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Resumen

Ramirez, G.V.; Villordo, G.; Montenegro, M.A.; Catuogno, M.S.; Sanchez Negrette,
M.: Disminucion del desarrollo de cancer experimental del colon en ratas alimentadas
con leche de bufala. Rev. vet. 23: 1, 15-19, 2012. La leche bovina contiene elementos poten-
cialmente capaces de inhibir la carcinogénesis; a su vez, la leche bubalina tiene un alto valor
debido a su mayor concentracion de solidos totales, grasa, proteina y lactosa. El objetivo del
presente trabajo consistio en determinar el efecto anticancerigeno de la leche bubalina sobre
el desarrollo de tumores y focos de criptas displasicas (FCD) en colon de ratas tratadas con
el cancerigeno 1,2-dimetilhidrazina. Las ratas (n= 78) fueron divididas al azar en lotes que
recibieron agua o leche, con y sin tratamiento con el cancerigeno, durante 123 y 240 dias.
Al final de la experiencia se realizd en cada animal el analisis macro y microscopico del
intestino grueso, determinandose presencia, nimero y ubicacion de tumores y de FCD. Los
resultados demostraron disminucion significativa del nimero de tumores (60%) y de FCD
(62,5%) en los lotes que recibieron leche al compararlos con los que recibieron agua. Estos
resultados permiten demostrar que la leche de bufala disminuye tanto el desarrollo de tumo-
res como de lesiones displasicas de colon en un modelo de carcinogénesis experimental del
intestino grueso.
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Abstract

Ramirez, G.V.; Villordo, G.; Montenegro, M.A.; Catuogno, M.S.; Sinchez Negrette, M.:
Reduced development of experimental colon cancer in rats fed with buffalo milk. Rev. vet.
23: 1, 15-19, 2012. Bovine milk contains elements with potential to inhibit carcinogenesis; in
turn, buffalo milk is of a high value as it contains more total solids, fat, protein and lactose
compared to the former. The objective of this study was to determine the anticancer effect
of buffalo milk on the development of tumors and dysplastic crypt foci (DCF) in colon of
rats treated with the carcinogen 1,2-dimethylhydrazine. Rats (n= 78) were randomly divided
into lots that received water or milk, with and without treatment with the carcinogen, during
123 and 240 days. At the end of the experiment macro and microscopic analysis of the large
intestine were performed on each animal, determining the presence, number and location of
tumors and DCF. The results showed significant reduction in tumor number (60%) and DCF
(62.5%) in lots that received milk compared to those that received water. These results allow
us to demonstrate that buffalo milk reduces both the development of tumors and dysplastic
lesions of colon carcinogenesis in an experimental model of the large intestine.
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INTRODUCCION

Desde la década de 1970 la incidencia de cancer
de colon se ha incrementado en los paises occidenta-
les y se ha convertido en la segunda/tercera causa de
muerte por cancer, tanto en hombres como mujeres > 3.
Su etiologia es compleja e implica factores genéticos y
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ambientales; entre estos tltimos, los habitos alimenti-
cios juegan un rol preponderante 2'. La relacion entre el
cancer de colon y componentes de la dieta, tales como
grasas, fibras, vegetales, vitaminas y otros elementos,
han sido evaluados en estudios epidemioldgicos, asi
como en trabajos experimentales. Estudios epidemio-
légicos en diferentes poblaciones y experimentales en
animales de laboratorio, mantienen la hipdtesis de que
la cantidad y tipo de grasa de la dieta y composicion
de los acidos grasos son factores determinantes en la
carcinogénesis del colon. Trabajos realizados en seres
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humanos relacionan el cancer intestinal, principalmen-
te el cancer colorrectal, con la ingestion de alimentos
ricos en grasa de origen animal y escaso consumo de
fibras 2'.

Si bien la grasa de los productos bovinos (leche y
carne) en muchos casos es considerada perjudicial para
la salud por su alto contenido en 4cidos grasos satura-
dos, en los ultimos afios se ha encontrado que varios
componentes de la leche tienen propiedades anticance-
rigenas, ademas de actividad lipolitica, preventiva de la
arteriosclerosis y la diabetes, por lo que se la considera
un alimento funcional ' . Tales componentes son: es-
fingomielina, acido linoleico conjugado (ALC), acido
butirico, vitaminas A y D, entre otros '®. A su vez, nu-
merosos estudios han determinado que la leche bubali-
na también tiene un alto valor, debido a que posee mas
solidos totales, grasa, proteina y lactosa que la leche
bovina .

