propósito de este estudio fue observar si la exposición 

subcrónica vía intragástrica exacerba el número de tumores en un modelo murino de 

cáncer colorrectal. Esto se realizó induciendo cáncer colorrectal a  ratones BALB/c 

mediante el modelo de azoximetano (12.5 mg/kg) y dextrán sulfato de sodio (2% en 
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agua). Se dio una dosis de 5 mg/kg de E171 vía intragástrica a los ratones durante 7 

(42 días) y 10 (72 días) semanas, 5 días por semana (lunes a viernes). Separándolos 

en grupos: 1) Control 42 y 72 días, 2) CCR 42 y 72 días, 3) E171 42 y 72 días y 4) 

CCR+E171 42 y 72 días. Al terminar dicho esquema se sacrificaron y se extrajo el 

colon, hígado, bazo y riñones, así como suero para medir citocinas. En tinción de 

hematoxilina y eosina de colon se observó una exacerbación del número de tumores en 

el grupo CCR+E171 en comparación al grupo CCR. El grupo  E171 no tuvo tumores, 

pero tenía criptas aberrantes, que son lesiones pre carcinogénicas. Con la tinción de 

azul alciano y rojo nuclear solido, para teñir células caliciformes se observó un 

descenso en el número de dichas células; además de pérdida de peso en el riñón pero 

sin pérdida funcional de acuerdo a los marcadores de daño evaluados. En el grupo 

tratado con E171 a 72 días en hígado se observan a las células de Kupffer con 

hiperplasia. Se pudo ver en este trabajo que la administración subcrónica de E171 en 

un modelo murino de cáncer colorrectal aumenta el número de tumores, teniendo 4 

veces más tumores en el grupo CCR+E171 que en el grupo CCR. Por lo tanto la 

exposición subcrónica a E171 vía intragástrica exacerba el número de tumores un 

modelo murino de cáncer colorrectal. 

 

 

Palabras clave:  

Nanopartículas de TiO2, cáncer colorrectal, aditivo E171, exposición oral, células 

caliciformes, criptas aberrantes. 
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1. Introducción 

 

1.1 Cáncer colorrectal 

 

El cáncer es una enfermedad que se caracteriza por un crecimiento no controlado de 

las células, las cuales han perdido su función y estructura original correspondiente al 

tejido al que pertenecen, debido a una serie de alteraciones moleculares. Esto conlleva 

a la formación de una neoplasia. Los tumores malignos crecen rápidamente, se 

esparcen a tejidos adyacentes y pueden producir metástasis (Tanaka T. et al., 2009). 

 

Para el 2012 se reportaron 14.1 millones de nuevos casos de cáncer a nivel mundial 

con una mortalidad del 58.2%. En regiones desarrolladas 6.1 millones fue el número de 

casos reportados mientras, que en regiones menos desarrolladas fue de 8.1 millones. A 

nivel mundial el cáncer colorrectal (CCR) ocupa el 3er lugar en incidencia en hombres y 

el 2° en mujeres (Fig. 1) (GLOBOCAN., 2012). En zonas desarrolladas 

económicamente el CCR ocupa el 3er lugar en incidencia para hombres y el 2° para 

mujeres, mientras que por causa de muerte ocupa el 2° y el 3er lugar respectivamente. 

En zonas en vías de desarrollo económico en hombres ocupa la 4a posición en 

incidencia y la 5a posición en mujeres. En el caso de mortalidad en hombres ocupa la 

5a causa de muerte y en mujeres es la 6a (Fig. 2) (Jemal A. et al., 2011; GLOBOCAN., 

2012).  

 

Las tasas actuales muestran que entre un 5% y 6% de los individuos de la población 

mundial desarrollaran CCR en de su vida (American Cancer Society., 2009). En los 

últimos 50 años se reporta un rápido incremento en la incidencia de CCR en países en 

vías de desarrollo económico mientras que en los países desarrollados 

económicamente la tasa se estabiliza e incluso en los Estados Unidos ha disminuido 

(Center M. et al., 2009). Para esto se han propuesto varios factores de riesgo. Los 

factores de riesgo genéticos solo se les conceden del 5 al 10% de casos de CCR 

(American Cancer Society., 2013). Los factores ambientales son los responsables del 

70% al 90% de los casos de CCR (Pericleous M. et al., 2013). La influencia de los 

factores ambientales registrada es tan importante, que se ha observado que individuos 
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que originalmente vivían en zonas de baja incidencia de CCR  al migrar a zonas de alta 

incidencia eventualmente adquieren los mismos riesgos que los individuos originarios 

de dicha zona (Morgan G. et al., 2008). 

Pulm
ón y

 b
ro

nquio
s

Pró
sta

ta

Cáncer c
olo

rr
ecta

l

Estó
m

ago

Cáncer d
e m

am
a

Cáncer c
olo

rr
ecta

l

Cerv
ic

oute
rin

o

Pulm
ón y

 b
ro

nquio
s

0.0

500000.0

1000000.0

1500000.0
Hombres Mujeres

Incidencia

Mortalidad

Tipos de cáncer

C
as

o
s 

es
ti

m
ad

o
s 

d
e 

cá
n

ce
r

 

Figura 1. Incidencia a nivel mundial de tipos de cáncer. Tipos de cáncer y número de casos reportados en 

2008 a nivel mundial (Jemal A., et al., 2011 y GLOBOCAN., 2012). 
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Figura 2. Incidencia de cáncer de acuerdo el desarrollo económico. Tipos de cáncer y número de casos reportados en 2008 

según el tipo de desarrollo económico (Jemal A. et al., 2011 y GLOBOCAN., 2012). 
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1.2 Factores de riesgo para el desarrollo de CCR: predisposición genética 

 

Del 5% al 10% de los casos de CCR son debidos a que han heredado mutaciones. El 

CCR que deriva de estas mutaciones aparece en edades más tempranas que el que se 

desarrolla por factores ambientales. Hay varios tipos de síndromes ligados a CCR pero 

los dos más comunes son el de poliposis adenomatosa familiar (FAP) y el cáncer 

colorrectal hereditario sin poliposis (HNPCC) o síndrome de Lynch (Fig. 3.) (Vasen H. 

et al., 2004; American Cancer Society., 2013). 

 

 

Figura 3. Porcentaje de incidencia de tipos de CCR esporádicos. FAP, poliposis adenomatosa 

familiar; HNPCC, síndrome de Lynch; JP, poliposis juvenil familiar; PJ, síndrome de Peutz-Jeghers. 

(Tomado y modificado de Half E. et al., 2009). 

 

FAP representa el 1% del total de todos los casos de CCR. Este síndrome es causado 

por mutaciones heredadas del gen APC (adenomatous polyposis coli). Las personas 

con FAP desarrollan cientos o miles de pólipos en el colon y recto a edades en 

promedio de los 15 a 20 años y a la edad de los 40 a 50 ya habrán desarrollado CCR 

(Half E. et al., 2009; American Cancer Society., 2013). 

 

Del 1% al 5% de todos los casos de CCR se deben a las mutaciones en genes como 

MSH1, MSH2, MSH6 (mismatch repair protein 1,2 y 6) y PMS2 (postmeiotic 
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segregation increased 2), que causan HNPCC o también llamado síndrome de Lynch. 

Los individuos con este síndrome tienen de un 60% a 85% de de probabilidad de 

desarrollar CCR. Además de un 30% a 50% de posibilidad de desarrollar cáncer en el 

endometrio y menos del 15% de desarrollar otros tipos de cáncer (Vasen H. et al., 

2004). 

 

Estos dos síndromes son los más importantes pero no los únicos (Tabla 1). Uno es el 

síndrome de Tucort, que es un desorden autosómico recesivo, que se caracteriza por la 

presencia del tumor primario en el sistema nervioso central y CCR, asociados a 

mutaciones en los genes MSH1, MSH2, MSH6 o PMS2 en los locus 3p22.2, 2p21, 

2p16.3 y 7p 22.1 respectivamente. La diferencia con el síndrome de Lynch es que en el 

síndrome de Tucort aparecen tumores en el cerebro (American Cancer Society., 2013; 

Vallejo D. et al., 2012).  

