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Resumen

El cancer colorectal (CCR) es el cuarto tipo de cancer mas diagnosticado en el mundo.
Los principales factores de riesgo para desarrollar esta enfermedad es baja actividad
fisica, tabaquismo, alcoholismo y la dieta que incluye el consumo de carne roja y el bajo
consumo de fibra. Otros compuestos encontrados en la dieta han sido poco estudiados,
como es el caso de los nanomateriales que se utilizan como aditivos en los alimentos;
ejemplo de esto el didéxido de titanio (TiO2) grado alimenticio (E171), mismo que se ha
clasificado como posible carcinégeno para el humano segun la agencia internacional
para la investigacion en cancer (siglas en inglés IARC). El presente trabajo tiene como
hipotesis que la ingesta oral de TiO2 en su forma utilizada como aditivo, podria
desencadenar o potenciar la formacion de tumores en el colon. En el presente trabajo
utilizamos un modelo in vivo de ratones BALB/c a los que se les indujo mediante la
exposicion a azoximetano/dextran de sulfato de sodio (AOM/DSS) la formacion de CCR.
Los ratones fueron expuestos de la siguiente manera: a) control (Ct), b) E171, ¢c) CCR
d) CCR+E171. Nuestros resultados muestran que las particulas de E171 contienen una
fraccién de nanoparticulas dispersas en agua que alcanzan un tamano de 100 nm. La
administracion intragastrica de E171 (5mg/kg/5 dias/10 semanas) no indujo la aparicion
de tumores por si solo pero indujo alteraciones displasicas e incremento en la expresion
de marcadores tumorales Ki-67, COX2 y B-catenina en el colon. Algunas particulas se
internalizaron en células colénicas de los grupos E171 y CCR+E171, mismos grupos
que presentaron disminucion en el numero de células caliciformes. En el modelo In vitro:
Expusimos células HCT116 a 0, 5, 10 y 50 uyg/cm? de E171 durante 24 h. Las células
expuestas a E171 internalizaron las particulas, presentaron incremento de dafio
genotoxico por el incremento de micronucleos (MNs) y se unieron al uso mitético de
células en mitosis. En conclusién: Las particulas de E171 potenciaron la aparicién de
tumores en el colon y generaron dafos genotdxicos asociados a alteraciones en los

microtubulos.



1. Antecedentes

1.1 El cancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades con caracteristicas
comunes. La caracteristicas que comparten estas enfermedades son 1) la
proliferacion celular descontrolada en los tejidos, 2) la evasion de muerte celular por
apoptosis, 3) presentan metastasis e invasion a otros tejidos, 4) también muestran
angiogénesis, 5) asi como la activacion sostenida de vias de sefalizacion de
factores de crecimiento, 6) son insensibles a las sefales de inhibicion del
crecimiento que son reguladas por el sistema inmune (Hanahan D y Weinberg RA.
2011).

Cuando el cancer se desarrolla, las células, alteran su ciclo de vida y se dividen en
lugar de morir, de esta manera surgen células que no son necesarias para los
tejidos, lo que da lugar a la formacion de tumores. Las células cancerosas pueden
formar tumores soélidos o bien no hacerlo como los que se originan en la sangre..
Hay dos tipos de tumores, los que se consideran malignos y los que no o son. Los
tumores no malignos (adenomas) generalmente no son invasivos por lo que no se
expanden en tejidos cercanos, usualmente cuando son extirpados de la zona de
crecimiento, no vuelven a crecer por lo que la enfermedad se detiene, aunque se
debe considerar que si estos no se remueven a tiempo pueden dar lugar a un tumor
maligno (Fig. 1). Por su parte los tumores malignos (carcinomas) generalmente ya
han invadido de la zona epitelial a la zona endotelial del tejido y tienen la capacidad

para invadir otros tejidos (Cancer Institute. 2015, http://www.cancer.gov/).



http://www.cancer.gov/

La carcinogénesis

Normal === Hiperplasia =——=» Displasia === Cancer

Fig. 1. Carcinogénesis de un epitelio normal. Un epitelio normal sufre diferentes
cambios morfolégicos cuando sufre carcinogénesis, en primer lugar sufre hiperplasia
que es un aumento anormal de tamarfo que sufre un érgano o un tejido organico debido
al incremento del niumero de células normales que lo forman. Posteriormente una
displasia que es una anomalia en el desarrollo de un tejido, de un érgano o de una parte
anatomica del organismo. Por ultimo se forma un tumor maligno.
http://www.cancer.gov/espanol/cancer/que-es

El cancer es una enfermedad genética en la cual el material genético de las células
sufre alteraciones lo que les confiere nuevas capacidades principalmente en la
proliferacion y crecimiento. Estas alteraciones son inducidas por agentes externos
que generalmente son sustancias provenientes del ambiente, por lo que cada
persona estara sujeta a cambios genéticos especificos. Algunos ejemplos de
agentes externos que generan mutaciones en el DNA son los quimicos provenientes
del tabacoy la luz ultravioleta derivada de los rayos solares. Los genes que sufren
dafo son aquellos que regulan la division y crecimiento celular, a estos se les ha
denominado proto-oncogenes y genes supresores de tumor. Los proto-oncogenes
regulan el crecimiento y division celular mientras que los genes supresores de tumor

estan encargados de regular el ciclo celular.


http://www.cancer.gov/espanol/cancer/que-es

Existen mas de 100 tipos de cancer que son usualmente llamados segun el rgano
donde se hayan formado. También pueden definirse segun el tipo de células donde
aparezcan, en esa clasificacion tenemos a los carcinomas que son los mas
comunes de todos y se originan en las células epiteliales, este se divide a su vez y
recibe un nombre particular dependiendo de qué tipo de célula epitelial lo desarrolle,
de ahi tenemos los siguientes tipos: 1) Adenocarcinoma que se desarrolla en células
epiteliales que producen fluidos o moco, 2) carcinoma de células basales, que se
origina en la base del tejido, 3) carcinoma de células escamosas, que se origina en
las células escamosas que recubren a los tejidos y 4) carcinoma de células
transicionales, que se origina en el denominado epitelio transicional o urotelio. Los
sarcomas: son canceres que se forman en la médula ésea y tejidos suaves como el
musculo, vasos sanguineos, vasos linfoides y tejido esponjoso como tendones y
ligamentos, el mas comun de estos tipos de cancer es el osteosarcoma que se
origina en los huesos. La leucemia es el tipo de cancer que se origina en el tejido
que conforma a la sangre, no forma tumores sdlidos, se clasifica a su vez
dependiendo de la velocidad con la que se desarrolle. El linfoma es el tipo de cancer
que se origina en los linfocitos (células B o T) que son parte del tejido linfoide. El
mieloma multiple se origina en el plasma sanguineo. EI melanoma se origina en los
melanocitos que se especializan en producir la melanina tanto en la piel como en
los ojos. Los tumores de cerebro y medula espinal corticoide (sistema nervioso
central) reciben el nombre de dependiendo del tipo de célula del sistema nervioso,
el que se desarrolla, por ejemplo los astrocitomas que se pueden originar a partir de

los astrocitos. (Cancer Institute. 2015, http://www.cancer.gov/.

1.2 Cancer colorectal (CCR)

El cancer colorrectal es una enfermedad en la que las células anormales en el colon
o en el recto se dividen sin control y terminan por formar un tumor maligno. El colon
y el recto son partes del aparato digestivo, el cual absorbe los nutrientes de los

alimentos y el agua y almacena el deshecho soélido hasta que sale del cuerpo (Fig.


http://www.cancer.gov/
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000444983&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046462&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046555&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046634&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045772&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000044697&version=Patient&language=Spanish
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Fig. 2. Partes del colon. llustracion del abdomen que muestra las cuatro secciones
del colon: el colon ascendente, el colon transverso, el colon descendente y el colon
sigmoide. También se observan el intestino delgado, el ciego y el recto. El ciego, el
colon, el recto y el conducto anal forman el intestino grueso. El ciego, el colon
ascendente y el colon transverso componen la parte superior o el colon proximal; el
colon descendente y el colon sigmoide forman la parte inferior o el colon distal.
http://www.cancer.gov/espanol/tipos/colorrectal
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El cancer colorectal (CCR) a nivel mundial es el tercer tipo de cancer mas
diagnosticado en hombres y el segundo en mujeres. En 2012 se reportaron
1,360,602 casos de los cuales murieron 693,881, de esta forma se ubica en el tercer
lugar de mortalidad a nivel mundial (GLOBOCAN., 2012). La mayoria de los casos
ocurren entre los 60 y 70 afios de edad, por lo que se ha asociado a la edad como

un factor de riesgo de incidencia. A nivel mundial la tasa de incidencia incrementa


http://www.cancer.gov/espanol/tipos/colorrectal

a 1 milldon de nuevos casos cada ano, pero en paises desarrollados de Europa,
Norte América y Oceania la tasa incrementa hasta 25 veces (Fig. 3) (Boyle., 2008,
ParKin., 2004). Los estudios epidemioldgicos alrededor del mundo demuestran
variacion en la incidencia de este tipo de cancer debido a la region geografica y un
incremento en el riesgo y mortalidad en ciudades afluentes de inmigracion (REF).
Datos prospectivos de diferentes cohortes alrededor del mundo han relacionado al

CCR con habitos alimenticios y estilo de vida (Bingham., 2005).

Incidencia mundial de cancer colorectal
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Fig. 3. Incidencia mundial de CCR. Mapa tomado de: Globocan proyect., World Health organization
(WHO). 2015. EL mapa muestra la incidencia mundial del CCR la intensidad de color azul incrementa
con respecto el incremento. Siendo asi los paises de Oeste de Europa, Norte de América, Australia y
Nueva Zelanda lo paises con mayor incidencia de CCR. http://
globocan.iarc.fr/Pages/fact _sheets cancer.aspx.



http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx
http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx

La mortalidad de CCR es de 694,000 muertes, 8.5% del total con mas muertes
(52%) en las regiones menos desarrolladas del mundo. Los rangos de mortalidad
en el mundo varian con respecto a la zona geografica, con la mayor mortalidad para
ambos sexos se encuentra el Este de Europa (20.3 por cada 100,000 hombres, 11.7
por cada 100,000 mujeres) 52%, y la mas baja incidencia se presenta en el nortes

de Africa (3.5 y 3.0, respectivamente).
1.3 Factores de riesgo para lainduccion de CCR

1.3.1 Estilo de vida

Los estudios epidemiologicos que asocian al CCR con el estilo de vida toman en
cuentan 1) la cantidad y la calidad de la dieta, 2) el consumo de alcohol, 3) el
tabaquismo y 4) el sedentarismo (Morgan G. et al., 2008; Pericleous M. et al., 2013;
Lakatos P. y Lakatos L., 2008).

Estudios epidemiol6gicos han demostrado que personas que en promedio beben 2
copas de alcohol al dia presentan 2 veces mas probabilidades de desarrollar CCR
con respecto a la personas que soélo beben 0.25 copas de alcohol al dia (Pericleous
M. et al., 2013). Una de las explicaciones mas aceptada que se ha dado para
explicar los mecanismo de induccion del CCR por ingesta de alcohol, es la del
metabolismo normal del alcohol en el higado, donde el alcohol se metaboliza a
acetaldehido, compuesto que esta considerado como cancerigeno (grupo-1) por la
Agencia internacional para la Investigacion del Cancer (por sus siglas en inglés
IARC) (Durko L. y Malecka-Panas E. 2014; IARC., 2009).

