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Resumen

Montenegro, M.A.; Sanchez Negrette, M.; Lértora, W.J.; Catuogno, M.S.: Focos de

criptas displasicas inducidas con 1,2—dimetilhidrazina en intestino grueso de ratas tra-
tadas con molibdeno y tungsteno. Con el propodsito de investigar frecuencia, desarrollo y
localizacion de focos de criptas displasicas (FCD) inducidos por el cancerigeno 1,2—dime-
tilhidrazina (DMH) en intestino grueso de ratas tratadas con molibdeno y tungsteno, fueron

utilizados 120 machos de la cepa Wistar, de 3 meses de edad, mantenidos con dieta balancea-
da ad—libitum y agua desmineralizada. Molibdeno (Mo) y tungsteno (W) fueron administra-
dos en el agua de bebida a la concentracion de 200 ppm. Los FCD fueron inducidos mediante

inyeccion subcutanea semanal de DMH durante 16 semanas, a la dosis de 20 mg/kg de peso

corporal. El Mo, en forma de molibdato de amonio [(NH,), Mo, O,, 4H,0] y el W, en forma

de tungstenato de sodio (Na,WO,), fueron administrados en el agua de bebida a partir de los

dos meses previos a la iniciacion del tratamiento con DMH y continuaron suministrandose

durante 4 meses mas, hasta la tltima dosis de DMH. Todos los animales fueron sacrificados 3

meses después de concluido el tratamiento con DMH. Cortes histologicos de cada uno de los

segmentos del intestino grueso fueron examinados a fin de detectar, localizar y caracterizar
a los FCD, como asi también determinar su relacion con los ndédulos linfoides asociados al

intestino. En el grupo con molibdenosis se observo una significativa disminucion del nimero

de FCD (n=27), comparado con el grupo tratado tnicamente con DMH (n=49) y el grupo

tratado con tungsteno (n=35). Estos datos refuerzan la teoria que diversos componentes de la

dieta pueden jugar un importante rol en la causa y prevencion del cancer de colon, tanto en

seres humanos como en animales de laboratorio.
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INTRODUCCION

Los modelos experimentales en animales brindan
una excelente oportunidad para el estudio de procesos
tumorales y para efectuar experimentos con diversos
factores del medio ambiente, que permiten estimar la
etiologia, el tratamiento y la prevencion del cancer de
colon. Asi, el estudio de estados prencoplasicos en el
colon, es posible mediante la identificacion de lesiones
conocidas como focos de criptas aberrantes (FCA).
Son lesiones encontradas tanto en roedores tratados
con carcinogenos, como en forma espontanea en seres
humanos, y representan el estado inicial del cancer
colonico 3. El estudio de FCA es realizado en trozos
de intestino observados bajo lupa y en cortes histologi-
cos %; abarcan lesiones en criptas con fendmenos proli-
ferativos, hiperplasicos, diferentes grados de displasia
y pequenos adenomas ',

Con referencia al estado inicial del cancer colénico,
existen trabajos que determinan la presencia de lesio-

nes neoplasicas tempranas, conocidas como focos de
criptas displasicas (FCD), formados por areas focales
de criptas con diferentes grados de displasia, luces
dilatadas y en ocasiones de contornos irregulares, con
marcada basofilia celular, frecuentes figuras mitdticas,
disminucion de células mucosas, asi como estratifica-
cion y pérdida de la polaridad. Los FCD comprometen
s6lo la mucosa y no van mas alla de la muscular de la
mucosa **.

La existencia de FCA y de criptas hiperplasicas
con localizacion predominante sobre y alrededor de los
nodulos linfoides asociados al intestino (NLA), fueron
estudiados en ratas y ratones tratados con 1,2—dimetil-
hidrazina a fin de determinar el papel de los acumulos
linfoides en la carcinogénesis colonica *%. Asi, en di-
versas investigaciones se encontré que los adenocarci-
nomas colonicos inducidos experimentalmente en ratas
se originaron preferentemente en criptas relacionadas
con los NLA * 38 Estos resultados sostienen que los
NLA desempefian un rol de promocion en la carcino-
génesis del colon.



Muchos componentes de la dieta han sido impli-
cados como promotores o inhibidores de la carcino-
génesis colonica, los cuales afectan el crecimiento de
las criptas en fases tempranas de la carcinogénesis,
estudiadas mediante la identificacion de FCA y/o FCD
20, 36, 42.

Estudios epidemiolégicos en diferentes poblacio-
nes y trabajos experimentales en animales de laborato-
rio, sostienen la hipdtesis que diversos componentes de
la dieta constituyen importantes factores determinan-
tes en la carcinogénesis del intestino. La dieta sugerida
como factor de riesgo para el carcinoma de intestino,
incluye excesos en la ingesta de grasa de origen animal
y baja ingesta de frutas, vegetales, fibra, calcio y otros
micronutrientes !. En este sentido, varios estudios han
demostrado el efecto protector del molibdeno (Mo) en
la carcinogénesis experimental. La administracion de
Mo en el agua de bebida a una concentracion de 2mg/1
redujo la incidencia de cancer de esofago y estdomago
en ratas tratadas con el carcinégeno N—nitrososarcosi-
ne ethyl ester (NSEE) ?'; resultado semejante se obtuvo
utilizando el carcindgeno N-methyl-N—benzylnitro-
samine . La incidencia de tumores de la glandula
mamaria inducido con el carcindgeno N—nitroso—N—
methylurea (NMU) fue mas baja en ratas hembras
Sprague—Dawley que recibieron 10mg/l de Mo en el
agua de bebida comparada con las controles ** %, La
administracion de Mo en el agua de bebida redujo sig-
nificativamente el nimero de tumores del intestino en
ratas tratadas con el carcinoégeno 1,2—dimetilhidrazina
(DMH) *.