 

El síndrome de Gardner es un síndrome hereditario autosómico dominante que se 

caracteriza por osteomas múltiples craneofaciales, tumores cutáneos y el crecimiento 

de pólipos intestinales, que son susceptibles a malignizar (Lahoz M. et al., 2000; Singh 

K. et al., 2014).  

 

El síndrome de Peutz-Jeghers (PJ) es un síndrome hereditario autosómico dominante 

poco frecuente. Se caracteriza por la presencia de pólipos hematomatosos 

gastrointestinales y por la hiperpigmentacion mucocutánea de los labios y mucosa 

bucal. La aparición de pólipos es más frecuente en el intestino delgado (64% de 

probabilidad), luego en el colon (53%), posteriormente en estómago (49%) y recto 

(32%). De 70% a 80% de los pacientes con PJ tienen mutaciones en el gen STK11 y 

arriba del 15% lo tienen deletado (American Cancer Society., 2013; Chae H. y Jeon C. 

2014). 

 

MUTYH es un gen que codifica para una glicosilasa de reparación de DNA por escisión 

de bases. Mutaciones en este gen causa MUTYH asociado a poliposis (MAP). Este es 

un síndrome autosómico recesivo, que se caracteriza por la presencia de pocos pólipos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24932202
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24932202
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adenomatosos colónicos e incremento del riesgo de CCR de acuerdo a la edad 

(American Cancer Society., 2013; Castillejo A. et al., 2014). 

 

Tabla 1. Genes mutados asociados al desarrollo de CCR  

Genes mutados Síndromes hereditarios que 

llevan al desarrollo de CCR 

(Factores Genéticos) 

Características 

APC -Poliposis familiar adenomatosa 

(FAP) 

Síndrome hereditario 

autosómico dominante. 

APC y/o CTNNB1 -Síndrome de Gardner Síndrome hereditario 

autosómico dominante. 

MLH1, MSH1, 

MSH2,MSH6 y PMS2 

-Cáncer de colon hereditario no 

asociado con pólipos (HNPCC) o 

síndrome de Lynch 

Síndrome hereditario 

autosómico dominante. 

MLH1, MSH2, PMS2 

y APC 

-Síndrome de Turcort Síndrome hereditario 

autosómico recesivo. 

STK1 -Síndrome Peutz-Jeghers Síndrome hereditario 

autosómico dominante. 

MUTYH -Poliposis asociada con MUTYH Síndrome hereditario 

autosómico recesivo. 
(Ozerov S. et al., 2013 y American Cancer Society., 2013) 

 

1.3 Factores de riesgo para el desarrollo de CCR: estilo de vida 

 

Los principales factores de riesgo ambientales que influyen en el desarrollo de CCR 

son el estilo de vida y las enfermedades inflamatorias del intestino (EII, conocidas en 

inglés como Inflammatory Bowel Diseases). Dentro de las EII se encuentran la colitis 

ulcerativa (CU) y el síndrome de Crohn (SC). La cantidad y la calidad de dieta, el 

consumo de alcohol, el tabaquismo y el sedentarismo están incluidos como 

componentes del estilo de vida importantes en el desarrollo de CCR (Morgan G. et al., 

2008; Pericleous M. et al., 2013; Lakatos P. y Lakatos L., 2008). 

 

El consumo de alcohol está relacionado con el desarrollo de CCR, se ha observado 

que quienes en promedio beben 2 copas al día tienen 2 veces más probabilidades de 

desarrollar CCR que los que beben 0.25 copas al día (Pericleous M. et al., 2013). Esto 
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se debe al metabolismo del alcohol que da como resultado acetaldehído, que es un 

carcinogénico incluido en el grupo I de la clasificación de la Agencia Internacional de 

Investigaciones sobre el Cáncer (IARC por sus siglas en inglés) (Durko L. y Malecka-

Panas E. 2014; IARC., 2009). La relación entre el consumo de tabaco y el CCR se 

debe a que el cigarrillo libera hidrocarburos policíclicos aromáticos, aminas 

heterocíclicas y nitrosaminas que pueden alcanzar la mucosa del intestino por vía del 

torrente sanguíneo o por ingestión directa y estas forman alquildiazodio que es un 

alquilante de DNA (Chan A. y Giovannucci E., 2010).  

 

La resistencia a insulina y la hiperinsulinemia relacionada a la obesidad es un factor de 

riesgo para el CCR, ya que los altos niveles de insulina provocan un aumento de IGF-1 

(insulin-like growth factor 1). Los altos niveles IGF-1 inhiben la apoptosis y aumentan la 

proliferación celular (Giovannucci E., 2001). El sedentarismo como factor de riesgo de 

CCR está relacionado a la hiperinsulinemia ya que una persona que realiza actividad 

física, tiene bajos los niveles de insulina, además de que la actividad física aumenta la 

motilidad del colon que ayuda a la rápida expulsión de las heces. En algunos estudios 

se ha visto que personas que realizan una actividad física tienen de 20% a 30% menos 

probabilidad de padecer CCR, mientras que otros estudios demuestran que los casos 

de CCR aumentan en un 61% en hombres que informan un mayor sedentarismo en su 

estilo de vida, en otro estudio observan que hombres que pasaron ≥10 años en trabajos 

de sedentarismo requerido tienen dos veces más riesgo de desarrollar CCR (Sardo C. 

et al., 2014; Chan A. y Giovannucci E., 2010; Boyle T. et al., 2011). 

 

Otro factor de riesgo que está involucrado con la hiperinsulinemia es la dieta. Este es 

de los factores que más influyen en la incidencia de CCR. Se estima que 20% de los 

casos diagnosticados de CCR se deben a este factor (Key T. et al., 2004). El alto 

consumo de carne en la dieta, especialmente de carne roja y/o procesada favorece al 

desarrollo de CCR. Se estima que la tasa de riesgo aumenta en un 29% por cada 100 

g/día de consumo de carne roja y un 21% por cada 50 g/día de carne procesada (Kim 

E. et al., 2013). El mecanismo por el que la carne está asociado al riesgo de CCR es 

debido a que el consumo de ésta estimula la secreción endógena de insulina, además 
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que el alto contenido de hierro proveniente de ella promueve la proliferación de pólipos 

colorrectales, ya que este puede aumentar la tasa general de mutación y la promoción 

de mutaciones puntuales específicas en el DNA de tejido colónico. Se ha demostrado 

que el hierro del grupo hemo ayuda a catalizar la formación endógena de compuestos 

N-nitrosos, algunos de los cuales son agentes alquilantes directos del DNA (Gilsing A. 

et al., 2013). Otros compuestos derivados de la cocción extrema de la carne como los 

compuestos N-nitroso y las aminas heterocíclicas son factores de riesgo para CCR. Las 

aminas heterocíclicas y los compuestos N-nitrosos forman alquildiazodio que es un 

agente alquilante que puede reaccionar con el DNA, RNA y proteínas (Chan A. y 

Giovannucci E. 2010; Kim E. et al., 2013; Pericleous M. et al., 2013; Hebels D., 2010).  

 

Las enfermedades inflamatorias intestinales como CU y SC son un importe factor de 

riesgo para el CCR. El 5% de estos pacientes desarrollan tumores (Meira L. et al., 

2008). En el intestino grueso se ha descrito que el riesgo de desarrollar CCR aumenta 

según el grado de inflamación y los años que se lleve con la enfermedad. Pacientes 

que llevan 10 años con la enfermedad tienen 1.6% de riesgo de desarrollar CCR, los 

pacientes con 20 años tienen 8.3% y con 30 años 18.4% (Tanaka T. 2011). Se estima 

que de 25% a 40% de los pacientes con CU que no se realicen colectomías 

profilácticas desarrollarán CCR después de los 40 años (Clapper M. et al., 2007). 