El objetivo del presente trabajo consistio en deter-
minar el efecto anticancerigeno de la leche bubalina
sobre el desarrollo de tumores y focos de criptas dis-
plasicas (FCD) en el colon de ratas tratadas con el can-
cerigeno 1,2-dimetilhidrazina (DMH).

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 78 ratas Wistar machos, con edad
aproximada de 6 semanas (160 g), que fueron alojadas
en un ambiente climatizado con temperatura controla-
da (21°C), mantenidas en jaulas metélicas individuales,
con agua y dieta de alimento balanceado ad-libitum.
Los animales fueron divididos de manera aleatoria en
dos grupos: 1 (controles) y 2 (experimentales, inocula-
dos con DMH). A su vez, cada uno de estos grupos se
dividio en lotes, tal como se explicita a continuacion.

Grupo 1 (animales controles, n = 16): compuesto
por cuatro lotes, a saber: lote 1: cuatro ratas con dieta y
agua ad-libitum (123 dias), lote 2: cuatro ratas con dieta
y leche ad-libitum (123 dias), lote 3: cuatro ratas con
dieta y agua ad-libitum (240 dias) y lote 4: cuatro ratas
con dieta y leche ad-libitum (240 dias).

Grupo 2 (animales experimentales, inoculados con
DMH), alojados en un recinto separado del grupo con-
trol, compuesto por cuatro lotes, a saber: lote 5: quince
ratas con dieta y agua ad-libitum + DMH (123 dias),
lote 6: quince ratas con dieta y leche ad-libitum + DMH
(123 dias), lote 7: seis ratas con dieta y agua ad-libitum
+ DMH (240 dias) y lote 8: seis ratas con dieta y leche
ad-libitum + DMH (240 dias).

La leche se obtuvo de 8 bufalas multiparas de razas
Murrah y mestizas Murrah x Mediterranea, alimen-
tadas con pasturas naturales, mayoritariamente por
especies como Andropogon lateralis, A. sellononaus,
Cynodon dactylon, Elionorus sp, Paspalum notatum,
P. almun chase, Sorghastrum agrostoides, Desmodium
canum y Shylosanthes macrosona. Previamente a la
administracion de la dieta lactea a las ratas, se tomaron
muestras de leche a todas las bufalas a fin de determi-
nar su contenido en acidos grasos. La administracion

de leche a las ratas comenz6 una semana antes de la
primera inoculaciéon con DMH. Los tumores intesti-
nales fueron inducidos en los lotes experimentales del
grupo 2, mediante una inyeccion subcutanea semanal
de DMH durante 5 semanas, a la dosis de 20 mg/kg de
peso corporal. La solucion de DMH fue preparada con
400 mg de la droga disuelta en 100 ml de agua destilada
estéril, conteniendo 37 mg de EDTA como agente es-
tabilizador y mantenida a pH 6,5 usando hidroxido de
sodio. Esta solucion fue preparada cada semana, mo-
mentos antes de cada inoculacion.

Al final de la experiencia todas las ratas fueron sa-
crificadas. En todos los animales, el intestino grueso
fue extraido en su totalidad, abierto longitudinalmente,
colocado sobre una plancha de carton y fijado con for-
mol bufferado al 10% durante 24 horas.

Para el estudio macroscopico se determiné el nu-
mero, tamafio y localizacion de los tumores en los dife-
rentes segmentos anatémicos del intestino grueso (rec-
to, colon distal, colon proximal y ciego). Los tumores
fueron clasificados seglin su aspecto macroscopico en
polipoides, con sus variedades pediculados y de base
sésil, y no polipoides, con sus variedades plano con as-
pecto de placa y ulceroinfiltrantes. Para el estudio del
tamafo, los tumores fueron agrupados en 5 categorias:
dela5,de6all,dellals, de 16 a20y masde 20
mm.

Para el estudio microscopico las muestras fueron
procesadas con la técnica clasica para bloques parafi-
nados, cortadas en micrétomo tipo Minot en 5 pm de
espesor y coloreadas con la técnica de hematoxilina-
eosina (HyE). Cortes de cada uno de los segmentos del
intestino grueso fueron examinados a fin de detectar,
localizar y caracterizar los FCD. Los tumores fueron
clasificados en adenomas tubulares (AT), adenomas tu-
bulovellosos (ATV), adenocarcinomas simples (ACS),
carcinomas de células en anillo de sello (Ccas), carci-
nomas mucinosos (Cmu) y carcinomas mixtos (Cmix).