El tabaquismo como factor de riesgo para CCR, esta asociado a la liberacion de
compuestos cancerigenos alquilantes presentes en los cigarrillos de diferentes
marcas alrededor del mundo, (no asi el tabaco consumido tradicionalmente por los
abuelos nativos de Norte América, ya que este es considerado medicinal y es usado

para sanar diversas enfermedades), ejemplo de estas sustancias toxicas son las N-
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nitrosaminas, compuestos organicos que generalmente se originan debido a la
reaccion de una amina secundaria con nitritos en un medio muy acido (por ejemplo,
dentro del estbmago). Estos compuestos actuan sobre los nucleétidos en el ADN
resultando en cambios o mutaciones puntuales de las bases nitrogenadas, otro
ejemplo de estos compuestos son los hidrocarburos policiclicos aromaticos, las
aminas heterociclicas y las nitrosaminas. Estos compuestos son liberados y
transportados via del torrente sanguineo hasta el tracto digestivo donde alquilan al
DNA e inducen el riesgo de induccién de CCR (Chan A. y Giovannucci E., 2010).

Otro factor de riesgo asociado al estilo de vida es la resistencia de las células del
pancreas a la insulina y la hiperinsulinemia, estos dos eventos estan estrechamente
relacionados con la obesidad, de este modo la obesidad se vuelve un factor de
riesgo para la induccion de CCR. Los altos niveles de insulina provocan el
incremento en la expresion de la proteina IGF-1 (insulin-like growth factor 1) en el
colon, los altos niveles de expresion de esta proteina en el colon inhiben el proceso
celular de apoptosis lo que conlleva al aumento de la proliferacion celular,
promoviendo de esta manera procesos de carcinogénesis (Giovannucci E., 2001).
Relacionado con lo anterior el sedentarismo se ha considerado como un factor de
riesgo porque las personas con baja actividad fisica presenten altos niveles de
insulina que como ya se ha mencionado es un factor de riesgo para CCR, no asi las
personas que realizan actividad fisica de al menos 30 min al dia, las cuales
presentan de 20% a 30% menos probabilidad de adquirir CCR, también se ha
demostrado que individuos del género masculino que pasaron 210 afios en trabajos
que requieren poca o nula actividad fisica presentaron dos veces mas riesgo de
desarrollar CCR, los resultados se asociaron a los bajos niveles de insulina en la
sangre de los individuos. Se ha propuesto que el ejercicio promueve la motilidad del
epitelio del colon lo que permite la rapida expulsion de las heces, impidiendo el
contacto del epitelio del colon con las sustancias toxicas presentes en la materia
fecal (Sardo C. et al., 2014; Chan A. y Giovannucci E., 2010; Boyle T. et al., 2011).
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Sin embargo se ha demostrado que la principal causa de hiperinsulinemia no se
debe principalmente a la actividad fisica, se debe a que las personas consumen
alimentos con alta cantidad de azucares y se ha estimado que el 20% de incidencia
del CCR se debe a esta razén. (Key T. et al., 2004).

Unos de los factores en la actualidad con mas relevancia en la predisposicion a
CCR es el alto consumo de carne roja y/o procesada. Se ha estimado que la tasa
de riesgo para la induccion de este tipo de cancer aumenta en un 29% por cada 100
g/dia de consumo de carne roja y un 21% por cada 50 g/dia de carne procesada,
de esta forma la disminucion del consumo de carne roja podria ser un importante
factor para la prevencién de CCR (Kim E. et al., 2013). El mecanismo propuesto
para la induccion de CCR por consumo de carne es la induccion de hiperinsulinemia,
ademas de que la carne contiene un alto contenido de hierro que promueve la
proliferacion de polipos (acumulacién de células de forma anormal) en el colon. Se
ha demostrado que el hierro puede aumentar la tasa general de mutaciones en las
células y promover mutaciones puntuales especificas en el DNA de tejido colénico
(REF). Se ha descrito que el hierro del grupo hemo ayuda a catalizar la formacion
enddgena de compuestos N-nitrosos, algunos de los cuales son agentes alquilantes
que alteran al DNA (Gilsing A. et al., 2013). La asociacién de induccién de CCR por
consumo de carnes rojas es atribuida principalmente a la formacién de aminas
heterociclicas que son liberadas cuando la carne se cocina, se ha demostrado que
las aminas heterociclicas inducen la formacién de diversos tipos de cancer en los
ratones. La amina heterociclica PhIP [2-amino-1 -metil-6-fenilimidazo(4,S-b) piridinil
ha sido principalmente estudiada, ya que es la mas abundante y los tumores
colorectales inducidos por este compuesto, presentan en algunos casos
inestabilidad de microsatélites asi como elevado nivel de mutaciones en la proteina
adenomatosa poliposa célica (APC). ElI consumo de carne también altera el
metabolismo del nitrégeno y a partir de éste induce la formacion de moléculas

cancerigenas, la cantidad de nitrégeno en el tracto digestivo es proveniente de la
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cantidad de proteinas consumidas, la presencia de este nitrégeno permite la
formacion de compuestos N-nitrosos (NOCs). Los NOCs son producidos
primariamente por la descarboxilacion de aminoacidos por las bacterias de la flora
intestinal, los aminoacidos son nitrosados en presencia de agentes nitrosantes
como el NO vy la nitracion puede ocurrir en presencia de ambientes alcalinos o
neutros (Chan y Giovannucci 2010; Kim et al., 2013; Pericleous et al., 2013; Hebels.,
2010).

1.3.2 Enfermedades inflamatorias del intestino y flora bacteriana

Ademas de los habitos alimenticios y estilo de vida, se ha propuesto que la
inflamacion, los mediadores del sistema inmune como las citocinas, moléculas
quimicas secretadas por células del sistema inmune y el mutualismo del microbioma
asociado al colon son factores altamente relacionados con él . Aunque aun no se
comprende por completo cédmo la inflamacion, la respuesta inmune y el microbioma
puede desencadenar CCR, se ha demostrado que juegan un papel importante en
los eventos de iniciacion, promocion, progresion y metastasis (Terzic et al., 2010 y
Candela et al., 2014).

Entre el 1%-2% de los pacientes con CCR presentan una consistente y patolégica
inflamacion de la mucosa (Davis et al., 2009), esta inflamaciéon en el colon se
relaciona en bajo o severo grado con displasia, la cual en la mayoria de los casos
conlleva a la transformacién neoplasica que producira un carcinoma in situ y
finalmente un carcinoma invasivo. Recientemente se ha demostrado la relacién de
la flora intestinal con la induccién de CCR, y que el tipo de respuesta inmune
desencadenado por la flora bacteriana puede potenciar la inmunidad del tumor
(Tomasello et al., 2014).

Con relacion a la inflamacién, se ha determinado que las enfermedades

inflamatorias del intestino (Ell) predisponen al desarrollo de esta neoplasia. Dentro
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de las enfermedades inflamatorias del intestino encontramos a la enfermedad de
Crohn (EC) y a la colitis ulcerativa (CU), que inducen inflamacién crénica en el tracto
digestivo. La CU se caracteriza por inducir inflamacion en el recto y en el colon
descendiente, mientras que la EC produce inflamacion en cualquier parte del
sistema gastrointestinal incluyendo el recto. Para ambas enfermedades no se
conoce con exactitud su etiopatogenia (Hussein et al., 2008 y Margiotta et al.,2012)

Chron es autoinmune

Las irregularidades microbianas dentro de flora intestinal del colon (disbiosis) estan
relacionadas directamente con Ell, se sabe que la disminucién de la flora bacteriana
puede causar alteraciones en el sistema inmune, principalmente puede conducir a
la activacion del sistema linfoide intestinal induciendo la produccion anormal de IL-
10, IFN-y y IL-17 (Tonsello et al., 2014). La patogénesis de las Ell se ha relacionado
con respuesta inmune adaptativa e innata. Por lo anterior podemos decir que la
disbiosis de la flora intestinal esta relacionada con la etiopatogénesis de Ell. La
incidencia de asociado a Ell se ha estimado en un 10% o mas y pacientes con esta

enfermedad presentan mayor riesgo de recurrencia de CCR .

1.3.3 Ambiente luminal del intestino

Los restos de alimentos no digeridos que se encuentran en el intestino como
proteinas, algunos compuestos derivados del nitrégeno, amonio y los fenoles
producidos por la flora del colon se encuentran en contacto con las células
epiteliales del lumen del colon. Se ha demostrado que la presencia de esos
compuestos induce inflamacién en la mucosa del colon (Birkett et al.,1996), el
amonio libre es considerado como el mas toxico de esas sustancias, es facil pensar
que las células que conforman el tejido del colon y que se encuentran presentes en
ese ambiente toxico e inflamatorio, pueden adquirir mutaciones que les otorguen un
fenotipo proliferativo que desencadene la formacion de adenomas (Al-Lahham 2010
y World Cancer Research Fund 2011., Kilhnle et al., 2007 y Luun et al., 2007).
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1.4 Causas moleculares del CCR

1.4.1 Inestabilidad gen6mica

Se ha demostrado que en el cancer las células cancerosas presentan una gran
diversidad de cambios moleculares (mutaciones de genes especificamente), cada
cambio molecular a su vez promueve la acumulacion y la induccion de otros
cambios moleculares mismos que promoveran el desarrollo de la tumorigénesis. Por
esta razon para las células resulta vital el mantenimiento de su estabilidad
gendmica, ya que de ésta depende el correcto funcionamiento de las funciones
celulares. Se han propuesto dos tipos importantes de inestabilidad genémica en el
CCR, estos dos tipos de inestabilidades son independientes una de a otra, es decir
los tumores que presentan una no presentan la otra, estas inestabilidades son 1)
inestabilidad a nivel de cromosomas o inestabilidad cromosdmica (INC) y 2) la
inestabilidad de microsatélites (IMS) (Lengauer et al.,1997). A continuacion se

definen los dos tipos mas importantes de inestabilidad genomica en (Fig.4).
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Vias de inestabilidad genémica en CCR
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Fig. 4. Diferentes vias moleculares que desencadenan la induccion de CCR. A) Via de inestabilidad
cromosomal, B) Via de inestabilidad de microsatélifes y C) via de fenotipo metilador de islas CpG.



1.4.2 Inestabilidad cromosomica (INC)

La inestabilidad cromosémica es un tipo de inestabilidad genomica en donde el
numero de cromosomas como su estructura son alterados dentro de la célula en
cada division. También se define como la tasa de mitosis fallidas en la célula, donde
las mitosis fallan en mantener el correcto contenido de DNA (euploidia) dando lugar

a células con numero de cromosomas incorrecto (aneuploidia).

La mayoria de los tumores solidos presentan elevada tasa de aneuploidias, sin
embargo estudios citogenéticos realizados en canceres gastrointestinales han
demostrado que hay recurrencia en la pérdida de ciertos cromosomas, tal es el caso
del cromosoma 17 que se pierde con frecuencia o el rompimiento de su brazo corto
y la frecuente aneuploidia del cromosoma 18 en CCR y en cancer gastrico (REFS).
Ademas de estas alteraciones ya mencionadas se ha reportado la elevada cantidad
de monosomias, trisomias y tetrasomias de cualquier cromosoma (Muleris et
al.,1990). Aporté que el incremento de aneuploidias se debe a la inestabilidad
cromosomica. Asi se demostré mediante la técnica de hibridacion in situ
fluorescente (FISH) en diferentes lineas celulares de cancer colorectal, en este
trabajo demostraron que habia lineas celulares que presentaban alto grado de
aneuploidias y otras lineas que no presentaban aneuploidias. La mayoria de las
células con aneuploidias presentaron cambio en la cantidad de todos sus
cromosomas, mientras que la mayoria de las lineas celulares de cancer sin
aneuploidias presentaron euploidia (células con numero correcto de cromosomas)
en todos sus cromosomas, en un mismo porcentaje que células normales (se
compararon con linfocitos). De esta forma se demostré que molecularmente hay dos
subtipos de CCR, uno que presenta alta tasa de alteraciones cromosdmicas o INC
y otro sin alteraciones en la pérdida numérica de cromosomas pero con alteraciones

en las regiones de microsatélites o IMS (Lengauer et al., 1997).
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Aproximadamente del 75-80% de los CCRs se desarrollan por la via de INC (Fig.
5). En esta via ocurren aberraciones debido a la acumulaciéon de alteraciones
numéricas o estructurales de los cromosomas (Villela., etal.2008).
La lesidn tisular caracteristica que indica INC es la formacién de fosas cripticas
aberrantes (CAF) (Takayama et al., 2001). Las CAFs son una lesion microscopica
que precede a la formacion de un polipo. La via de INC esta asociada a mutaciones
en el gen APC y/o pérdida del cromosoma 5q que contiene al gen APC, mutacion
del gen KRAS y/o la delecion del cromosoma 17q y pérdida del cromosoma 18p que
contiene al supresor de tumor TP53 que también podria sufrir una mutacién (Grady,
2004). APC decide si siempre que te refieras al gen va a ser con script o con letra
normal es un gen muy importante para el desarrollo de CCR por la via de INC,
generalmente las inactivaciones de APC conllevan a su inactivacion y por lo tanto
alteraciones en la funcién de la proteina, que se encarga de secuestrar a la proteina
B-catenina en la via de sefalizacion de Wnt que a su vez controla el crecimiento
celular, apoptosis, diferenciacion pero principalmente se encarga de regular a las
células stem, mismas que daran origen a todos los tipos celulares del colon.
Frecuentemente adenomas tempranos presentan un alto nivel de mutaciones en
APC o B-catenina (80%), y especificamente se ha reportado que APC se encuentra
mutado en el 60% de los canceres de colon y en el 82% de los colorectales (Jass
et al., 2002).