 

1.4 Histopatología del CCR  

 

Todos estos factores ambientales afectan al colon ya que éste se encarga de tres 

funciones importantes: la concentración fecal a través de la absorción del agua y 

electrolitos, almacenamiento y control de la evacuación de las heces y la digestión y 

absorción de los alimentos no digeridos (Thomson R. y Shaffer E., 2005). El intestino 

grueso es la parte final del tubo gástrico y está compuesto por el ciego con el apéndice 

vermiforme, el colon, el recto y el conducto anal. El colon por su parte está dividido en 4 

regiones: colon ascendente, colon transversal, colon descendente y colon sigmoideo 

(Fig. 4) (Ross M. H. y Pawlina W., 2006). La mucosa del colon está compuesta por un 

gran número de invaginaciones llamadas criptas de Lieberkühn. Hay cuatro linajes 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gilsing%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23983135
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celulares que componen a la cripta, los enterocitos o llamados colonocitos, las células 

secretoras de mucina o células caliciformes, células endocrinas o enteroendocrinas y 

las células de Paneth (solo en la parte proximal) (Yen T-H. y Wright N., 2006). 

 

Figura 4. Intestino grueso. Regiones que componen al intestino grueso: ● ciego, → apéndice vermiforme y  colon sigmoideo.  

 

Un proceso carcinogénico temprano se manifiesta mediante cambios morfológicos de 

las criptas que originando criptas aberrantes (CA) (Fig. 5). Éstas se distinguen por el 

incremento de tamaño, el aumento de la zona pericriptica y por un grueso revestimiento 

epitelial (Bird R., 1987). Los focos de CA grandes y que exhiben displasia pueden ser 

llamadas microadenomas (McLellan E. y Bird R., 1988). Una de las características de 

las CA es la reducción del número o la perdida de células caliciformes de acuerdo al 

grado de displasia, por lo tanto la producción de mucina decrece (Sika E. et al.,  2011; 

Fenoglio C.  et al., 1981).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fenoglio%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7329731
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Figura 5. Cripta de Lieberkühn. a) Estructura esquemática de cripta.  b) H&E de cripta sana y c) H&E de cripta 

aberrante. 

 

1.5 El uso de TiO2 en la dieta: aditivo E171  

 

En la industria alimenticia se usan muchos aditivos, los aditivos alimenticios son 

sustancias que se agregan en los alimentos que no aportan valor nutricional pero 

mejoran las propiedades organolépticas. La Unión Europea ha identificado a los 

aditivos mediante la letra E y un código numérico (EFSA., 2013). El E171 es un 

material compuesto por dióxido de titanio (TiO2). Este aditivo se utiliza como colorante 

blanco en algunos alimentos y dulces, además como enriquecedor de sabor en 

alimentos no blancos como vegetales secos, nueces, semillas, sopas, mostazas, 

cervezas y vinos (Peters R., et al., 2014). La FDA (Food and Drug Administration) 

autorizó el uso de E171 desde 1966 (Faust J. et al., 2014). Este aditivo se compone del 

36% de nanopartículas de dióxido de titanio (NPs de TiO2) con un intervalo de 1 a 100 

nm y el 64% restante de micropartículas de TiO2 (Weir A. et al., 2012). Por lo tanto no 

se considera un nanomaterial según el criterio de la Unión Europea, ya que no tiene 

50% o más de nanopartículas en su composición (Europan Agency for Safety and 

Health at Work, 2011). La NPs de TiO2  tienen tres formas polimórficas principalmente: 

a b c 
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anatasa (tetragonal), rutilo (tetragonal) y brookita (ortorrómbica) (Fig. 6) (Barbosa A., et 

al., 2012). El TiO2 es un catalizador de la hidrólisis activado por la luz ultravioleta (UV) y 

se ha visto que aumenta esta propiedad en forma de nanopartículas (Han H. y Ba R., 

2009). Además de esta característica, las nanopartículas se usan en la industria de 

alimentos por su característica de dar gran blancura y como espesante (Becker K. et 

al., 2014). Por esto su producción aumento en los últimos años a 4 millones de 

toneladas mundiales y de este el 70% es usado como pigmento (Ortlieb M., 2010). 

 

Figura 6. Minerales de TiO2. a) Anatasa, b) Rutilo y c) Brookita. d), e) y f) Estructuras cristalinas correspondientes a cada mineral 

de TiO2 (Imagen modificada de Barbosa A. et al., 2012). 

 

1.6 Regulación en México sobre el consumo de E171 en alimentos 

 

En México no está bien establecido el límite del uso de dióxido de titanio en los 

alimentos y muchas normas como la NOM-194-SSA1-2004 y la NOM-243-SSA1-2010 

por mencionar algunas, permiten el uso de este material en los alimentos con un límite 

de buenas prácticas de manufacturación (BPM), esto quiere decir que se puede usar la 

cantidad mínima necesaria para obtener el efecto deseado  (Tabla 2). 

 

Se estima que los niveles de exposición por vía oral del E171 en niños menores de 10 

años son de 1-2 mg de TiO2/kg de peso por día en Estados Unidos y de 2-3 mg de 

TiO2/kg de peso por día en el Reino Unido. En consumidores de otras edades va de 

a b c 

e d f 
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0.2-0.7 mg de TiO2/kg de peso por día en Estados Unidos y de 1 mg de TiO2/kg de 

peso por día en el Reino Unido (Weir A. et al., 2012). 

 

Tabla 2. Cantidad permitida de E171 en los alimentos por la FDA y las Normas Oficiales Mexicanas 

 
Diario Oficial de la Federación; Faust J. et al., 2014 

 

Es importante mencionar que el TiO2 están clasificadas como posibles carcinogenos 

para humanos (grupo 2B) por la Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer 

cuando su exposición es por vía inhalatoria (Sycheva L. et al., 2009). Se llegó a esta 

conclusión al evaluar el cáncer de pulmón en ratas expuestas crónicamente a la 

inhalación de partículas finas de TiO2 por Lee y colaboradores en 1985 y a partículas 

ultrafinas por Heinrich y colaboradores en 1995 (IARC Monograph., 2010). Se sugiere 

que el TiO2 desarrolla los tumores a través de un mecanismo genotóxico secundario 

que consiste en la inflamación crónica, la proliferación celular y el estrés oxidativo 
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(Schins R. y Knaapen A., 2007). Por su parte el Instituto Nacional de Seguridad y Salud 

Ocupacional (NIOSH por sus siglas en inglés) considera al TiO2 un cancerígeno 

potencial ocupacional (Current Intelligence Bulletin 63, CDC., 2014).  

 

1.7 Efecto de la exposición a TiO2/E171 en modelos experimentales 

 

Se sabe que las E171 se internalizan y se acumulan en los enterocitos del intestino de 

rata administrados in situ (Systemic  Absorption of Nanomaterials by  Oral Exposure., 

2013). Un estudio realizado por Jani y colaboradores en el que se administró una dosis 

de 12.5 mg/kg de TiO2 a ratas vía oral por 10 días, demostró que el 4% de la dosis total 

se deposita en colon, 2.86% en las placas de Peyer y 1.4% en el hígado (Jani P. et al., 

1994). En experimentos in vivo de exposición intragástrica a NPs de TiO2 en ratones se 

ha descrito que causa daños en el sistema digestivo (Bergin I. y Witzmann F., 2013). Li 

y colaboradores analizaron el daño en bazo causado por NPs de TiO2 usando dosis de 

5, 50 y 150 mg/kg en ratones hembras, ellos observaron una congestión en bazo y la 

proliferación nódulos linfáticos (Li N. et al., 2010). Cui y colaboradores estudiaron los 

daños que se generan en el hígado por las NPs de  TiO2 y observaron que los 

hepatocitos de los ratones tratados con 10 y 50 mg/kg de NPs presentaban grandes 

vacuolas, necrosis y algunas células inflamatorias infiltrantes (Cui Y. et al., 2010). Gui y 

colaboradores evaluaron el daño en riñón causado por NPs de TiO2 administrados 

intragastricamente y registraron que la expresión de NF-κβ, TNF-α, MIF, IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-18, IL- 1β, CRP, TGF-β, INF-γ y CYP1A1 aumentó de forma dosis-

dependiente mientras que HSP-70 y Iκβ decrecieron, sugiriendo una respuesta 

inflamatoria (Gui S. et al., 2011).  