RESULTADOS

Las ratas consumieron la leche de bufala sin ma-
nifestar ningun tipo de rechazo. Todos los animales se
adaptaron a las condiciones del bioterio y fueron ga-
nando peso a lo largo de la experiencia, observandose
que las ratas que consumieron leche terminaron con un
peso mayor en relacion a las que consumieron solamen-
te agua, tanto a los 123 dias (pesos promedio lote 1: 425
g. vs lote 2: 452,5 g y lote 3: 472,5 g vs lote 4: 480 g)
como a los 240 dias (pesos promedio lote 5: 454 g vs
lote 6: 464,66 g, lote 7: 415 g vs lote 8: 430 g) . No se
observaron alteraciones fisicas ni cambios del compor-
tamiento en ninguna de las ratas tratadas con la droga
cancerigena.

La Tabla 1 muestra que al final de la experiencia,
las necropsias revelaron disminucion del nimero de tu-
mores (60%) en las ratas que recibieron leche de bufala
durante 123 dias (lote 6: dos tumores), al compararlas
con las ratas que solo recibieron agua (lote 5: cinco tu-
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Tabla 1. Localizacion de tumores en los 4 lotes experimentales

DISCUSION

del grupo 2.
ocalinacion lote 5 lote 6 lote 7 lote 8 Varios estudios han demostrado que
(DMH+agua) (DMH+leche) (DMH+agua) (DMH+leche) la leche de vaca y sus componentes, tales
recto 0 0 0 0 como esfingomielina, acido butirico, acido
colon distal 4 2 8 3 linoleico conjugado (ALC) y vitaminas A
colon proximal 1 0 1 0 y D, entre otros ?', ejercen efectos inhibi-
ciego 0 0 0 1 torios sobre el desarrollo de tumores en
tumores totales 5 2 9 4 varios modelos de carcinogénesis experi-

Tabla 2. Localizacion de focos de criptas displasicas (FCD) en los

mental en ratas y ratones.

La esfingomielina es el fosfolipido que
predominantemente reside en la membra-
na externa de muchos tejidos animales y

cuya funcion comprende la regulacion de
la fluidez de membrana. Su concentracion

4 lotes del grupo 2.
localizacion lote 5 lote 6 lote 7 lote 8
(DMH+agua) (DMH+leche) (DMH+agua) (DMH+leche)

recto 0 0 0

colon distal 16 4 8

colon proximal 7 5 1

ciego 1 0 0

FCD totales 24 9 9

0 y la de otros fosfolipidos son del 0,2 a 1%
3 del total de lipidos de la leche *, asociados
1 con la membrana del globulo graso. Se ha
0 demostrado que la ceramida y la esfingosi-
4 na participan en tres de las vias anti-proli-

mores). Las ratas del lote 8 que recibieron leche duran-
te 240 dias, también redujeron el numero de tumores
(55,56%: cuatro tumores) al compararlas con el lote 7
que so6lo recibié agua (nueve tumores).

En los 4 lotes experimentales del grupo 2, la mayor
frecuencia de tumores correspondi6 al tipo polipoide
sésil (Figura 1), y en segundo lugar al tipo plano. En
ningin animal se constataron tumores ulceroinfiltran-
tes ni polipoides pediculados.

El colon distal fue asiento de la mayor concentra-
cion de tumores, seguido por el colon proximal y el cie-
g0, no encontrandose tumores en recto, sin diferencias
importantes entre ambos periodos de la experimenta-
cion. En cuanto al tamafio de los tumores, en los lotes
5y 6 se mantuvieron en el rango de 1 a 5 mm, mientras
que en el lote 7 se observo un tumor en el rango de 11-
15 mm y en el lote 8 un tumor en el rango de 6-10 mm.
Los tipos histologicos encontrados correspondieron en
su totalidad a neoplasias malignas, con un total de 17
ACS, 2 Ccas y 1 Cmix en los cuatro lotes experimen-
tales.

La Tabla 2 sefiala que los FCD mostraron una con-
siderable disminucion en todos los animales del grupo
experimental alimentados con leche. Se registro dismi-
nucioén del 62,5% en el lote 6 comparado con el lote 5,
que solo consumio agua (9 vs 24). En el grupo experi-
mental 2 también se observo disminucion del nimero
de FCD del 55,56% en el lote 8 con respecto al lote 7
(4 vs 9). La frecuencia de FCD fue mayor en el colon
distal (Figura 2), seguido por el colon proximal, no en-
contrandose FCD en el recto.