KRAS es otro importante gen presente en la via de INC. Este gen codifica para una
GTPasa y cuando es inactivado conduce a la activacion constitutiva de la via de
sefalizacion RAS-RAF-MEK-ERK (Leslie et al., 2002). Esta mutacion se encuentra

en 35-42% de adenomas colorectales avanzados (Shen et al., 2007).

DCC, SMAD2 y SMAD4 estan localizados en el cromosoma 18921.1 y el 60% de
los CCRs presentan esta pérdida (Volgelstain et al., 1988). Tanto SMDA2 y SMAD4

estan relacionados con la via de sefalizacion de TGF-B que se encarga del
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crecimiento y apoptosis. Mutaciones germinales de SMAD4 puede inducir sindrome

poliposo juvenil que se asocia fuertemente al CCR (Bevan et al., 1999).

Finalmente el supresor de tumor TP53 cuando se inactiva por la delecion del17q
promueve la transformacion de un adenoma tardio a un carcinoma, el 75% de los
adenomas tardios con invasién de criptas fdésicas invasivas presentan esta
alteraciéon. Estas alteraciones tienen como consecuencia modificaciones en los

mecanismos de reparacion del ADN (Leslie et al., 2003).

Las causas de INC se relacionan directamente a alteraciones en la divisién celular
y mutaciones. En ell punto de monitoreo de la mitosis o checkpoint de la mitosis, la
célula se asegura que el material genético se segregue correctamente a la célula
hija. Entre los eventos importantes que se resguardan en el checkpoint de la mitosis
esta el correcto alineamiento de los cromosomas en el huso mitético durante la
metafase asi como la correcta unién de los microtubulos al centrémero de los
cromosomas. Las proteinas encargadas de censar la correcta segregacion de los
cromosomas son las BUB1 y BUBR1. Se ha demostrado tanto en CCR como en
cancer gastrico que mutaciones en estas proteina pueden inducir INC. También se
ha demostrado que mutaciones en las proteinas MAD1 y MAD2 inducen INC en
cancer de mama y leucemia (Grabsch et al 2003 y Michel et al., 2001). También se
ha reportado que la cantidad y funcion de los centrosomas puede inducir INC, ya
que estos al igual que el huso mitético cumplen un papel fundamental en la
segregacion de los cromosomas, lo anterior se demostrd en cancer de préstata y
mama (Lingle et al., 2002 y Piah et al., 2001).

Aunque la presente investigacion se enfocara principalmente en la via de INC, es
importante explicar todas las vias por las cuales se desencadena el CCR, por lo que

a continuacion abordaremos otras vias.
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Fig. 5. Via inestabilidad cromosédmica. Clasicamente se ha definido como la tasa de ganancias y pérdidas
completas de cromosomas. Mediante esta via se desarrollan la mayoria de los CCRs. Consiste en la perdida
alélica del locus 5g21 del gen de APC lo que induce la formacion de una cripta aberrante (estadio 1), Después
ocurre una delecion del locus 18p12 del gen K-RAS que induce un tumor mas grande (estadio Il) y por ultimo
la delecion del gen TP53 ubicado en el locus 17p13 (estadio 4). En esta via puede haber deleciones o
pérdidas completas de los cromosémas.
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1.4.3 Inestabilidad de microsatélites (IMS)

Los microsatélites son un tandem de secuencias repetidas no codificantes
constituidas por dos regiones flanqueantes. En él se han descrito un subgrupo de
tumores que presentan inestabilidad de microsatélites (IMS) deleciones o
inserciones de mono, di, tri o tetra-nucleotidos en estas regiones. El “mismatch
repair’” MMR es el sistema que se encarga de corregir esas mutaciones en estas
regiones y se encuentra inactivo en este subgrupo de tumores, esto trae como
consecuencia la inestabilidad de regiones no codificantes y codificantes, misma que
induce mutaciones germinales en alguno de los genes que conforman el MMR
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, o TACSTD1/EPCAM). La presencia de
hipermetilacion de promotores del MMR también induce CCR. Por lo tanto la IMS
puede tener un origen genético (sindrome de Lynch) o un origen esporadico
(tumores con IMS metilados) (Wimmer K et al., 2014). La IMS refleja la variaciéon de
tamano de las secuencias que conforman el microsatélite mismas que pueden
inducir mutaciones en regiones codificantes del genoma que conducen a la
induccion de cancer o genes que conlleven a algun tipo de inestabilidad gendmica.
Se ha estimado que hay 30 genes alterados con relacion con IMS en tumores, genes
relacionados con diversas funciones celulares y diversas rutas (Viguera E. et al.,
2001). Algunos de los genes que se han involucrado son BRAF, genes de la via
PISK/AKT/mTOR y Wnt. Si comparamos las vias de IMS y INC tenemos que la via
IMS presenta mayor frecuencia de mutaciones en los genes TGFBR2, TCF7L2,
FZD3 y menos mutaciones en APC (leggett B. et al., 2010).

La deteccién de los tumores con IMS es mas frecuente en la fase Il del CCR (20%)
que en fase lll (12%) y son mucho menos frecuentes en fase IV (4%), son
mayormente diagnosticados en pacientes de la tercera edad de 70 anos, y en
pacientes mas jévenes de 50 afios con casos familiares de CCR. Los tumores

formados por IMS presentan alto grado de displasia, fenotipo con prominente
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cantidad de tumores infiltrados con linfocitos y ausencia de alto grado de necrosis
(Kaemmerer E. et al., 2013).

1.4.4 Fenotipo de cancer colorectal por metilacién en islas CpG (CIMP)

En la actualidad podemos decir que el CCR es una neoplasia que se desarrolla por
multiples vias, asi que podemos resumir que el CCR se puede desarrollar 1) por
mutaciones en genes que codifican para proteinas del sistema de reparacion
“mismatch repair” que traera como consecuencia un fenotipo de IMS, 2) mutaciones
en APC y de otros genes que activan la via de sefializacion Wnt que se caracteriza
por inducir un fenotipo INC y 3) un perfil global de hipermetilacion que resulta en el
silenciamiento de supresores de tumor desencadenando un fenotipo de
hipermetilacion de islas CpG.

La regulacién epigenética de expresion de genes es un fendbmeno normal de las
células que conforman los tejidos y es un importante mecanismo de preservacion
de la estabilidad gendmica, desarrollo embrionario y diferenciacion de tejidos (Fig.6)
(KimY., etal., 2007).

Las islas CpG por sus siglas en inglés (cytosine preceding guanine) son regiones
dentro del genoma que se encuentran principalmente en secuencias promotoras de
genes, generalmente se presentan como regiones con alta cantidad de CpG
dinucledtidos. Muchos sitios CpG que son metilados normalmente en las células se
desmetilan en cancer. En algunos otros tipos de cancer las islas CpG se
hipermetilan, induciendo silenciamiento anémalo de genes, este fenotipo ya se ha
reportado en diversos tipos de canceres de pulmon, gastrointestinal, higado, ovario,

glioblastoma, endometrial, mama, leucemia y CCR (Hagland H. et al., 2013).

El proceso de metilacion es llevado a cabo por enzimas que transfieren un grupo
metilo en el carbono 5 de las citosinas. Estas enzimas reciben el nombre de
dimetiltransferasas (DNMT) que producen 5-metilcitocina y generalmente utilizan

como sustrato las regiones del genoma ricas en G y C. En CCR se han identificado
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patrones de metilacion aberrantes: la denominada tipo A relacionada con la edad y
la tipo C donde se asocia exclusivamente a tipos de con CIMP. En el tipo A se
asocia a la pérdida de la funcion fisiolégica del colon por la edad y la metilacién de
genes relacionados con el crecimiento y diferenciacién celular como ESR1, IGF2 y
TUSC3, se ha asociado a este tipo de cancer. El grupo de cancer de colon asociado
a alteraciones de metilacion, presentan tumores con caracteristicas morfologicas e
histologicas particulares (Fig. 6). Se han reportado alteraciones de hipermetilacion
en los promotores de los siguientes genes que ademas se silenciaron: CDK2A,
CXLC12 y MHL1 (Cunningham J et al 1998; Hughes L et al., 2012).
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Patrones de metilacion en células normales y de cancer
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Fig. 6. Existen patrones de metilacion en las células normales y de cancer. La metilacion del
DNA se encuentra a lo largo del genoma, su alteracion es un hallmark del cancer. a) en las células
normales las islas CpG permanecen desmetiladas, permitiendo la transcripcion. Adicionalmente la
metilacion del DNA evita una activacion de la transcripcion de genes errénea. Por el contrario las
células cancerosas las islas CpG pueden estar fuertemente metiladas pero los cuerpos de los genes
carecen de esta metilaciéon. Como resultado la transcripcién de muchos genes se bloquea, ademas
puede ocurrir una transcripcion aberrante por errores de metilacién en los sitios de inicio de la
transcripcion (SIT). b) En las células normales los repetidos que determinan zonas de metilacion
previenen la inestabilidad gendmica de un inicio erroneo de la transcripcion. Por otra parte
elementos transponibles no pueden ser activados si hay hipermetilacion. En las células de cancer
existe alto grado de hipometilacién que conlleva a la inestabilidad gendmica y sitios aberrantes de
la transcripcion. Una activacion de transposones concomitantemente conlleva a la disrupcion de
aenes.
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1.5 Nanoparticulas de diéxido de titanio (NP-TiO2) grado alimenticio (E171)
Las nanoparticulas de TiO2 (NPs-TiOz2) son un polvo blanco, cristalino, sdlido, que
se utiliza generalmente en pinturas, barnices, cosméticos, plasticos, papeles y en
alimentos se utiliza principalmente como colorante y texturizante. La produccién de
NPs-TiO2 es de 1.45 millones de toneladas métricas por afio (Skocaj et al., 2000).
Las NPs-TiO2 son un material fotocatalitico que cuando es iluminado con fotones A
<380 nm un electrén es excitado de la banda de valencia a la banda de conduccion,

generando un hueco por la pérdida de un hidrégeno en la banda de valencia (Fig.7).
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Fig. 7. Propiedad fotocatalitica de las NPs-TiO, Reaccion fotocatalitica de una molécula
de agua al estar en contacto con una NP-TiO, donde el electrén liberado por la excitaciéon
de la particula por la incidencia de un fotdon rompe a la molécula de H,O formando radical
hidroxilo y oxigeno activado. Cuando el fotén incide en la particula un electron es liberado
de la banda de valencia a la banda de conduccion.
en el grupo 2B-como “posibles carcindégenos para humanos” (IARC., 2010) (Boyle
and Levin., 2008). En 2011 el Instituto Nacional Para la Salud Ocupacional (NIOSH,

por sus siglas en inglés) clasificé al TiO2 como un potencial carcinégeno por
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exposicion ocupacional para humanos y recomendd no exponerse a
concentraciones de NPs-TiO2 mayores de 0.3 mg/m3/10h/dia/. Se estima que si se
atiende dicha recomendacion el riesgo de contraer cancer de pulmoén sera por
debajo de 1 en 1000 (Weir et al., 2013). En la industria alimenticia se ha clasificado
a las NPs-TiO2 con el numero E171, este numero se refiere a que son moléculas
utilizadas como un aditivo de color blanco (Weir et al., 2013). Por esta razén y con
la finalidad de entender que en el presente trabajo se utilizara NPs-TiO2 que se
utiliza en la preparacion de alimentos, se nombrara a este compuesto como “E171”.
En Estados Unidos se ha estimado que un nifio en promedio consume de 1 a 2
mg/kg/dia de E171 y los nifios en Reino Unido consumen de 2 a 3 mg/kg/dia
(NIOSH., 2011). En la actualidad van en incremento los alimentos que utilizan E171,
por lo que la exposicién a estas particulas por esta via oral incrementara en los

préoximos afios (Lomer et al., 2011).