Por otro lado la exposición oral podría exacerbar enfermedades preexistentes en el 

sistema digestivo o tracto gastrointestinal. Por ejemplo en pacientes con CU, SC y CCR  

el consumo elevado de alimentos que causen inflamación podría agravar dichos 

padecimientos. Sin embargo esto aún no está estudiado, pero existen modelos 

experimentales murinos que podrían contribuir al conocimiento de los efectos del 

consumo del aditivo E171 en enfermedades preexistentes o en desarrollo como el CCR 

que es de especial interés para esta tesis. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schins%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17886067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knaapen%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17886067
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1.8 Modelo murino de CCR con azoximetano y dextrán sulfato de sodio  

Un modelo murino de CCR ampliamente utilizado por su reproducibilidad, su fácil 

aplicación y que induce los tumores en la parte distal del colon, consistente en lo 

observado en humanos, es el modelo que utiliza azoximetano (AOM) y dextrán sulfato 

de sodio (DSS) (Neufert C. et al., 2007). 

 

La inducción de tumores colorrectales puede ser de forma directa o indirecta mediante 

agentes químicos. Los agentes directos no requieren de ninguna catálisis biológica 

mientras que los indirectos necesitan de enzimas para activarse (Tanaka T. et al., 

2003). Un potente carcinogénico  colorrectal indirecto que se ha usado en muchos 

estudios es el azoximetano que induce cáncer por alquilación de DNA (Soon O. et al., 

2001).  

 

El AOM necesita ser metabolizado en el hígado por la isoforma CYP2E1 del citocromo 

P-450, que mediante una hidroxilación lo transforma en metilazoximetanol (MAM). Este 

compuesto tiene una vida media de 12 h en condiciones fisiológicas y se conjuga con el 

ácido glucurónico. El resultado de esta conjugación es el metilazoximetanol-β-D-

glucopiranosidurónico (MAM-GIcUA) que es secretado al lumen del intestino  junto con 

las sales biliares (Soon O. et al., 2001; Neufert C. et al., 2007). Debido a varias 

enzimas de la micro flora como β-glucoronidasa, β-glucosidasa, azorreductasa y 

nitrorreductasa el MAM-GIcUA se convierte en metildiazonio que es la forma 

carcinogénica activa (Fig. 6) (Arthur J. y Jobin C., 2011; Matsumoto H. et al., 1979). El 

AOM en conjunto con dextrán sulfato de sodio (DSS) se utiliza para estudios enfocados 

al desarrollo de CCR derivado de una enfermedad inflamatoria intestinal (Fig. 7) 

(Neufert C. et al., 2007). 

 

El DSS es un éster del ácido clorosulfónico del dextrán, es un polímero complejo 

sintetizado a partir de la sacarosa por varias bacterias (Solomon L. et al., 2010). El  

DSS induce inflamación del colon por varios mecanismos. Uno es su citotoxicidad, que 

causa daños en las células epiteliales del colon, dañando la barrera epitelial, por lo 
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tanto aumentando la permeabilidad de la mucosa del colon (Perse M. y Cerar A. et al., 

2012). También mediante la activación de NF-κβ que induce la transcripción de 

citocinas proinflamatorias además es un activador de linfocitos T y B (Ni J. et al., 1996; 

Marrero J. et al., 2000). 

 

Figura 7. Ruta metabólica del azoximetano (AOM).  1) El AOM al ser inyectado intraperitonealmente llega al hígado vía torrente 

sanguíneo.  2) El AOM en el hígado es hidroxilado por CYP2E. 3) Posteriormente se conjuga con el ácido glucurónico. 4) En la 

vesícula biliar se almacena como metilazoximetanol-β-D-glucopiranosidurónico (MAM-GIcUA). 5) y 6)  El MAM-GIcUA  llega al 

lumen del intestino, donde las enzimas de la flora intestinal lo convierten  en metildiazonio que es la forma carcinogénica. 
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2. Justificación 

 

El TiO2 está clasificado en el grupo 2B por la IARC como posible carcinógeno para 

humanos cuando se está expuesto por vía inhalatoria, mientras que la NIOSH 

considera actualmente al TiO2 como cancerígeno potencial ocupacional. El TiO2 

compone al aditivo E171, el cual se emplea en productos alimentarios para el humano 

y para animales de faenado ya que su uso está permitido por la FDA, EFSA y las 

normas mexicanas.  

 

Se ha observado que la exposición gástrica a NPs de TiO2 genera un proceso 

inflamatorio en tubo digestivo y órganos relacionados al sistema digestivo, entre ellos 

hígado, riñón y colon pero se desconoce cuáles son los efectos que puede tener la 

exposición subcrónica o crónica a este aditivo. Tampoco se conoce si dicha exposición 

podría exacerbar enfermedades gastrointestinales pre-existentes como cáncer 

colorrectal.  

 

Por lo tanto es importante el estudio de los efectos de las partículas E171 empleando  

un modelo murino de cáncer colorrectal para conocer las consecuencias de la 

exposición subcrónica vía gástrica ya que estudios existentes muestran alteraciones en 

el organismo de los ratones expuestos a estas partículas.  
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3. Hipótesis 

 

La exposición subcrónica vía intragástrica de las partículas E171 en un modelo murino 

de cáncer colorrectal exacerbará la expresión de citocinas pro-inflamatorias y 

disminuirá las anti-inflamatorias, aumentará el número de tumores y provocará una 

disminución en el número de células caliciformes del colon. Además de que otros 

órganos como el hígado, riñón y bazo podrían presentar alteraciones morfológicas. 
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4. Objetivo General 

 

Evaluar el efecto de las partículas E171 en el desarrollo del cáncer colorrectal 

experimental. 

 

4.1 Objetivos Particulares 

 

Inducir cáncer colorrectal a ratones machos BALB/c. 

Cuantificación de consumo de alimento y agua de los ratones durante 42 y 72 días de 

exposición a partículas E171.  

Medir la concentración de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en suero y 

tejido colónico a los 72 días. 

Evaluar las alteraciones estructurales en el hígado y riñón por la exposición a partículas 

E171 durante 42 y 72 días.  

Comparar  el número de tumores entre los grupos CCR y CCR+E171 a 72 días.  

Comparar el número de células caliciformes a 42 y 72 días de exposición en los 

grupos: Control, CCR, E171 y CCR+E171.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Efecto de la exposición intragástrica de las partículas E171 en colon de un 
modelo murino de cáncer colorrectal 

Garduño-
Balderas L. 

 

18 
 

5. Material y Métodos 

 

5.1 Inducción de CCR 

 

Para este estudio se usaron 24 ratones machos de 4 a 5 semanas de edad BALB/c 

obtenidos de centro UNAM-Harlan. Los ratones fueron divididos aleatoriamente en 4 

grupos: control (Control) a 42 y 72 días, cáncer colorrectal (CCR) a 42 y 72 días, 

tratados con partículas E171 (E171) a 42 y 72 días y cáncer colorrectal tratados con 

partículas E171 (CCR+E171) a 42 y 72 días. Los ratones fueron aclimatados por 1 

semana previa al tratamiento. El grupo control recibió una inyección intraperitoneal de 

solución salina el día de inicio del estudio. El grupo E171 fue administrado 

intragastricamente con una dosis de 5 mg/kg (Wang J. et al., 2007) durante 10 

semanas, de lunes a viernes. Los ratones del grupo CCR recibieron una única 

inyección de 12.5 mg/kg intraperitoneal de AOM (Sigma-Aldrich Cat. A5486) en un 

volumen de 0.5 ml (Chen J. et al., 2009). Una semana después los animales recibieron 

agua para beber con DSS (MP Biomedicals® Cat.160110) al 2% durante 7 días ad 

líbitum y posteriormente solamente agua durante las próximas dos semanas siguientes, 

esto para repetir dos veces el procedimiento con el DSS (Tanaka T., 2009). El grupo 

CCR+E171 recibió la misma inyección que el grupo CCR y la misma dosis de 

partículas durante el mismo tiempo. Todo esto se llevó a cabo en 8 y 11, semanas 

donde al finalizar los animales fueron sacrificados (Fig. 8). 