Los resultados obtenidos demuestran que en ambos
periodos de experimentacion, la leche de bufala dismi-
nuy6 substancialmente tanto el desarrollo de tumores
como el de focos de criptas displasicas en este modelo
de carcinogénesis experimental del intestino grueso.

ferativas de regulacion celular: inhibicion
del crecimiento celular, induccién de la
diferenciacion e induccion de apoptosis o muerte ce-

Figura 1. Intestino grueso de rata del Lote 5 con dos
tumores de tipo polipoide sésil en colon distal (flechas).

Figura 2. FCD con displasia leve (circulo) que com-
promete la parte media de la mucosa, correspondiente
a un segmento de colon distal de una rata del lote 7

(HyE 10 x).
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lular programada. Estas vias pueden contribuir a la su-
presion de la oncogénesis. Los metabolitos bioactivos
de esfingomielina, ceramida y esfingosina, pueden ser
referidos como lipidos supresores de tumores . Las in-
vestigaciones sugieren que la absorcion y el metabolis-
mo de la esfingomielina a través del tracto gastrointes-
tinal puede proteger al 6rgano de la carcinogénesis 3.

El 4cido butirico es un inhibidor de la proliferacion
y un potente inductor de la diferenciacion in vitro para
una gran variedad de células neoplasicas, incluyendo
células de leucemia, linfoma, mama, colon, recto, higa-
do, cérvix, ovario y tejido nervioso *. También puede
producir efectos de maduracion en células no cancero-
sas, modular la expresion de oncogenes y suprimir ge-
nes en varios tipos de células. Ha sido reportado que
el acido butirico no solo induce diferenciacion en las
lineas celulares del carcinoma coldnico humano, sino
que también induce apoptosis * y estimula la actividad
antitumoral y antiviral del interferdn in vitro e in vivo 2°.

Uno de los componentes mas importantes de la
grasa lactea es el acido linoleico conjugado (ALC),
considerado un acido graso con propiedades antican-
cerigenas 7, antiaterogénicas e inmunomoduladoras 8.
En cuanto a la actividad anticancerigena del ALC, se
ha demostrado reduccion del mimero de papilomas en
un modelo de carcinogénesis epidérmica en raton 6. En
un segundo estudio realizado por los mismos investi-
gadores se demostro también que el ALC disminuyd
los tumores gastricos en ratas, inducidos experimental-
mente con benzo(a)pyrene en cerca del 50% 7. Otros
investigadores observaron disminucion del nimero de
tumores de mama inducidos experimentalmente con
dimetilbenzantraceno en ratas alimentadas con ALC .

La vitamina A y sus derivados tienen accion anti-
cancerigena y quimiopreventiva en cultivo de células
y Organos > '¢. La deficiencia de vitamina A predispo-
ne a cambios pre-malignos y estimula el desarrollo de
inductores quimicos del cancer '. Los retinoides han
sido demostrados como inhibidores del estado de pro-
mocion de la tumorogénesis en piel de raton; ademas,
pueden actuar como agentes quimiopreventivos de
cancer epitelial de la vejiga urinaria, glandula mama-
ria, pancreas, cavidad oral y pulmén en animales expe-
rimentales % !> !¢ En seres humanos, los retinoides se
consideran preventivos para el cancer de piel, cabeza,
cuello, pulmoén y vejiga y son efectivos en el tratamien-
to de la leucemia promielocitica aguda .

En contraste con los retinoides, el rol del beta ca-
roteno en la quimioprevencion estd minimamente esta-
blecido. En animales ha sido demostrado que previene
la aparicion de tumores de piel inducidos por luz ultra-
violeta y carcinégenos '®. En una experiencia en la que
se administr6 acido butirico durante 26 semanas a ra-
tas Wistar, se observo en intestino grueso una marcada
disminucion de focos de criptas displasicas inducidas
experimentalmente con el cancerigeno DMH 2. Tam-
bién en ratas Wistar que recibieron una dieta a base
de leche descremada durante 14 semanas se observo

un menor numero de tumores inducidos experimental-
mente 2.

En la presente experiencia se observo que las ratas
que consumieron leche de bufala presentaron impor-
tantes disminuciones en el desarrollo de tumores y de
focos de criptas displasicas. Estos resultados coinciden
con otras investigaciones realizadas en las que se traba-
jo con dietas lacteas bovinas '>?? y permiten demostrar
que la leche de bufala constituye un alimento funcional
de alto valor debido a sus componentes potencialmente
capaces de disminuir el proceso de la carcinogénesis en
un modelo biologico de experimental.
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