1.5.1 Efecto de la exposicion a E171 en colén de ratones

En la actualidad se han realizado modelos animales para determinar los érganos
que se alteran cuando las E171 se ingieren por via oral. Wang et al 2013 estudiaron
la distribucion de las E171cuando son administradas por via oral en ratas de la cepa
Sprague-Dawley, utilizando una concentracion de 5mg/rata/dia. Encontraron que
las E171 se acumularon sélo en la mucosa del sistema gastrointestinal incluyendo
al colon, no encontraron acumulacién de E171 en higado. Onischenko et al., 2012
estudiaron en ratas la internalizacion de E171 (10-25 nm) por enterocitos en un
experimento in-situ, donde introdujeron a través de un corte en el intestino delgado.
En experimentos paralelos estudiaron la distribucion de por via oral (1mg/kg/dia y
100 mg/kg/dia) durante 28 dias. Encontraron internalizaciéon por los colonocitos,
acumulacion en la mucosa del intestino delgado y acumulacion en higado con la
concentracion de 100mg/kg/dia. Wang et al., 2007 estudiaron la distribucion de (25-
80 nm y 155 nm) en ratones CD-1 por via oral en un vehiculo de

hidroxipropilmetilcellulosa. Encontraron que las de 25, 80 y 155 nm se acumularon
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en los rifones, pulmones y bazo pero principalmente en la mucosa de tracto
digestivo. Sycheva et al 2011 estudiaron el efecto de las (33 y 160 nm) por
exposicion oral en diferentes 6rganos, utilizando las dosis de 40, 200 y 1000mg/kg/
durante 7 dias por exposicion oral en ratones CBABG6F1.Encontraron que a
cualquier concentarcion a partir de la de de 40mg/kg hubo dafo en higado, rifidn,
cerebro, testiculos y las siguientes alteraciones en colon: 1) incremento en el indice
mitético 2) incremento de células binucleadas y multinucledas 3) decremento de

células apoptéticas.

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
administré una dosis de 12.5 mg/kg de TiO2 a ratas via oral por 10 dias, demostré
que el 4% de la dosis total se deposita en colon, 2.86% en las placas de Peyer y
1.4% en el higado (Jani P. et al., 1994). En experimentos in vivo con exposicion
intragastrica a E171 en ratones se ha descrito que causa dafos en el sistema
digestivo (Bergin |. y Witzmann F., 2013). Liy colaboradores analizaron el dafno en
bazo causado por NPs de TiO2 usando dosis de 5, 50 y 150 mg/kg en ratones
hembras; ellos observaron una congestion en bazo y la proliferacion celular en
nodulos linfaticos (Li N. et al., 2010). Cui y colaboradores estudiaron los dafos que
se generan en el higado por las NPs de TiO2y observaron que los hepatocitos de
los ratones tratados con 10 y 50 mg/kg de E171 presentaban grandes vacuolas,
necrosis y algunas células inflamatorias infiltrantes (Cui Y. et al.,, 2010). Gui y
colaboradores evaluaron el dafio en rindn causado por NPs de TiO2 administrados
intragastricamente y registraron que la expresion de NF-kB, TNF-a, MIF, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, IL- 1B, CRP, TGF-, INF-y y CYP1A1 incrementd6 de forma
dosis-dependiente mientras que HSP-70 y Ik decrecieron (Gui S. et al., 2011).
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1.5.2 Evidencia de genotoxicidad por exposicion a NPs-TiO2

Por otro lado, a nivel celular se han realizado diversos estudios para investigar
cuales son los mecanismos por los cuales la exposicion a NPs-TiO2 puede favorecer
el desarrollo de cancer. En este sentido, se ha demostrado que las NPs-TiO2
inducen cambios estructurales en los cromosomas, como formacion de
micronucleos (MN) (Lu et al 1998), intercambio de cromatides hermanas (SCEs) y
dafo al DNA inducido por la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
diferentes cultivos celulares y en modelos animales (Gurr et al 2005 y Wang et al
2007). Lo anterior sugiere que la exposicion a NPs-TiO2 induce algun tipo
inestabilidad gendmica, misma que se ha descrito como una caracteristica de
células cancerosas. Algunos tipos de inestabilidad gendmica que se han descrito
son las siguientes: 1) Inestabilidad en regiones de microsatélites, 2) inestabilidad
cromosomica (INC), que abarca translocaciones cromosomicas y alteraciones en el
numero de cromosomas, y 3) mutaciones puntuales en secuencias de nucledtidos
y amplificacion de genes (Terzic et al., 2010). Cabe destacar que por el tipo de
genotoxicidad que induce la exposicién a NPs-TiO2 podemos suponer que podrian
inducir un tipo de inestabilidad gendmica, particularmente porque tiene la capacidad

de inducir la pérdida del material genético.

1.5.3 NPs-TiO2 como posibles causantes de INC

Como habiamos mencionado anteriormente la INC es la tasa de pérdida o ganancia
de cromosomas durante la divisiéon celular y ocurre por defectos en diversos
procesos, entre ellos alteracion en la dinamica de los microtubulos, errores en el
punto de monitoreo de la mitosis, defectos en la regulacién de los centrosomas y
alteraciones en la cohesion de cromatidas hermanas (Lopez-Savedra y Herrera.,
2010). Especificamente, se ha observado que la exposicion a NPs-TiOz en tiempos
largos (12 semanas) altera la progresién mitotica de fibroblastos inmortalizados de
ratén, asi como la induccion de células multipolares y alteraciones en la segregacion

cromosomica (Shing et al., 2010). Por otro lado se ha demostrado que la exposicién
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a NPs-TiO2 induce la formacion de MN en fibroblastos de ratén, en células
broncoepiteliales y en linfocitos de humanos (Gurr et al., 2005; Wang et al., 2007;
Huang et al., 2009). Los resultados anteriores son relevantes ya que la aparicion de
MN es una muestra de alteraciones cromosomicas, debido a que se pueden originar
por rompimientos en los brazos de cromosomas o por la pérdida de cromosomas
completos (Fenech et al., 2009). Sin embargo, no se ha descrito que si la formacién
de MN por la exposicion a NPs-TiO2 podria estar activando la via tradicional de

induccion de cancer colorectal.

1.5.4 Evidencia de que las NPs-TiOz dafian la estructura de microtubulos (Mts)
Algunos de los mecanismos que inducen INC se deben a defectos en el ensamblaje
del huso mitético, o defectos en la unién de los microtubulos al cinetocoro durante
la mitosis; en ambos procesos se encuentran directamente relacionados los
microtubulos del citoesqueleto celular. Un estudio enfocado en determinar las
posibles alteraciones ocasionadas por interaccion de las NPs-TiO2 con los
microtubulos MTs, demostré que la exposicion a éstas promovié alteraciones en la
polimerizacién de tubulina y estabilizaciéon de los microtubulos (Gheshlaghi et al.,
2011). Los resultados anteriores sugieren que dichas alteraciones podrian tener
como consecuencia la induccién de errores en la segregacion de cromosomas, sin
embargo, hasta el momento se desconoce si las alteraciones en la estabilizacion y
polimerizacién de MTs por exposicion a NPs-TiO2 esta asociada a la pérdida de

cromosomas completos o a INC.

Modelo animal de CCR con ratones BALB/c, azoximetano y dextran sulfato
de sodio (AOM/DSS)

La induccion de tumores colorectales puede ser de forma directa o indirecta
mediante agentes quimicos. Los agentes directos no requieren de ninguna catalisis
biolégica mientras que los indirectos necesitan de enzimas para activarse (Tanaka

T. et al., 2003). Un carcinogénico indirecto que se ha usado para inducir CCR es el
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azoximetano (AOM) que induce la formacién de tumores porque es un agente
alquilante del DNA (Soon O. et al., 2001).

El AOM necesita ser metabolizado en el higado por la isoforma CYP2E1 del
citocromo P-450, que mediante wuna hidroxilacibn lo transforma en
metilazoximetanol (MAM). Este compuesto tiene una vida media de 12 h una vez
que se administra y se conjuga con el acido glucurdnico. El resultado de esta
conjugacion es el metilazoximetanol-B-D-glucopiranosidurénico (MAM-GIcUA) que
es secretado al lumen del intestino junto con las sales biliares (Soon O. et al., 2001;
Neufert C. et al., 2007). Gracias a varias enzimas de la micro flora como (-
glucoronidasa, B-glucosidasa, azorreductasa y nitrorreductasa el MAM-GICcUA se
convierte en metildiazonio que es la forma carcinogénica activa (Arthur y Jobin.,
2011; Matsumoto H. et al., 1979; Neufert et al., 2007).

El DSS es un éster del acido clorosulfonico del dextran, es un polimero complejo
sintetizado a partir de la sacarosa por varias bacterias (Solomon et al., 2010). El
DSS induce inflamacion del colon por varios mecanismos. Uno es su citotoxicidad,
que causa dafos en las células epiteliales del colon, dafiando la barrera epitelial,
por lo tanto aumentando la permeabilidad de la mucosa del colon (Perse y Cerar
et al., 2012). También mediante la activacion de NF-kf que induce la transcripcion
de citocinas proinflamatorias ademas es un activador de linfocitos T y B (Ni J. et al.,
1996; Marrero et al., 2000).

Si bien se han usado modelos animales para estudiar el CCR (Terzoc et al., 2010)
(Tanaka et al., 2003), uno de los mas utilizados es el de AOM/DSS. El AOM es un
agente mutagénico que se administra por via intraperitoneal, que sumado con un
agente que alteré directamente el epitelio del colon como el DSS induce CCR
(Thaker et al., 2012). La principal ventaja de este modelo es que se pueden inducir
tumores en un lapso de 7-10 semanas (Neufer et al., 2007) y el uso de AOM/DSS
desencadena las mismas alteraciones genéticas que en el esporadico (alteraciones
en los genes APC, p53, Msh2 etc). En el presente trabajo utilizaremos el modelo

inducido con AOM/DSS (CCR+E171) para evaluar la posible contribucion de las
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E171 en la induccidn de tumores colorectales o la posible predisposicion a éstos
cuando se administran por via intragastrica, de igual forma evaluaremos la

capacidad de las E171 en la induccion de tumores.

2. Pregunta experimental:
¢ La exposicion intragastrica a E171 potenciara la aparicion de tumores en un
modelo in vivo de ratones con CCR y se asociaran a alteraciones gendémicas

inducidas por exposicion a E171 en un modelo in vitro de células HCT116?