 

Figura 8. Modelo de AOM/DSS. Aquí se muestran las once semanas y como se administran los ciclos de DSS y la 

administración intragástrica de E171 durante diez semanas. Cuadros negros indican semanas sin DSS en el agua y 

cuadros blancos indican semana con DSS en el agua. Línea azul indica las semanas en que  las partículas E171 

fueron administradas. 
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5.2 Tinción de hematoxilina y eosina 

 

Los órganos y el colon se fijaron en paraformaldehído al 4% con PBS 1x durante 48 

horas. Posteriormente se procesaron para su tinción. 

 

5.2.1 Deshidratación  

 

Se enjuagaron lo órganos y el colon con agua corriente durante 30 minutos para retirar 

el paraformaldehído. Se pasaron por un tren de deshidratación con alcohol etílico que 

va del 40% al 100% aumentando de 10 en 10 el porcentaje y pasando por alcohol del 

96 antes del alcohol absoluto. En los alcoholes del 40% al 60% se dejaron los tejidos 

30 minutos en cada disolución de alcohol, en los restantes se dejaron 60 minutos. 

 

Una vez terminado el tiempo en alcohol al 100% se dejaron otros 60 minutos en una 

mezcla de alcohol con butanol. Terminados estos 60 minutos se dejaron durante 24 

horas en butanol al 100%. 

 

5.2.2 Infiltración de parafina  

 

Una vez terminadas las 24 h en butanol, los órganos se colocaron en  parafina I 

durante 24 h a 58°-60° C para quitar los restos del aclarante. Después de esto se 

colocaron en parafina II a temperatura de 58°-60° durante toda la noche. 

 

5.2.3 Bloques de órganos 

 

En recipientes se vació una delgada capa de parafina, se esperó a que solidifique, se 

puso el órgano y se  lleno el resto con parafina. Los cubos se incubaron a 4° C durante 

toda la noche. Al siguiente día se desmoldaron. 

 

Antes de realizar lo cortes en el micrótomo, los bloques se colocaron en agua con 

detergente durante 10 minutos a 4° C. 
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Se hicieron cortes histológicos de 3 μm de espesor de los tejidos embebidos en 

parafina con la ayuda de navajas de alto perfil (Leica® High-profile disposable blades 

818) en un micrótomo (Leica® Mod.RM2125RTS).  

 

5.2.4 Tinción de hematoxilina y eosina 

 

Los portaobjetos donde se colocaron los cortes se pusieron toda la noche a 60° C para 

quitar los restos de parafina. 

 

Posteriormente se pasaron por un tren de hidratación que consiste en 5 minutos en xilol 

I más 5 minutos en xilol II. Después durante 3 minutos por una mezcla  1:1 de alcohol 

absoluto y xilol. Se colocaron durante  3 minutos en alcohol absoluto y dos minutos en 

alcohol al 90% y 80%. Se dejó 1 minuto en el último alcohol al 70% y se enjuagaron 

durante 3 minutos en agua de grifo. 

 

Para la tinción de los cortes se tiñeron durante 5 minutos en hematoxilina de Harris 

(Sigama-Aldrich®, Cat.HHS16), se enjuagaron en agua de grifo y se dejaron 60 

segundos en agua amoniacal al 1% y se volvieron a enjuagar con agua de grifo. 

 

Acabado de enjuagar se pusieron en eosina (Sigama-Aldrich®, Cat.E4009)  durante 4 

minutos y se enjuagaron con agua de grifo. 

 

El tejido fue nuevamente deshidratado. Fueron pasados por alcohol al 70% y 90% por 1 

minuto, alcohol al 100% por cuatro minutos y por xilol I y xilol II durante 5 minutos en 

cada uno. Al finalizar la tinción a las laminillas se les colocó un cubreobjetos con medio 

de inclusión rápida (Entellan® Cat.1079610500) para su posterior observación al 

microscopio. 
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5.3 Cuantificación histológica de células caliciformes 

 

Se hicieron cortes histológicos de 3 μm de espesor de la parte distal del colon 

embebido en parafina con la ayuda de navajas de alto perfil (Leica® High-profile 

disposable blades 818) y micrótomo (Leica® Mod.RM2125RTS). Los cortes se tiñeron 

con Alcian Blue (Sigma-Aldrich®, Cat.05500) y Nuclear Red Fast. 

 

El colorante Alcian Blue (Sigma-Aldrich®, Cat.05500)  se preparó poniendo 1 g en una 

solución de acido acético al 3%. Posteriormente se mezcló y se ajustó el pH a 2.5 

usando el ácido acético. Para preparar el Nuclear Red Fast se disolvieron 0.2 g  en 200 

mL de solución acuosa de sulfato de aluminio (Al2(SO4)3 x 18 H2O) al 5% hirviendo. Se 

dejó hervir durante 5-10 minutos y se filtró después de enfriar. 

 

El colon se procesó de forma similar a como se procesaron para la tinción de 

hematoxilina y eosina. Una vez obtenidos los cortes y que las laminillas se dejaron a 

60° C toda la noche se tiñeron con Alcian Blue (Sigma-Aldrich®, Cat.05500)  y Nuclear 

Red Fast de la siguiente manera: 

 

Los cortes se dejaron en la solución de Alcian Blue durante 10 minutos, posteriormente 

se enjuagaron en agua de grifo por dos minutos y por segundos en agua destilada. 

Después se pusieron los cortes en la solución de Nuclear Red Fast durante 10 minutos. 

Posteriormente se enjuagaron de la misma manera, dos minutos en agua de grifo y 

algunos segundos en agua destilada.  

 

Al finalizar la tinción las laminillas se les colocó un cubre objetos con medio de inclusión 

rápida (Entellan® Cat.1079610500) para su posterior observación al microscopio y 

conteo de las células caliciformes por seis personas las cuales no sabían de qué grupo 

era cada muestra. 

 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/05500?lang=es&region=MX
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/05500?lang=es&region=MX
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/05500?lang=es&region=MX
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5.4 Medición de citocinas en suero 

 

El sacrificio de los animales se hizo mediante decapitación. Se colectó la sangre en 

tubos de micro-centrífuga de 1.5 mL. Se dejó coagular durante 15 minutos y el suero se 

colectó centrifugando a 2500 rpm durante 10 minutos. Mediante el ensayo de ELISA 

(Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas por sus siglas en inglés) se determinó 

los niveles de TNF-α, IL-6 e IL-10 en el suero. 

 

Procedimiento  del ensayo de ELISA: 

 

5.4.1 Sensibilización de la placa 

 

Se diluyó el anticuerpo de captura a una concentración de 2 μg/mL en 10 ml de PBS 

1x. De esta disolución se agregó 100 μL a cada pozo de la placa para ensayo de 

ELISA (Nunc MaxiSorp® flat-bottom 96 well plate). La placa se cubrió para evitar la 

evaporación y se dejó en incubación toda la noche a 4° C. 

 

5.4.2 Bloqueo 

 

Se llevó a temperatura ambiente la placa y se removió el anticuerpo de captura lavando 

4 veces con PBS 1x/Tween (Química Meyer Cat.TW0250). La placa se secó en un 

papel absorbente y se agregaron 200 μL de buffer bloqueador (PBS 1x/BSA 1%) por 

pozo, para bloquear las uniones no específicas. La placa se cubrió e incubó 2 horas a 

temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo la placa se lavó PBS 1x/Tween. 

 

5.4.3 Curva y muestra 

 

Se agregaron 100 μL de los estándares de la curva y de las muestras de suero. Se 

cubrió la placa y se incubó toda la noche a 4° C. Posteriormente se lavó 4 veces con 

PBS 1x/Tween. 
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5.4.4 Detección 

 

Se diluyó el anticuerpo biotilinado (α-citocina) a 1 μg/mL en PBS 1x y se agregaron 100 

μL de la disolución a cada pozo, se cubrió la placa y se dejó en incubación una hora a 

temperatura ambiente. Al finalizar la hora se lavó tres veces con PBS 1x/Tween. Se 

diluyó la estreptavidina a 1:4000 en buffer de bloqueo (PBS 1x con BSA 1%) y se 

colocó 100 μL por pozo. Se cubrió la placa y se incubó a temperatura ambiente 

durante 30 minutos. Al finalizar el tiempo se lavó 5 veces con PBS 1x/Tween. El 

sustrato ABTS se preparó con 20 minutos de anticipación antes de su uso. Al finalizar 

los 5 lavados se agregó 100 μL de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 3% a 11 mL de 

ABTS y se mezcló. Inmediatamente se agregó 100 μL en cada pozo y se incubó a 

temperatura ambiente 15 minutos. La placa se leyó a 405 nm en el espectrofotómetro 

de microplacas (Biotek, Mod. Epoch. N° Serie 1209165) 

 

5.5 Medición de citocinas en colon mediante lector Bio-Plex multiplex MAGPIX 

 

Se maceró 0.15 g de tejido de colon  para la detección de citocinas  en los 4 grupos. La 

cuantificación de IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-γ y TNF-α  se realizó 

utilizando un lector de multiplex (Lector Bio-Plex multiplex MAGPIX, Texas, EE.UU.) 

con un kit de Bio-Plex Pro citocinas para ratón 8-plex según las instrucciones del 

fabricante. Se agregaron 50 μL de microesferas por pozo en una placa de 96 pozos, y 

se lavó dos veces con 100 μL de buffer de lavado. La muestra se diluyó 1:4 y 50 μL se 

añadieron a una microplaca, que se incubó con agitación (850±50 rpm) a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. Posteriormente la microplaca se lavó tres veces con 100 

μL de buffer de lavado y se incubaron con 25 μL de anticuerpos del kit en las mismas 

condiciones y se lavó tres veces. Posteriormente  50 μL de estreptavidina se añadieron 

por pozo, se incubó y se lavó en las mismas condiciones.  Finalmente se añadieron 125 

μL por pozo de buffer de ensayo y la microplaca se leyó. 
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5.6 Análisis estadístico 

 

Para evaluar  las diferencias significativas, los resultados se analizaron por medio de 

una prueba no paramétrica de Mann-Whitney de dos colas, utilizando el programa 

GraphPad Prism® 5 (Graph Pad Software).  

 

6. Resultados 

 

6.1 Consumo de agua y alimento 

 

Se monitoreó el consumo de alimento y agua en los ratones durante los 3 ciclos de 

DSS. No hubo diferencias en la ingesta de comida ni en el consumo de agua. Se 

observa una inclinación de menor consumo de alimento en el grupo de CCR+E171 a 

los 72 días (Fig. 9). En el consumo de agua se obtuvo el mismo patrón de consumo en 

todos los grupos (Fig. 10). 
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Figura 9. Gráfica de consumo de comida. No hay diferencias significativas entre los grupos en su consumo de alimento, solo se ve 

una tendencia de bajo consumo en el grupo CCR+E171 a los 72 días. 
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Figura 10. Gráfica de consumo de agua. No hay diferencias significativas en ningún grupo. 

 

6.2 Peso de ratones 

 

Con respecto al peso de los ratones hubo menos ganancia de peso en los grupos de 

CCR y CCR+E171 aunque sin valores significativos, solo se observó una inclinación de 

cómo los ratones pertenecientes a esos dos grupos tuvieron una ganancia de peso 

menor (Fig. 11). 
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Figura 11. A) Gráfica del peso de los 4 grupos de ratones a 8 semanas. B) Gráfica del peso de los 4 grupos de ratones a 11 

semanas. 
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6.3 Daños estructurales en órganos a 42 y 72 días 

 

El peso del hígado del grupo E171 a los 42 días tuvo diferencias con respecto al control 

a los 42 días, los demás no tuvieron diferencias significativas en el peso, siendo este 

de 1 a 1.5 g en todos los grupos (Fig. 12). En los grupos que fueron expuestos a las 

partículas E171 se observan células de Kupffer hiperplásicas en los cortes histológicos 

(Fig. 13). 

 

En los cortes histológicos realizados a riñón a 72 días, se observan depósitos de 

proteínas en el grupo CCR+E171 (Fig. 14). El riñón de los ratones a los 42 días no 

presentó cambios en el peso, entre los grupos. Pero a los 72 días en los riñones del 

grupo CCR+E171 tuvieron una importante pérdida de peso, perdiendo 73% de la masa 

renal comparada con el control (Fig. 15). Se midió creatinina y urea en suero para 

evaluar un daño fisiológico al riñón, ya que estos dos son marcadores de función renal, 

pero no hubo diferencias significativas con los tratamientos. Por lo tanto según estos 

marcadores no hubo daño renal fisiológico, solo hubo una pérdida de masa del órgano 

(Fig. 16). 
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Figura 12. Peso de hígado de los 4 grupos de ratones evaluados a 42 y 72 días. Se observa una diferencia de 

peso entre el control y el grupo CCR a las 42 días. No se observa diferencias significativas  a los 72 días en el 

hígado en los 4 grupos.  P<0.05% Mann-Whitney. 
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Figura 13. Tinción H&E de hígado. Con flechas se indican las células de Kupffer. 

 

Figura 14. Tinción H&E de riñón. Círculos  marcan los glomérulos. 
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Figura 15.  Peso de riñones de los 4 grupos de ratones evaluados a 42 y 72 días. En (a) se observa el peso del riñon a los 42 

días y no hay diferencias significativas entre los grupos. En (b) se ve el peso de los riñones a los 72 días donde se observa la 

significativa perdida de peso en el grupo CCR+E171. P<0.05% Mann-Whitney. 
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Figura 16. Niveles de (a) creatinina y  (b)  urea. No hay diferencias significativas en ningun tratamiento. P<0.05% Mann-Whitney. 

 

El bazo fe pesado ya que es un órgano que se ve dañado cuando se administran NPs 

de TiO2 intragástricamente. No se encontraron diferencias significativas en el peso de 

este órgano comparándolos con el control a los 42 días ni a los 72 días (Fig.17). 
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Figura 17. Peso del bazo. Se observa el peso de los bazos a los 42  y 72 días y no hay diferencias significativas entre los grupos. 

P<0.05% Mann-Whitney. 

 

6.4 Peso y longitud del colon 

 

Los grupos a los cuales se les indujo cáncer, el colon tiene mayor peso, que va de 0.5 

a 0.6 g que los grupos a los cuales no se les indujo el cáncer, los cuales tienen un peso 

de 0.4±0.1 (Fig. 18). En los grupos CCR y E171 a los 42 días hubo una disminución 

significativa en el peso con respecto al control. La longitud del colon no fue afectada; 

tienen la misma los cuatro grupos en los diferentes tiempos, no hubo diferencias 

significativas. A los 72 días el grupo CCR peso significativamente más que el control, 

en los demás grupos no hubo cambios. Su longitud fue de 10±1 cm a los 72 días y 8±1 

a los 42 días. 
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Figura 18. Peso de colon. Diferencias de peso entre los grupos., a) en   42 días e observaron diferencias significativas entre el 

peso del grupo CCR y E171 con respecto al control, b) a los 72 solo un aumento de peso sginificativo en el grupo CCR 

respecto al control P<0.05% Mann-Whitney. 

 

6.5 Citocinas en suero y colon 

 

Se midió los niveles séricos de la citocina anti-inflamatoria IL-10, se observo una 

disminución en los grupos CCR y CCR+E171 comparados con el grupo E171 (Fig. 19).   

IL-10

C
ontr

ol

C
C
R

E
17

1

C
C
R
+E

17
1

0

1000

2000

3000

4000

* *

C
o

n
c
e
n

tr
a
c
ió

n
 (

p
g

/m
L

)

 

Figura 19. Niveles de IL-10 en suero a 72 días. Los grupos CCR y CCR+ E171 son significativamente más bajos comparados 

al grupo E171 pero no al control. Aunque no hay diferencia entre el grupo CCR y CCR+E171. P<0.05% Mann-Whitney. 

 

La citocina IL-6 tiene una disminución significativa en su concentración en niveles 

séricos en el grupo CCR+E171 comparándose al grupo control y CCR. TNF-α, citocina 

pro-inflamatorias relacionadas entre si, no mostraron diferencias en sus niveles séricos 

en ningún grupo (Fig. 20).  
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Figura 20. Concentración de citocinas en suero de grupos a 72 días. a) el grupo CCR+E171 tienen un disminución en IL-6. No 

hay cambios significativos en la concentración  de TNF-α. P<0.05% Mann-Whitney. 