3. Hipotesis
La exposicion intragastrica a E171 inducira la aparicion de tumores en el
colon de ratones sanos y potenciara la aparicion de tumores en el colon de
ratones a los que se les inducira CCR con AOM/DSS. Dichas alteraciones
se asociaran a errores genomicos inducidos en células HCT116 por la

exposicion a E171.

4. Objetivos
a) Determinar mediante un modelo in vivo si la exposicién intragastrica a
particulas de E171 induce o potencia la aparicion de tumores en el colon de
ratones.
b) Determinar en cultivo in vitro de células HCT116 la induccién de alteraciones

genodmicas por exposicion a E171.
4.1 Objetivos especificos
4.1.1 Modelo in vivo

1.- Determinar el tamafio en peso seco y en agua de las particulas de E171 asi

como su indice de polidispersion.
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2.- Determinar si la exposicion intragastrica a E171 potencia la aparicion de tumores
en colon de ratones BALB/c con CCR inducido con AOM/DSS.

3.- Evaluar histologicamente en los tumores formados el grado de displasia
mediante la inmunofluorescencia de los marcadores: Ki67, COX-2 y B-catenina.
4.- Determinar la internalizacion de particulas de E171 en el colon mediante el
analisis de cultivo primario de colon de los diferentes grupos.

5.- Determinar la expresion de las interleucinas IL-2, TNF-a, INF-y, IL-10, GM-CSF
en tejido de colon de los diferentes grupos de tratamiento.

4.1.2 Modelo in vitro

1.- Determinar morfologia de células HCT116 e internalizacion de las particulas de
E171 mediante la técnica de H&E.

2.- Evaluar la citotoxicidad de las particulas de E171 sobre las células HCT116,
mediante la técnica de azul tripano.

3.- Evaluar el dano genotdoxico que inducen las particulas de E171 en células
HCT116, se utilizara la técnica de micronucleos (MNs) mediante bloqueo de la
mitosis con citocalacina B.

4.- Evaluar la interaccion de las particulas de E171 con los microtubulos que
conforman los husos mitéticos de células HCT116, empleando microscopia de

epifluorescencia detectando la proteina a-tubulina.

5. Estrategia experimental

Modelo in vivo

5.1 Analisis de las particulas E171

Las particulas de TiO2 fueron obtenidas de la empresa SENSIENT COLORS
(numero de color Cl 77891 denominadas como E171, 99% de TiO2). Tamafio y
morfologia de las particulas de E171 fueron caracterizadas mediante el microscopia
electronica de barrido (JEOL 5800-LV, Japan, 5,000X, 15Kv). Los aglomerados y
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morfologia fueron analizados por microscopia electronica de transmision (JEOL
JEM 1010, Japan, 75,000X 60Kv). El espectro raman de las particulas de E171
fueron medidos en el rango espectral de 300-2000 cm-1 (espectrometro raman
dispersivo Almega XR). Los espectros Raman se acumularon mas de 25 s con una
resolucién de ~4 cm-1, la fuente de excitacion fué de 532 nm de radiacion con un
laser de Nd: YVO4 (de doble frecuencia) y la potencia del laser en la muestra fue
de 2,5 mW.

5.2 Induccién de CCR en ratones y administracién de E171

El trabajo experimetal con ratones fue realizado bajo los estatutos de la NOM-062-
Z00-1999, NOM-087- ECOL-1995 vy el protocolo de cuidado y uso de los ratones
de laboratorio (PICUAL). Realizamos cuatro grupos de seis ratones machos de la
cepa BALB/c, de 4-6 semanas de edad, cada grupo fue aislado en cajas de
policarbonato con las siguientes condiciones de bioterio: 21 °C, humedad relativa
de 50-60%, 12 h de ciclos de luz y obscuridad. Fueron alimentados con comida
comercial para ratones de la marca Harland Teklad Madison, WI, USA. Después de
una semana de aclimatacion, los ratones fueron dividos aleatoriamente para formar
los siguientes grupos experimentales; 1) grupo Control, 2) grupo E171, 3) grupo
CCR y 4) grupo CCR+E171. EI grupo control recibié una inyeccién intraperitoneal
de solucion salina. 1 mg de particulas de E171 fueron esterilizadas, re suspendidas
en 1 ml de agua y sonicadas durante 30 min a 60Hz, mismas que fueron
administradas a los ratones del grupo E171 con una dosis de 5 mg/kg en un volumen
final de 100 ul. Se administraron de lunes a viernes durante 10 semanas. El grupo
de ratones CCR recibieron una dosis unica de azoximetano (AOM) de 12.5 mg/kg
mediante una inyeccién peritoneal, ademas se les administré ad libitum en agua 2%
de dextran sulfato de sodio (DSS) en la tercera, sexta y novena semana. A los
ratones del grupo CCR+E171 ademas de la administracion de AOM+DSS también
se les administro intragastricamente E171 de acuerdo al protocolo de admiracion de
E171 del grupo E171. Después de la semana 11 fueron sacrificados en camara
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hameda con sevoflorano, se disectaron el colon, los rifiones, el bazo, los pulmones

y se recolecto la sangre de los ratones.

5.3 Histologia de colon

El colon de los ratones fue disectado y abierto para inmediatamente ser fijado en
paraformaldehido 4% por inmersion. Las muestras del tejido fueron deshidratadas
en un gradiente de concentracion de alcohol etilico, posteriormente fueron
embebidos en parafina y se realizaron cortes histologicos de 3 mm. Los cortes
fueron tefidos mediante la técnica de hematoxilina (SIGMA, cat. HHS16) eosina
(SIGMA cat. E4009).

5.4 Cultivo primario de colonocitos

Se extirparon del colon distal dos milimetros cuadrados de cada grupo experimental
de ratones, se lavaron con PBS estéril y se cultivaron en medio RPMI con 15% de
suero fetal bovino y 10 % de antibiotico. Se mantuvieron cultivados durante 7 dias
para posteriormente ser fijados con 2% de glutaraldehido durante 2 h,

posteriormente se analizaron mediante microscopia electronica de trasferencia.

5.5 Analisis de progresion tumoral

La progresion tumoral fue evaluada mediante la deteccidon de la expresion de las
proteinas COX2, B-catenina y Ki-67 (anticuerpos B-catenina, Abcam ab16501;
COX2, Genetex GTX1591; Ki67, Biolegend 652402). Los cortes de 3 mm fueron
incubados con los anticuerpos primarios a 4 °C durante toda la noche e incubados
anticuerpos secundarios (TRITC, Santa Cruz 111-025 and FITCI, Santa Cruz
64419) a 37 °C durante 2 h. Las muestras fueron analizadas mediante microscopia
convencional de fluorescencia (Zeiss Vert. A1) y la cuantificacién de fluorescencia
se realiz6 mediante el microscopio confocal de fluorescencia LEICA TCS SP2 (El
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Area de cada muestra cuantificada fue de 2,8 mm?y por cada muestra se analizaron

20 campos de 50 mm?).

5.6 Cuantificacién de células caliciformes

Corte de colon de 3 mm fueron incubados en 1% del colorante azul aliciano en
solucién de acido acético y con el colorante rojo nuclear 0.1% en 5% de sulfato de
aluminio durante 10 min. Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio optico
con un aumento de 60X. Se contaron las células caliciformes que se tifieron en cada

muestra.

5.7 Deteccion de interleucinas IL-2, TNF-a, IFN-g, IL-10 and GM-CSF en tejido
de colon

Se homogeneizaron los tejidos de colon con buffer RIPA y las interleucinas se
detectaron usando el kid de deteccion de interleucinas “Bio-Plex multiplex MAGPIX
with BioPlex Pro Mouse Cytokine 8-plex kit” (BIO-RAD cat. M60-000007A).
Brevemente, se utilizd 50 ml solucién de microesferas para cada muestra y se
incubo con agitacion (850 + 50 rpm) durante 30 min y se incubaron con 25 ml del kit

de anticuerpos a temperatura ambiente.

5.8 Andlisis estadistico

Los datos estadisticos del peso de los ratones, el consumo de agua y alimento, asi
como el peso de los rifiones, el bazo, el higado y los pulmones son presentados
como la media de 6 animales. EI numero de tumores esta representado como la
media % el error estandar. Las unidades de fluorescencia relativa de la expresiéon de
COX2, B-catenina, Ki67 y el conteo de células caliciformes son representadas como
la media = error estandar de tres experimentos independientes. Después de
calcular la distribucion normal, los grupos fueron comparados con un analisis no

paramétrico usando el test de Manne Whitney U, con intervalos confidenciales de
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95%. Las diferencias significativas de los valores fueron consideradas a partir de *p
<0.05.

Modelo in vitro

5.9 Cultivo de células HCT116

La linea celular de adenomacarcinoma de colon (HCT116) fue obtenida de
“‘American Type Culture Collection” (ATCC® CCL-247™). Las células HCT116
fueron incubadas a 37°C y se mantuvieron en una atmosfera de 5% de dioxido de
carbono (CO2), en medio McCoy 5%-modificado con 1.5 mM de I-glutamina y 2.2
mg/mL de bicarbonato de calcio (in vitro, no. cat. ME-042), suplementado con 10%
de FBS (Biowest, no. cat. US1520).

5.10 Tincion de células HCT116 con H&E

Las células CT116 fueron fijadas con paraformaldehido 4% durante 2 h en agitacion
constante. Se incubaron en hematoxilina de Harris durante 30 s y en eosina durante
1 min a temperatura ambiente. Las células fueron montadas sobre cubreobjetos y
selladas con PBS-glicerol 1:3. Se analizaron en un microscopio 6ptico con un

aumento de 60X.

5.11 Viabilidad de células CHT116

Para evaluar la viabilidad célular se utilizé la técnica de azul tripano. Las células
HCT116 fueron expuestas a to 0, 5, 10, 50 y 100 yg/cm?. Las células fueron lavadas
con HBSS posterior a la tripsinizacion y se contaron con la cama de Neubauer, las
células vivas se identificaron con el colorante de azul tripano (0.4%) a 10 yL de

suspension de células (1:2) (Proquin et al., 2016).
5.12 Técnica de Micronucleos( MNSs)

Esta seccion fue elaborada por Carolina Rodriguez Ibarra y son parte de su trabajo

de tesis que lleva por titulo: “Genotoxicidad inducida por la exposicién a didxido de
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titanio grado alimenticio (E171) en células de cancer colorectal” estos resultados

complementan la presente tesis y son parte del articulo de (Proquin et al., 2016).

Cultivamos 150 000 células CHT116 en cubreobjetos de 6 cm? y fueron expuestas
a0, 5 10 y 50 pyg/cm2 de particulas de E171 durante 24h. La metodologia de
micronucleos fue elaborada segun Fenech 2010. Para obtener células binucleadas
después del tratamiento durante 24 h con E171 se lavaron con PBS estéril y se
trataron con Citocalacina-B 4.5 pg/mL B (Cyt-B; Sigma-Aldrich, no. cat. C6762) por
24 h. Las células fueron fijadas con paraformaldehido 3% por 1 h y tefidas con
Hoescht 1:200 (Thermo Scientific, no. cat. 62249) a 37°C en constante agitacion.
Se analizaron en un microscopio de epifluorescencia an Axio Vert. A1 Carl Zeiss
fluorescence microscope at x1000. Se contaron 1000 células binucleadas con MNs
(Proquin et al., 2016).