La citocinas pro-inflamatorias IL-1b, INF-γ y TNF-α no tuvieron cambios significativos, 

solo el grupo CCR-E171 tuvo una disminución a comparación del control, por lo cual no 

hay perfil de inflamación.                         
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Figura 21. Concentración de citocinas en colon de los cuatro grupos a los 72 días. Solo encontramos diferencias significativas en 

la figuras a,b y d, donde la expresión es menor significativamente en el grupo CCR+E171 respecto al grupo E171. P<0.05% 

Mann-Whitney. 

 

6.6 Número de tumores en colon 

 

El colon de los ratones del grupo CCR tuvo un promedio de 5±1.2 de tumores, que sólo 

se presentaron en la parte distal del colon. El grupo CCR+E171 tuvo un mayor número 

de tumores, un promedio de 20.2±3.9, siendo 4 veces más. En este último grupo los 

tumores se encontraban de la parte distal hasta la parte media, eran más pequeños 

que en el grupo de CCR pero más abundantes (Figs. 22, 23,  24 y 25). 
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Figura 22. Parte media del colon. Los asteriscos indican los tumores. Los grupos control y E171 no presentan ningún 

tumor. Los grupos CCR y CCR+E171  son los únicos con tumores. 



Efecto de la exposición intragástrica de las partículas E171 en colon de un 
modelo murino de cáncer colorrectal 

Garduño-
Balderas L. 

 

35 
 

 

Figura 23.  Parte distal del colon. Los grupos control y E171 no presentan ningún tumor. Los grupos CCR y 

CCR+E171 tiene tumores y como se alcanza a ver en el grupo CCR son mas grandes pero menos numerosos pero 

en el grupo CCR+E171 hay más tumores, aunque más pequeños. 
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Figura 24. Representación de colon completo diseccionado. El grupo CCR presenta tumores solo en la parte distal del 

colon mientras que el grupo CCR+E171 tiene tumores desde la parte distal hasta la parte media del colon. 
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Figura 25. Número de tumores en la parte distal del colon de ratones. El grupo control y E171 no tuvieron 

ningún tumor. En los grupos CCR y CCR+E171 si hubo tumores y fueron más abundantes en el grupo 

CCR+E171. P<0.05% Mann-Whitney. 

 

6.7 Daños histológicos en el epitelio del colon 

 

En el grupo E171 la estructura de las criptas se perdió, además de que hubo un 

engrosamiento de la capa mucosa. Hubo infiltración de líquido en el tejido provocando 

un edema entre la submucosa y la capa muscular. A las once semanas los 

adenocarcinomas polipoides se desarrollaron en el grupo CCR. La capa mucosa se 

observo muy crecida en comparación al control, la estructura de las criptas se perdió. 

En el grupo CCR+E171 no tuvo ningún engrosamiento de la mucosa ni se presentó 

edema pero hay formación de adenocarcinomas polipoides (Fig. 26 y 27). 
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Figura 26. Cortes histológicos de colon con tinción H&E a 10x. Se puede ver la estructura de un colon sano en el control, que se 

compone de la mucosa (M) y en ella las criptas de Lieberkühn (C), de la submucosa (SM) y de la capa muscular. En el grupo CCR 

solo se observa la mucosa ya que el engrosamiento de esta capa se dio por la formación de un adenocarcinoma polipoide (ACP). En 

el grupo E171 se observa un leve engrosamiento de la capa mucosa y la pérdida de la estructura de las criptas, pero se presenta un 

gran edema ente la submucosa y la muscular. El grupo CCR+E171 no tiene edema pero presenta varios  ACP. (M) mucosa, (Mu) 

muscular, (SM) submucosa, (C) cripta, (L) lumen y (ACP) adenocarcinoma polipoide.  
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Figura 27. Cortes histológicos de colon con tinción H&E a 20x. Aquí se pueden observar a un mayor aumento las estructuras ya antes 

mencionadas. Se puede observa con más detalle la perdida de la estructura de las criptas y la deformación de la capa mucosa. (M) 

mucosa, (Mu) muscular, (SM) submucosa, (C) cripta, (L) lumen y (ACP) adenocarcinoma polipoide.  
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6.8 Disminución del número de células caliciformes en el colon 

 

El número de células caliciformes tuvieron una disminución. El grupo control conserva 

la arquitectura sana del colon y un gran número de estas. El grupo CCR, E171 y 

CCR+E171 a 42 días tuvieron una notable pérdida de células caliciformes, 95.5%, 

65.5% y 86.8% respectivamente con respecto al control. El grupo E171 y CCR tuvieron 

una significativa disminución de células caliciformes respecto al control a los 72 días, 

ya que, tuvieron una pérdida del 67.8%  y 41.8% respectivamente (Fig. 28 y 29). 
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Figura 28. Número de células caliciformes en cortes histológicos de colon. En a) se puede observar que el número de células 

caliciformes en los grupos CCR, E171 Y CCR+E171 es significativamente más bajo que el control a los 42 días. En b) vemos como 

a los 72 días el número de células caliciformes desciende en el grupo  CCR y E171 significativamente respecto al control. P<0.05% 

Mann-Whitney. 

 

  

a 
b 
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Figura 29. Tincion de Alcian Blue y Nuclear Red Fast donde las células caliciformes se tiñen de color azul. Se puede observar que 

en grupo E171 y CCR+E171 no hay tinción azul indicando la ausencia de células calicformes. (M) mucosa, (Mu) muscular, (SM) 

submucosa, (C) cripta y (L) lumen. 

 

 

 

 



Efecto de la exposición intragástrica de las partículas E171 en colon de un 
modelo murino de cáncer colorrectal 

Garduño-
Balderas L. 

 

42 
 

7. Discusión 

 

El estudio del efecto de la administración subcrónica intragástrica de las partículas 

E171 en la exacerbación de padecimientos previos en el tubo digestivo, tales como CU, 

SC o CCR es de gran importancia, ya que es un aditivo altamente usado en la industria 

de alimentos y las concentraciones con las que las normas permiten su uso no están 

delimitados en México. Además es importante la evaluación de alteraciones en otros 

órganos relacionados al sistema digestivo para analizar sus posibles consecuencias en 

ellos, ya que estos efectos no se conocen bien.  

 

Para evaluar el daño hepático se miden los marcadores de daño en suero como los 

niveles totales de bilirrubina, la alanina aminotrasferasa y la asparto aminotrasferasa. 

Estudios previos han demostrado que hay daño hepático a dosis de 50 y 120 mg/kg de 

NPs de TiO2 tras una exposición oral, debido a las mecanismos asociados a las 

especies reactivas de oxigeno (Zhang R. et al., 2010;  Ma L. et al., 2009). Por lo 

anterior, se recomienda medir estos marcadores, ya que en las histologías solo se 

observa hiperplasia en las células de Kupffer en los grupos expuestos a las partículas 

E171. La hiperplasia se debe a la alta actividad de estos macrófagos que podrían estar 

fagocitando las partículas translocadas a este órgano (Abdelhalim M y Jarrar B., 2012). 

 

Los cortes histológicos del riñón de los grupos no mostraron alteraciones estructurales. 

La exposición a nanopartículas causa congestión en los vasos sanguíneos como se ha 

visto en ratas expuestas a nanopartículas de oro (Abdelhalim M., 2012), esto puede 

causar atrofia renal que conlleva a la disfunción del órgano (Schrier R., 1999; Guzman 

P. et al., 1994). La disfunción renal rutinariamente se evalúa mediante la medición de 

urea y creatinina plasmática. Desafortunadamente la creatinina es un indicador de 

función renal  subóptimo, porque la creatinina plasmática está influenciada por eventos 

no renales que regulan la generación de creatinina, volumen de distribución y excreción 

de creatinina (Star R., 1998). La nefrotoxicidad es un efecto secundario de la 

exposición ambiental a las sustancias tóxicas y el epitelio del túbulo renal proximal es 

particularmente sensible a los efectos tóxicos de isquemia, de químicos y 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abdelhalim%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22276919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jarrar%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22276919
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medicamentos (Hewitt W. et al., 1990; Muramatsu Y. et al., 2002). Por lo tanto es 

importante medir marcadores adicionales de daño como la molécula de lesión renal-1 

(KIM-1 por sus siglas en inglés), ya que es un biomarcador inducido por nefrotoxicidad. 