5.13 Interaccion de particulas con el huso mitotico

Las células HCT116 se sembraron (1.5 x 105 células) sobre cubreobjetos. Las
células fueron expuestas a 5, 10, 50 and 100 ug/cm2 por 24 h. Las células fueron
detectadas con el anticuerpo 1:200 contra a-tubulina y 4',6-diamidino-2-fenilindole
(1 pg/mL) 1:200 y con el anticuerpo de fluoresceina anti-raton isothiocyanate-
conjugado con inmunoglobulina G. Se realizaron tres experimentos por separado y
analizamos cada laminilla en el microscopio de epifluorescencia Axio Vert. A1 Carl

Zeiss a 100 X en aceite de inmersion (Proquin et al., 2016).
6. Resultados
6.1 Caracterizacion de las particulas E171

Con el objetivo de saber las caracteristicas fisicoquimicas de las particulas de E171
en nuestras condiciones de estudio, se determind en peso seco mediante la técnica

de SEM (Fig. 8 A) y la distribucion de tamanos en agua potable mediante TEM (Fig.
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8 B). El analisis de las particulas en peso seco demostrdé que hay particulas con
tamanos mayores y menores a 100 nm, por otro lado la distribucion de los tamaios
en agua potable fue cercana a 100 nm, esto nos permitié corroborar, que si estamos
trabajando con una porcion de particulas de tamafio nanométrico. La distribucion
general cuantitativa de tamarno de las particulas mediante el analisis con el Zsizer
(aparato que analiza tamaro y forma de particula) nos permitié conocer el rango te
tamafos que presenta este nanomaterial que se encuentra comercialmente como
un polvo. Con respecto a la estabilidad de las particulas en el medio acuoso se
determind el potencial Z (mide la estabilidad de las particulas cuando estan
suspendidas en un medio acuoso, potenciales cercanos a +30y -30 se consideran
estables, por lo que no se precipitan) (Fig. 8 C). El tamafo de las particulas
analizadas con Zsizer fue de 150 nm a 800 nm y presentaron un potencial Z de -
30m a pH 7 del agua (Fig. 8D), este resultado nos permitié determinar su estabilidad

en agua.
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Fig. 8. Caracterizacion fisicoquimica de las particulas E171. Se muestra en la Fig. A) tamafo peso
seco microscopia electronica de barrido (SEM), B) en agua potable microscopia electrénica de
transmision (TEM), D)el indice de polidispersién de las particulas y D) potencial Z en donde el eje Y
grafica los milivolts y el eje X el Ph.
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6.2 Consumo de peso aguay alimento

El seguimiento del peso de los ratones, tuvo la finalidad de analizar si tanto el
tratamiento con AOM/DSS como con las particulas de E171 alteraban
fisiolégicamente a los ratones. Con respecto al peso de los ratones se observo una
tendencia de disminucion de peso en los grupos CCR y CCR+E171 (Fig. 9),
mostrando de esta forma que la combinacion de los tratamientos podria alterar
fisiologicamente a dicho grupo de ratones. Se monitore el consumo de alimento y
agua con la intencion de saber si el tratamiento con AOM/DSS alteraba estos
parametros. Se observa una tendencia de menor consumo de alimento en el grupo
de CCR+E171 que se relaciona a la disminucion de peso del mismo grupo, esto nos
indica indirectamente el deterioro fisico de los ratones a los 72 dias del experimento.
El consumo de agua no fue alterado por la presencia de DSS en los grupos CCR y
CCR+E171 (Fig. 9).
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Fig. 9. Monitoreo de comportamiento habitual de los ratones posterior al tratamiento
con AOM/DSS y E171. A) Peso de los ratones posterior a los tratamientos de E171 y
AOM/DSS. B) consumo de alimentos y C) consumo de agua.
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6.3 Induccidén de secrecion perianal por exposicion a AOM/DSSy E171

A lo largo del experimento encontramos que los ratones que bebieron DSS, después
de cada ciclo secretaban material purulento ademas de cuadros de diarrea con
sangre. Los ratones que no recibieron tratamiento no presentaron ningun tipo de
secrecion (Fig.10 A). Los ratones expuestos intragastricamente a E171 presentaron
sangrado leve a lo largo del experimento (Fig. 10 B). El cuadro de diarrea del grupo
CCR fue el mas severo, acompafado de secrecion de sangre y material purulento
(Fig. 10 C). El grupo CCR+E171 present6 los sintomas del grupo CCR ademas de
protrusion anal (Fig. 1 D). Estos resultados nos indican la presencia de procesos

inflamatorios provocado tanto pos el AOM y DSS como por las particulas de E171.

Fig. 10. Secrecion de sangre, material purulento y protrusion anal por administracién
intragastrica de E171. A) Grupo de ratones Ct. B) grupo de ratones expuestos a durante 7
dias E171 C) grupo de ratones con inducciéon de CCR y D) grupo de ratones CCR+E171.
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6.4 Numero de tumores en colon

El analisis de los colones disectados nos permitié saber si el tratamiento de
particulas inducia tumores. El colon de los ratones del grupo CCR presenté en
promedio 5%1.2 tumores en la parte distal del colon. El grupo CCR+E171 tuvo un
mayor numero de tumores con un promedio de 20.2+3.9 (Fig. 11 Ay B). En este
ultimo grupo los tumores se distribuyeron de la parte distal a la parte media y fueron
mas pequenos que los tumores del grupo de CCR.
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Fig. 11. Incremento de numeros de tumores en colon de ratones. A) Imagen
representativa de presencia tumores en el colon de los ratones B) Numero de tumores.
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6.5 Determinacién histolégica de progresion tumoral por exposicion

intragastricaa E171

El deterioro de la morfologia de las criptas nos permite saber la los estadios de
desarrollo tumoral y de esta forma saber cuales grupos presentaron tumores mas
desarrollados. El analisis histoloégico mostré que la morfologia de las criptas de los
ratones Ct fue normal, se encuentran alineadas una después de la otra
conformando una capa mucosa sana, no presenté anormalidades ni en el acomodo
de las criptas ni en la forma (Fig. 12 A). Histologicamente el colon de los ratones
tratados intragastricamente con 5mg/kg de E171, presentd alteraciones
morfoldgicas en las criptas, en comparacion con las los ratones Ct, la morfologia de
las criptas de los ratones E171 presentaron forma circular sin abertura hacia la luz
del colon (Fig. 12 B), mientras que las criptas del grupo Ct tienen morfologia de una
invaginacion de forma oval alargada con una abertura hacia la luz del colon. El colén
de los ratones con CCR+E171 también presentd alteracion en el alineamiento de
las criptas, perdié la continuidad de unidn con su cripta adyacente. El colon de los
ratones con CCR, presentd alteraciones en la morfologia de las criptas, todas
perdieron su morfologia normal y desaparecieron en su mayoria (Fig. 12 C). El colon
de los ratones con CCR presentd mayor grosor y pérdida de la morfologia de la
capa mucosa. Esta morfologia encontrada en estos ratones, es caracteristica de
adenomas con presencia de alto grado de displasia e hiperplasia. El colon de los
ratones CCR+E171, presento pérdida completa de la morfologia de la mucosa, con
pérdida completa de las criptas (Fig. 12 D). La morfologia del adenoma de este
grupo es caracteristica de un adenocarcinoma tubular, con alto nivel de displasia.
Histoldégicamente los adenocarcinomas de este grupo presentaron mayor grado de
displasia que los del grupo con CCR, indicando un mayor grado de displasia por la

exposicion a E171.
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criptas sanas B), grupo E171 con alteraciones en la morfologia en las criptas del colon, C),
grupo CCR adenocarcinoma colorectal estadio | y D) grupo CCR+E171 adenocarcinoma

colorectal estadio IlI.

6.6 Evaluacion del grado de progresion tumoral mediante los marcadores:
Ki67, COX-2 y B-catenina.

Los marcadores de progresion tumoral que se emplearon en este trabajo se han
utilizado ampliamente en el estudio del desarrollo de diferentes tipos de canceres.
Las inmunofluorescencias para los marcadores de progresion tumoral Ki67, COX-2
y B-catenina (Figs. 13, 14, 15y 16) en cortes histolégicos de colon, presentaron un
patron de expresion similar para todos los grupos. El grupo CCR+ presenté mayor
intensidad de fluorescencia (n=6) en los tres marcadores de progresién tumoral,
mostrando que los tumores de los ratones se encuentra en estadios mas avanzados
de la tumorigénesis. El grupo E171 fue positivo para los tres marcadores, pero
presentd menor intensidad que los grupos CCR y CCR+E171: Este resultado es
congruente con las alteraciones encontradas en la tincion con H&E, donde

encontramos alteraciones morfoldgicas de las criptas. La marca positiva para Ki67
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indica incremento de células en proliferacién ya que es una proteina que se expresa
en los nucleos durante la mitosis (Figs. 13 Ay 14) y la marca positiva para 3-catenina
indica presencia de criptas aberrantes (Fig. 16). El incremento en COX2 indica el
incremento de procesos inflamatorios. Las inmunofluorescencias de los tres
marcadores en el grupo CCR fueron menos intensas que el CCR+E171, pero
presentaron mayor intensidad que la marca de los grupos Cty E171. El grupo Ct

presentd una marca fluorescente basal para los tres anticuerpos.

En resumen estos resultados nos indican que los tumores mas avanzados
estuvieron presentes en el grupo CCR+E171, seguido del grupo CCR, el grupo
E171 aunque no desarrollo tumores presento expresion de los marcadores y el

grupo Ct presento una expresion basal de los mismos.
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Fluorescencia de ki67 Fluorescencia de COX2
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Fig. 13. Incremento de la expresion de marcadores de carcinogénesis cuando los ratones fueron
expuestos a nanoparticulas de E171. Intensidad relativa de fluorescencia de los marcadores de
progresion tumoral A) ki67***p<0.001 vs Ct, B) marcador COX2 y***p<0.001 C), B-catenina *p=<0.05 vs
Ct, n=6.

47



Ct

CCR E171

CCR+E171

Hoechst Kie7 MERGE

Fig. 14. Deteccion de la proteina Ki67 mediante inmunofluorescencia. En
azul nucleos tefiidos con hoechst y en verde la expresion de la proteina ki67.
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Ct

E171

CCR+E171

Hoechst COX2 MERGE

Fig. 15. Andlisis de la expresion de COX2 mediante
inmunofluorescencia. En azul nucleos tenidos con el colorante hoechst y
en verde la expresién de la proteina COX2.
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Fig. 16. Deteccion proteina B-catenina mediante
|nmunoﬂuorescenua.Enamﬂnucbostemdoscondapuenrqolaexmesmn
de la proteina 3-catenina.

CCR+E171
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6.7 Disminucion del nUmero de células caliciformes en el colon

El numero de células caliciformes es una forma indirecta de analizar alteraciones en
el tejido del colon, su desaparicidn indican procesos tumorigénicos. El grupo control
conserva la arquitectura sana del colon y no hubo pérdida de estas. Los grupos
E171, CCR y CCR+E171 tuvieron una notable pérdida de células caliciformes,
95.5%, 65.5% y 86.8% significativamente con respecto al control (Fig. 17). Estos
resultados muestran que tanto los tratamientos con carcinbgenos como las
particulas de E171 promueven la perdida de células caliciformes, lo que

probablemente induce procesos carcinogénicos.
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Fig. 17. Reduccion de células caliciformes en tejido de colon. Grupos A) Ct, B) E171, C) CCR y D)
CCR+E171. El grupo CCR+E171 presenté mayor pérdida de células caliciformes que el grupo E171. Las
barras representan la mediat+ desviacion estandar *p< 0.01 vs Ct; n=6.
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6.8 Determinacién de interleucinas en tejido colorectal

Con la finalidad de entender si la formacién de tumores estaba relacionada con
procesos inflamatorios, medimos la expresion de interleucinas proinflamatorias IL-
2, TNF-a e INF-y, ademas medimos las interleucinas antiinflamatorias IL-10 y GM-
CsF en el tejido colorectal de los ratones. Los resultados muestran un decremento
decrecieron hasta un 51% la expresion de IL-2 en el grupo CCR+E171 vs el grupo
E171 (*p<0.05; Tabla 1). También encontramos un decremento del 53%, 61% y 65%
TNF-a (*p<0.05 vs Ct), INF-y y IL-10 respectivamente en el grupo de CCR+E171
(*p<0.05 vs Ct; #p<0.05 vs E171; Tabla 1). Estos resultados sugieren que el grupo
CCR+E171 presentd un decremento total del sistema inmune ya que decrecieron

todas las interleucinas medidas excepto GM-Cs.

TABLA 1. Deteccion de interleucinas en tejido colorectal de raton

Ct E171 CCR CCR+E171
IL-2 (pg/mL) 30£10  33:7 2145 165* *p<0.05 vs E171
TNF-a 58+25 58+27 406 27+9* *p<0.05 vs Ct
(pg/mL)
INF-y (pg/mL) 4714 49+28% 2817 1816** *p<0.05 vs Ct; #p<0.05 vs
E171
IL-10 (pg/mL) 26+10*  27:6* 1312 94 *p<0.05 vs Ct; *p<0.05 vs
E171
GM-CSF 35+6 38+11 255 22.5
(pgfmt)
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6.9 La exposicion intragastrica a E171 altero el peso de los rifiones de los

ratones

Con la finalidad de determinar cambios fisiolégicos en otros 6rganos realizamos
histologia y pesamos los siguientes érganos: Rifiones, bazo, higado y pulmones. La
exposicion intragastrica a E171 indujo el decremento del 74% del peso de los
rinones (*p<0.01; Fig. 18). El peso del bazo y de los pulmones permanecieron sin
cambios sin embargo presentaron una leve tendencia a decrecer en el grupo
CCR+E171 (Fig.18B C y D). Sin embargo no se presentaron alteraciones

histologicas ni se encontro presencia de urea o creatinina en el suero.
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Fig. 18. Decremento del peso de los rifiones por exposicion intragéstricaa E171. Peso

de A) rifiones, B) bazo C) higado and D) pulmones después de 72 dias de tratamiento con
E171. CCR+E171 vs Ct
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6.10 El cultivo primario de colon internalizé las particulas de E171

Se ha reportado la internalizacion de las particulas de E171 en cultivos celulares,
por esta razén decidimos realizar cultivo primario de células de colon para
determinar si en nuestro modelo in vivo ocurre dicho suceso. Los resultados
muestran que los grupos que no recibieron tratamientos con E171 no presentaron
internalizacion de las particulas (Fig. 19 Ay C). Las células derivadas de los grupos
E171 y CCR+E171 presentaron internalizacion de particulas de E171 (Fig. 19 B y
D). El grupo E171 presenté particulas de E171 asociadas a la envoltura nuclear que
se representan con flechas blancas y circulos blancos. El grupo de CCR+E171
presentaron particulas de E171 dentro del nucleo pero no asociadas a la envoltura
nuclear, también encontramos E171 asociado al citoplasma, reticulo endoplasmico

y mitocondria.
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Fig. 19. Las particulas de E171 fueron internalizadas por el cultivo primario de E171.
Las imagenes representativas de cultivo primario de colon de ratones analizadas por
microscopia electronica de transmision muestran (A) células sin particulas, (B) células con
E171 internalizadas en el nucleo, (C) células derivadas del grupo CCR (D) células del grupo
CCR+E171 con particulas de E171 internalizadas. Las flechas y los circulos blancos
sefialan las particulas asociadas a la cromatina y envoltura nuclear. Nucleo (N), cromatina
(CROM EN AL FIGURA TIENES CHROM, mitocondria (M), reticulo (R) y vesiculas (V).
Imagen representativa.
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Modelo in vitro

6.11 Las particulas de E171 fueron internalizadas por las células HCT116

La tincidon de H&E nos permitié evaluar la morfologia de las células, sin embargo
también nos permitié observar la acumulacion de las particulas dentro de la células.

Principalmente se acumularon en el citoplasma, sin embargo también se

acumularon en los nucleos (Fig. 20).

Internalizacion de particulas E171 por células HCT116

F5 pE/cm2

4 ¢ °

Fig. 20. Acumulacion de particulas E171 en células HCT116, tincién con H&E. Las células
epiteliales de colon acumularon particulas de E171 en el citoplasma (flechas rojas) y en los
nucleos (flechas azules). Células en mitosis acumularon particulas en los cromosémas (flechas

verdes).
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6.12 Las particulas de E171 no alteran la viabilidad de células HCT116

Con la finalidad de evaluar los efectos citotoxicos de las particulas E171, se evalud
la viabilidad de células HCT116 expuestas durante 24 h a 0, 5, 50 y 100 ug/cm? de
E171 (Fig. 21). Los resultados muestran que las células HCT116 expuestas a dichas

concentraciones no presentan disminucion en la viabilidad.
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Fig. 21. Citotoxicidad en células HCT116 a 24 h de exposicién a E171. No se
encontraron diferencias significativas en la viabilidad de las células HCT116.
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6.13 Las particulas de E171 promueven la perdida de material genémico

Para corroborar si las particulas de E171 inducian daio genotoxico, utilizamos
células HCT116 con estabilidad cromosdémica y realizamos la técnica de MNs a
concentraciones no citotoxicas de E171. La exposicién a E171 promovio la aparicidon
de MNs partir de la concentraciéon de 5 pg/cm2, el incremento de MNs fue
directamente proporcional al incremento de la concentracion de E171. Con este
resultado podemos concluir que las particulas de E171 promueven la perdida de
material genético en forma de MNs.

MNs inducidos por exposicion a particulas de E171
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Fig. 22 Incremento de MNs en células binucleadas (BNCs) . A) Imagenes de células
con presencia de MNs B) Cuantificacion de MNs presentes en 1000 células binucleadas.
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6.14 Las particulas de E171 se acumulan principalmente en los polos del
huso mitético

Para corroborar indirectamente cdmo es que las particulas de E171 estan
induciendo la formacion de MNs. Nos planteamos la hipétesis de que el E171
promueve alteraciones en la maquinaria de segregacion de los cromosomas, por lo
que nos dimos a la tarea de buscar células en metafase de la mitosis y observar si
las particulas interactuan con los microtubulos de los husos mitéticos. Se utilizaron
concentraciones no toxicas de E171 (0, 5, 10 y 50 yg/cm?) y mediante microscopia
de epifluorescencia, analizamos la coolocalizacion de las particulas de E171
(campo claro) con las regiones polares de los husos mitéticos que fueron marcados
con el anticuerpo a-tubulina. Ademas se observa coolocalizacion del ADN-ao-
tubulina-particulas E171 (Fig. 23 flecha roja). Los resultados muestran que en todas
las concentraciones las particulas de E171 se acumulan en los polos de las células
mitéticas e interactuaron con los microtubulos de las células en mitosis, asi como
con el DNA.
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Las particulas de E171 se acumulan en los polos de los husos mitéticos
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Fig. 23. Interaccién de las particulas de E171 con los polos del huso mit6tico. Las células
epiteliales de colon HCT116 presentaron acumulacion de E171 en los polos de los husos
(flechas amarillas). Ademas se observa la interaccion de las particulas con la tubulina y ADN
(flechas rojas).
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7 Discusion

7.1 Andlisis del modelo murino y desarrollo de los tumores

Las investigaciones con modelos murinos estudian la distribucion de las NPs-TiO2
en el sistema gastrointestinal cuando éstas son ingeridas. Para esta finalidad en
diferentes trabajos administraron las NPs-TiO2 por via oral, para evaluar los
organos donde las NPs-TiO2 pueden depositarse. Los trabajos concluyen que las
NPs-TiO2 se internalizan por los coloncitos (Wang et al., 2013) y se depositan en la
mucosa del intestino delgado, colon e higado (Onishchenko et al., 2012 y Wang et
al., 2007). En el presente trabajo, debido a los antecedentes anteriores asumimos
que las E171 pueden depositarse en el colon, y generar algun tipo de alteracion en
el epitelio que conlleve a la predisposicion o aparicion de CCR. La dosis utilizada en
el presente trabajo administrada via intragastrica de E171 durante 10 semanas
(5mg/kg/dia), potencié la cantidad de tumores cuando fue administrada en ratones
con CCR. Cuando las E171 se administraron en ratones a los que no se les indujo
CCR, no se observaron tumores colorectales, pero se encontré vascularizaciéon
anormal en la zona distal del colon, lo que significa que las E171 podrian haber
inducido alteraciones que podrian inducir tumores después de las 10 semanas de
exposicion. Una evidencia de que las E171 podrian estar induciendo procesos
carcinogénicos, es que cuando se administraron en combinacién con AOM/DSS
potencian la aparicion de mas tumores, esto significa que de alguna forma las E171

promueven alteraciones que inducen la aparicion de tumores.

Una de las alternativas para la induccién de tumores es que las E171 debido a sus
propiedades fisicoquimicas, pudieran estar promoviendo un ambiente inflamatorio
propicio para la acumulacion de mutaciones, por ejemplo un ambiente oxidante que

esté promoviendo mutaciones puntuales o rompimientos de doble cadena en
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protooncogenes o genes supresores de tumor que conlleven a la induccion de

procesos carcinogénicos y como consecuencia a la formacion de tumores.

El modelo de CCR inducido con AOM/DSS es un modelo utilizado para estudiar la
induccion de CCR asociado a colitis ulcerativa, que es un tipo de enfermedad
inflamatoria del intestino (Ell). En la presente investigacion se encontré que la
administracion intragastrica de E171, CCR el modelo animal nos permite suponer
que las E171 podrian estar promoviendo la formacién de tumores de una forma mas
rapida a los pacientes con algun tipo de Ell. Se ha demostrado que las E171 pueden
acumularse en las ulceras de pacientes con Ell, por lo que es importante resaltar
que el consumo de E171 en un futuro podria estar incrementando la incidencia de
CCR en personas con Ell (Schmidt et al., 2012).

7.2 Andlisis histoldgico de los tumores

En los cortes de colon tefiidos con H&E en los grupos CCR y CCR+E171 se ven
células hipercromaticas que han incrementado su radio citoplasmatico con una
distorsion clara en su arquitectura ya que estan formando un adenocarcinoma
polipoide parecidos a los descritos por Alrawi y colaboradores (Alrawi S. et al.,
2006). Ademas 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 (Jen J. et al., 1994).

Los resultados muestran que las E171 aunque no son capaces de inducir tumores
per se, a dosis de 5mg/kg en 10 semanas de exposicion intragastrica,
histolégicamente si muestran alteraciones en las criptas, estas alteraciones podrian
ser similares a las propuestas por Stevens et al. 2007, quien reporto la pérdida de

la estructura normal y de la posicion, denominandolas como cripticas aberrantes,
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lesibn que dara origen a un adenoma. En general se ha aceptado que la
carcinogénesis de colon, es un proceso que comienza en una cripta coldnica, y que
la aparicion de una cripta aberrante podria iniciar un proceso que dé lugar a un

adenoma y posteriormente a un carcinoma (Tanaka et al., 2003).

Los ratones tratados con AOM/DSS, presentaron histolégicamente un crecimiento
adenomatoso con neoplasia tal como report6 Robertis et al. 2011. Morfolégicamente
fue un adenoma ligeramente diferenciado a adenocarcinoma tal y como reporté
Tanaka T. et al. 2003. Nuestro tratamiento de CCR+E171 y CCR segun la tincién
con H&E presentd la apariciéon de adenomas diferenciados a adenocarcinomas con

invasion en la mucosa.