KIM-1 es una proteína transmembranal tubular, y su concentración en la orina 

proporciona una mejor predicción de lesiones histopatológicas que creatinina sérica o 

urinaria y es más sensible a grados bajos de toxicidad renal y muestra altos niveles de 

correlación entre los niveles de KIM-1 y los diferentes grados de histopatología renal 

(Waring W. y  Moonie A., 2011; Vaidya V. et al., 2010). 

Una probable causa de la pérdida de la masa renal observada en este estudio es la 

estenosis renal. La estenosis de la arteria renal consiste en un estrechamiento de la 

arteria que lleva la sangre al riñón. Por lo tanto, esto afecta la llegada de oxigeno y de 

sangre que debe filtrarse en los glomérulos (Schreibe M. et al., 1989). Por lo que la 

pérdida de masa de riñón en el grupo CCR+E171 pudría deberse a estenosis que pudo 

darse por la congestión de los vasos renales debido a las partículas E171 que se 

componen en un 36% de NPs de TiO2 y como se mencionó las nanopartícula pueden 

causar congestión de vasos sanguíneos (Abdelhalim M., 2012). 

El peso que fue mayor en colon a los 72 días en el grupo CCR en comparación al 

control podría deberse a que hay más masa en el colon del grupo CCR debido a los 

tumores y procesos de proliferación celular que se da por la carcinogénesis (Tanaka T., 

2009). 

En algunos estudios se han visto altos niveles de IL-6 en el modelo murino de CCR con 

AOM/DSS además que si se bloquea su expresión se previene la inducción de tumores 

(Onizawa M. et al., 2009; Kraus S. y Arber N., 2009). Por otra parte a lo descrito en otro 

estudio (Lee y Kim., 2011) IL-10  se reporta en altos niveles en CCR aquí la 

encontramos disminuida en los grupos CCR y CCR+E171. En ambos casos esto puede 

deberse al tiempo en que se midió su expresión, ya que los altos niveles se encuentran 

en etapas tempranas de desarrollo de CCR (Hara R. et al., 1998). En contraste con 

TNF-α que no tuvo cambios, esto corresponde a lo hallado por Arianova y 

colaboradores que al administrar intragastricamente NPs de TiO2, encuentran que  no 
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hay cambios en los niveles de producción de las citocinas IL-6, IL-10 y TNF-α (Arianova 

E. et al., 2012). 

La medición de la concentración de las citocinas en el tejido colónico no indica un perfil 

inflamatorio ya que las citocinas pro-inflamatorias INF-γ, TNF-α e IL-1b tienen una baja 

concentración comparado al control, al igual que la citocina anti-inflamatoria IL-10. 

 

Las alteraciones en las células de Kupffer en el hígado y las alteraciones en  riñón se 

puede deber a  la translocación de las partículas administradas oralmente (Jani P. et al., 

1994). Muchas partículas quedan retenidas en la mucosa y tejido colónico y muy pocas 

pasan a torrente sanguíneo y así a otros órganos posteriormente. Esto corresponde a 

lo reportado por Wang y colaboradores donde al medir el contenido de titanio  en 

hígado, bazo y riñón de rata no encontraron diferencias significativas en estos órganos, 

solo al aumentar la dosis a 200 mg/kg observaron diferencias significativas (Wang Y. et 

al., 2012). 

Los procesos inflamatorios crónicos y su severidad están relacionados al desarrollo de 

CCR (Grivennikov S., 2013), por lo tanto el grupo CCR+E171 tuvo más tumores 

probablemente a que el proceso inflamatorio al que estuvo sometido fue mayor por la 

exposición a las partículas E171 ya que las NPs de TiO2  inducen la formación de 

especies reactivas de oxigeno y con ello un proceso inflamatorio (Allouni Z. et al., 

2012).  El proceso inflamatorio, combinado con la genotoxicidad y mediadores 

proinflamatorios de las NPs de TiO2, promueve una mayor proliferación celular la cual 

es la base de la carcinogénesis (Trouiller B. et al., 2009). Esto concuerda con los 

resultados de Sycheva  y colaboradores que al exponer ratones a partículas de 33 y 

160 nm de TiO2 incrementa la taza de proliferación del epitelio del colon (Sycheva L. et 

al., 2011).  

 

En los cortes de colon teñidos con H&E en los grupos CCR y CCR+E171 se ven 

células hipercromaticas que han incrementado su radio citoplasmático con una 

distorsión clara en su arquitectura ya que están formando un adenocarcinoma polipoide  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arianova%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23530436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arianova%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23530436
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parecidos a los descritos por Alrawi y colaboradores (Alrawi S. et al., 2006). Además de 

que hay una pérdida de células caliciformes que es similar a lo reportado por Ochai y 

colaboradores (Ochai M. et al., 2005). Por lo tanto en los grupos CCR y CCR+E171 

encontramos microadenomas como los reportados por Jen  y colaboradores  que dan 

lugar al desarrollo de CCR (Jen J. et al., 1994) 

 

Con la tinción Alcian Blue se observa la perdida de células caliciformes en los grupos 

E171 y CCR+E171 y esto es característico de una cripta fósica displásica, ya que se ve 

disminuida la producción de mucina por la pérdida de estas células como reporta 

Fenoglio y colaboradores en 1981 (Fenoglio C.  et al., 1981). Las criptas empobrecidas 

de mucina son también considerados microadenomas y son lesiones que en pacientes 

presentan grandes riesgos de desarrollar CCR como reporta Femia y colaboradores 

(Femia A. et al., 2008 y Ochai M. et al., 2005). Estas lesiones generalmente se 

producen en la parte distal del colon y con el tiempo van creciendo y promueven la 

formación de tumores (Femia A. et al 2004). Por lo tanto son importantes estas lesiones 

ya que realmente se pueden considerar como lesiones pre malignas para desarrollar 

CCR (Femia A. y Caderni G., 2008). 

 

Son importantes los estudios de la exposición crónica o subcrónica a las partículas 

E171 debido a que por las diferentes alteraciones que causan representan un problema 

a la salud pública. Las normas mexicanas que controlan el uso de este aditivo no 

establecen un rango límite de uso. Por esto es de gran importancia seguir con estos 

estudios para establecer límites en el uso de este aditivo que actualmente se agrega el 

mínimo necesario para obtener las características deseadas en el producto  

 

8. Conclusiones 

 

El número de tumores fue mayor en el grupo CCR+E171 en comparación con el grupo 

CCR, ya que hubo 4 veces más este grupo. El grupo E171 no presentó tumores. Por 

ende, la exposición intragástrica a E171 durante 72 días exacerba el número de 

tumores en el modelo murino de CCR, mientras que el número de células caliciformes 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fenoglio%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7329731
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del colon disminuyó en el grupo E171 a los 42 días y 72 días respecto al control. Por lo 

tanto la exposición intragástrica a E171 durante 42 y 72 días produce criptas 

empobrecidas en mucina ya que pierde células caliciformes. Este tipo de criptas se 

consideran lesiones pre carcinogénicas. 

 

El riñón a los 72 días tuvo disminución en el peso, pero al ser medidas las 

concentraciones de urea y creatinina no mostraron alteraciones, por lo tanto se sugiere 

medir los niveles de KIM-1 como marcador de daño renal por ser un más sensible y se 

puede detectar a etapas muy tempranas de daño renal.  

 

Se encontraron alteraciones histológicas en el hígado de los grupos tratados con E171. 

En estos grupos se observa hiperplasia de las células Kupffer, esto puede deberse a la 

translocación de las partículas que componen al E171. 

 

Por lo tanto la exposición subcrónica a E171 vía intragástrica exacerba el número de 

tumores un modelo murino de cáncer colorrectal. 
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