La displasia de la mucosa colénica se describié por (Riddell et al., 1983 y Pascal
1994) La mucosa se caracteriza por presentar criptas ligeramente dilatadas con
epitelio normal. En la displasia leve, los nucleos son alargados vy
pseudoestratificados con polaridad conservada y el numero de células caliciformes
es normal o ligeramente reducida. En la displasia moderada, hay mayor numero de
nucleos alargados con mayor pseudoestratificacion, también se conserva la
polaridad de las criptas pero disminuye el numero de células caliciformes. En la
displasia severa el nucleo es mas grande de forma ovoide con un prominente
nucléolo, se pierde la polaridad de la cripta e incrementa la cantidad de células
mitéticas y presentan pérdida total de las células caliciformes. Con esta descripcion
podemos decir que los ratones tratados con E171, presentan displasia leve, los
ratones con CCR presentan displasia severa y los CCR+E171 presentaron mayor

grado de displasia.
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7.3 Analisis sobre la expresioén de B-cateninay su probable participacion en la
via Wnt

La exposicion intragastrica a E171 indujo alteraciones moleculares en las criptas
del colon, posiblemente por dafio en la via de Wnt candnica, esta aseveracion la
podemos hacer debido a que encontramos la sobreexpresién de B-catenina en
ambos grupos de ratones tratados intragastricamete con E171. La proteina B-
catenina juega un papel importante en la regulacién de la via de Wnt, ya que esta
proteina, cuando no se encuentra fosforilada en el citoplasma, se transloca al nucleo
y funciona como un activador de los factores de transcripcion C-myc, TCF y LEF,
que regulan proliferaciéon y diferenciacion celular. Mutaciones en esta proteina, o
alteraciones en la expresion de su gen, podrian evitar su captura por el complejo
degradador y su posterior ubiquitinacion y degradacion, desregulando asi, procesos
de diferenciacion y proliferaciéon celular. En el grupo CCR+E171 se han reportado
mutaciones de B-catenina, la han propuesto como un biomarcador de criptas
aberrantes, que es una lesion precarcinogénica en colon que dara origen a un

adenoma y posteriormente a un carcinoma.

El complejo secuestrador de B-catenina esta conformado por GSK3p (glucogemo
sintetasa/cinasa) quien fosforila a B-catenina, para su degradacion via proteoséma,
otras proteinas que conforman al complejo degradador de B-cateninason Axina,
APC, DVL (disvella) por lo que mutaciones en estas proteinas inducen

desregulacion de esta via.

APC es una proteina que forma parte del complejo secuestrador de 3-catenina, APC
presenta sitios de unién a B-catenina, si se inducen mutaciones en estos sitios de
unién, entonces B-catenina se transloca todo el tiempo al nucleo, promoviendo asi
la proliferacion celular. En el sindrome autosdmico denominado como poliposis
adenomatosa familiar, donde los individuos que la padecen presentan adenomas

en el intestino delgado y grueso, es ocasionado por mutaciones germinales en un
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alelo de APC Volgenstain & Fearon 1990 a partir de este descubrimiento se ha
demostrado que la mayoria (85%) de esporadicos se deben a deleciones del locus
5p de APC, induciendo asi un fendbmeno de iniciacion de CCR. La delecién de la
region cromosdémica 5p dara paso a la acumulacion de otras mutaciones y
deleciones, por ejemplo de K-ras y p53. Probablemente las E171 estan interfiriendo
con la segregacion del locus de APC o promoviendo su perdida, induciendo de esta
forma la desregulacion de 3-catenina y como consecuencia de la via de Wnt, pero

ademas iniciando un proceso de CCR que se ya se ha descrito ampliamente.

7.4 Andlisis del papel de COX-2 en el desarrollo de los tumores

La ciclooxigenasa-2 o COX-2 es una proteina citoplasmatica que cataliza a partir
de acido araquidodnico, la sintesis de prostaglandinas. Su expresion es elevada en
sitios donde hay inflamacion, aproximadamente hay expresién de COX-2 en el 80%
de CCR y 40% en adenomas (Rerhart et al., 1994). En el presente trabajo
encontramos mayor expresion de COX-2 en la mucosa de los ratones tratados con
E171 por lo que podemos asumir que hay procesos que conllevan a inflamacién o
que hay activacion de mecanismos que podrian llevar a carcinogénesis, ya que
COX-2 se expresa en el epitelio coldénico neoplasico, mientras que el epitelio normal

es negativo a COX-2.

Se ha reportado que hay sobrexpresion de COX-2 en las células neoplasicas de
ratones con CCR, esta sobreexpresion se ha relacionado a alteraciones de la
proteina APC (Kim et al., 2012). Este fendmeno se ha observado en pacientes con
poliposis adenomatosa familiar, donde alteraciones en APC promueven la
sobrexpresion de COX-2, esto se debe a que la union de APC con 3-catenina atenua
la transcripcion de COX-2 (Takahashi et al., 1998). Esta observacién nos lleva a
suponer que probablemente la sobre expresién de COX-2 en nuestros ensayos

tanto en los grupos E171, y CCR+E1-71, se deba a alteraciones en APC,
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probablemente esto se deba a que hay mutaciones que impiden su unién a (-

catenina o puede deberse a la pérdida del locus 5p.

La presencia de COX-2 es importante en la progresion de los tumores colorectales.
Se ha documentado muy bien su expresiéon de CCR esporadicos y en modelos como
AOM/DSS (Ishikawa & Herschman 2010). Por esta razén podemos asumir que entre
mayor marca de COX-2, mayor sera la progresion del cancer. En nuestros
resultados encontramos que hay mayor expresiéon de COX-2 en los grupo E171, y
CCR+E171 respectivamente, teniendo asi mayor progresiéon de CCR en el grupo
CCRy CCR+E171.

7.5 Analisis del papel de Ki67 en el desarrollo de los tumores

Ki-67 es una proteina presente en todas la células en proliferacion y no en las
células arrestadas, por esta razon su deteccion es utilizada para el diagnostico de
tumores y para la estimacion de la fraccion total de células que se estan dividiendo
(Endl & Gerdes 2000). Se ha demostrado que la presencia de la proteina de Ki-67
es necesaria para la fosforilacion in-vitro de cdc2 que es una proteina importante en
el punto de monitoreo de la fase G2-M del ciclo celular. En nuestros resultados
existe una mayor intensidad de fluorescencia para el anticuerpo Ki-67 en la mucosa
de los ratones expuestos a E171 que la mucosa de los ratones control. Es
importante mencionar que nuestro trabajo coincide con Sycheva et al. 2011 que
reportd mayor numero de células colorrectales en mitosis después de exponer a
ratones por via oral a NPs-TiO2, de esta forma podemos asumir que las E171
pueden estar induciendo la proliferaciéon celular activando procesos de
carcinogénesis. La exposicion intragastrica de las E171 indujo mayor proliferacion
celular en los grupos E171 y CCR+E171, el grupo CCR debié de haber tenido mas
células en mitosis debido al efecto del AOM/DSS, pero presentd menor células

mitéticas que el grupo CCR+E171.
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7.6 Andlisis del papel de las interleucinas en el desarrollo de los tumores

En algunos estudios se han visto altos niveles de IL-6 en el modelo murino de CCR
con AOM/DSS ademas que si se bloguea su expresion se previene la induccion 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
aqui la encontramos disminuida en los grupos CCR y CCR+E171. En ambos casos
esto puede deberse al tiempo en que se midid su expresion, ya que los altos niveles
se encuentran en etapas tempranas de desarrollo de CCR (Hara R. et al., 1998). En
contraste con TNF-a que no tuvo cambios, esto corresponde a lo hallado por
Arianova y colaboradores que al administrar intragastricamente NPs de TiO2,
encentraron que no hay cambios en los niveles de produccion de las citocinas IL-6,
IL-10 y TNF-a (Arianova E. et al., 2012). La medicion de la concentracion de las
citocinas en el tejido colénico no indica un perfil inflamatorio ya que las citocinas
pro-inflamatorias INF-y, TNF-a e IL-1b tienen una baja concentracién comparado al

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

7.7 Analisis del posible mecanismo de inestabilidad genémica

Las particulas de E171 son internalizadas por las células HCT116, esta
internalizacidn permite la interaccion de las particulas con las proteinas presentes
en el citoplasma. Las proteinas que conforman el citoesqueleto son muy
abundantes, la tubulina es una proteina de suma importancia para diferentes
procesos celulares, por ejemplo en la mitosis esta proteina, es necesaria para la
formacion del husmo mitético y la correcta segregacion de los cromosomas
(Gonzalez L et al, 2010). La interaccion de las particulas de E171 con la tubulina
induce alteracion en la estructura de los microtubulos estas alteraciones pueden

inducir dafos en la segregacion de los cromosomas. Se observo que las particulas
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de E171 pueden interactuar con los polos del huso mitético, en ese lugar se
encuentran los centrosomas o también llamados centros organizadores de
microtubulos, donde se expresa la proteina y-tubulina, alteraciones en dicha
expresion conlleva a alteraciones en la progresion del ciclo celular y alteraciones en

el arrastre de los cromosomas en la metafase de la mitosis. (German A. et al., 2013).

Por otro lado no se ha determinado el mecanismo de induccién de micronucleos por
la exposicidn a las particulas de E171, en este trabajo pretendemos determinar que
la induccion de MNs se debe a las alteraciones de los microtubulos, sin embargo
con estos resultados no podemos asegurar que este sea el mecanismo. Es
necesario determinar aun si la procedencia de los MNs se debe a rompimientos de
doble cadena del ADN por un mecanismo independiente a las alteraciones en los
microtubulos, por incremento de estrés oxidativo (Fenech M. 2010). Para determinar
su origen tenemos que realizar los experimentos de inmunodeteccién centromeros
en los MNs y analisis de alteraciones en el “check point” de la mitosis por ejemplo
medir la expresion de los genes de las proteinas BubR1, BUB-1 y BUB-2, que se
encargan de la estabilidad de la secregacién cromosdmica y alteraciones en estos

lleva a inestabilidad cromosdmica (Zhao Y et al., 2014).

8 Conclusiones

Modelo in vivo

e Las particulas presentaron un tamano promedio de 200 nm y un indice de
polidispersion a pH del agua de -23 mv.

¢ El peso de los ratones asi como el consumo de agua y de alimento no fue alterado

por el tratamiento de particulas de E171
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e La administracion intragastrica de aglomerados de 200 nm de E171 (5mg/kg)
durante 10 semanas potencié la formacion de tumores en el colon distal de ratones
BALB/c adultos tratados con AOM/DSS.

¢ Los marcadores de progresion tumoral COX2, Ki67 y -catenina demostraron que
la exposicion a E171 exacerbo la progresion tumoral en el colon de los ratones.

e Las particulas de E171 administradas en ratones a los que no se les indujo
AOM/DSS no indujeron la formacion de tumores pero presentaron alteraciones
displasicas en el epitelio del colon asi como decremento en del numero de células
caliciformes.

¢ El peso de los rifiones disminuyé significativamente en el grupo de ratones E171+,
los pulmones, el higado y el bazo de este mismo grupo no presentaron alteraciones
en el peso.

e Las citosinas IL-2, IL-10, INF-y y TNF-a disminuyeron significativamente en el
tejido del grupo de ratones E171+ CCR.

¢ Las particulas de E171 fueron internalizadas por las células del cultivo primario
de los grupos de ratones E171 y CCR+E171, principalmente en el nucleo y

citoplasma.

Modelo in vitro

e Las células HCT116 expuestas a particulas de E171, presentaron acumulacién
de las mismas en citoplasma y nucleo.

¢ La viabilidad de las células HCT116 no fue afectada por la exposicién a particulas
de E171 en concentraciones de 0, 5, 10 y 50 pg/cm?.

e Las células HCT116 expuestas a particulas de E171 presentaron dafio genotoxico
en forma de MNs, se encontraron mayor cantidad MNs en la concentraciéon de 50
ug/cm?.
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¢ Las particulas de E171 se acumularon en los polos de los husos mitéticos de las

células expuestas a 0, 5, 10 y 50 pug/cm?.

8.1 Conclusién general

La exposicidn a particulas E171 via intragastrica indujo alteraciones displasicas en
el colon de ratones sanos y promovio el incremento de tumores colorectales en el
grupo de ratones CCR+E171. Todos los grupos que recibieron tratamiento con
particulas E171 sobre expresaron los marcadores tumorales Ki67, COX2 y (-
catenina. Las particulas de E171 fueron internalizadas por los colonocitos de los
ratones al igual que fueron internalizadas por las células HCT116, por esa razén
asumimos que las alteraciones gendmicas como incremento de MNs e interaccion
del E171 con los husos mitoticos de células HCT116 son los mecanismos de

potenciamiento de aparicion de tumores.
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