Por otra parte, se ha observado que el tungsteno
(W) interfiere en la absorcion del Mo. En ratas tratadas
con 100 y 200 ppm de W en el agua de bebida se logro
provocar deficiencia de Mo, constatada en tejido hepa-
tico, corroborando que en estos animales el efecto del
W es altamente especifico y no produce sintomas y/o
signos de toxicidad 2.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la
frecuencia, desarrollo y localizacion de FCD inducidos
con DMH en intestino grueso de ratas tratadas con Mo
y W en la dieta, asi como su relacion con la localizacion
de los NLA.

MATERIAL Y METODOS

Fueron utilizadas ratas Wistar, machos, de 3 meses
de edad, con un peso promedio de 180 g. Las mismas
fueron alojadas en jaulas individuales en ambiente con
temperatura controlada de 21°C, mantenidas con agua
desmineralizada y dieta ad—libitum. Molibdeno (Mo)
y tungsteno (W) fueron administrados en el agua de
bebida a la concentracion de 200 ppm. Los FCD en el
intestino grueso fueron inducidos mediante una inyec-
cion subcutanea semanal de DMH durante 16 semanas
a la dosis de 20 mg/kg de peso corporal.

A fin de evitar contaminaciones quimicas del me-
dio ambiente y de los animales no tratados con la droga
cancerigena, los dos grupos fueron alojados en salas
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separadas. Los animales fueron divididos al azar en
dos grupos con diferentes lotes (de 20 ratas cada uno),
conformados de la siguiente manera:

Grupo Control (sin administracion de DMH), com-
puesto por lote 1 (sin tratamiento), lote 2 (tratado con
Mo) y lote 3 (tratado con W), y

Grupo experimental (con administracion de
DMH), compuesto por lote 4 (tratado s6lo con DMH),
lote 5 (tratado con DMH + Mo) y lote 6 (tratado con
DMH + W).

El Mo, en la forma de molibdato de amonio [(NH,),
Mo, O,, 4H,0] y el W, en la forma de tungstenato de
sodio (Na,WO,), fueron administrados en el agua de
bebida dos meses antes del primer tratamiento con
DMH vy el suministro continué durante 4 meses mas,
hasta la Gltima dosis de la DMH.

Dicho cancerigeno fue preparado como una solu-
cion conteniendo 400 mg de DMH disuelto en 100 ml
de agua destilada estéril, conteniendo 37 mg de EDTA
como agente estabilizador y mantenida a pH 6,5 con
hidroxido de sodio.

Todos los animales fueron sacrificados 3 meses
después de la ultima dosis de DMH. En cada uno de
los animales el intestino grueso en su totalidad fue ex-
traido, abierto longitudinalmente y colocado sobre una
plancha de carton, fijado con formol bufferado al 10 %
durante 24 horas, procesado por la técnica histologica
clasica para bloques parafinados, cortado en microto-
mo tipo Minot, en Sum de espesor y coloreados con la
técnica de hematoxilina—eosina.

Fueron analizados cortes histologicos de cada uno
de los segmentos del intestino grueso a fin de detec-
tar, localizar y caracterizar a los FCD. Para el analisis
del nimero de FCD por rata y por grupo, se aplico un
disefio no paramétrico mediante el estadistico de Krus-
kall-Wallis, apoyado por un analisis de la variancia de
los datos ranqueados.

RESULTADOS

Los FCD fueron observados en la mayoria de los
animales tratados con DMH en ciego, colon proximal
(CP), colon distal (CD) y recto. En el lote tratado con
Mo se observo una significativa menor incidencia de
FCD (n=27), comparada con el lote que solo recibio
DMH (n=49), detectandose un niimero intermedio en
el grupo tratado con W (n=35). Los FCD se localizaron
en los tres lotes, con mayor frecuencia en CD: n=25
(51,02%), n=18 (66,66%) y n=22 (62,86%) para los
lotes: 4 (DMH), 5(Mo+DMH) y 6 (W+DMH), res-
pectivamente. El numero y localizacion de los FCD se
detallan en la Tabla 1.

En los tres lotes tratados con DMH los FCD se ubi-
caron preferentemente en criptas alejadas a los NLA.
En el grupo tratado con Mo, solo dos se localizaron
con relacion a NLA; en el lote tratado con W, cinco
tuvieron relacion con los NLA (Figura 1); y en el grupo
DMH once de ellos se localizaron con relacion a los
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Tabla 1. Frecuencia y localizacion anatémica de FCD
en las diferentes porciones del intestino grueso, en los
3 lotes tratados con DMH.

ote DMH Mo+DMH  W+DMH
(n=20) (n=20) (n=20)

N°de FCD 49 27 35

N° de ratas sin FCD 4 8 5

Relacién con NLA* 11 (22,45%) 2 (7,40%) 5 (14,28%)

Recto** 4(8,16%) 1(3,71%) 5(14,28%)

Colon Distal**
Colon proximal**
Ciego™**

25 (51,02%) 18 (66,66%) 22 (62,86%)
10 (20,41%) 7(25,92%) 6 (17,14%)
10 (20,41%) 1(3,71%) 2 (5,71%)

FCD: focos de criptas displasicas, DMH: 1,2—dimetilhidra-
zina, Mo: molibdeno, W: tungsteno, NLA: nodulos linfoides

asociados al intestino, * cantidad y porcentaje de FCD ha-

llados en relacion a los NLA, sobre el total de FCD de cada
lote; **cantidad y porcentaje de FCD en cada segmento del
intestino grueso, sobre el total de cada lote.

NLA. No se observaron FCD en los lotes 1, 2 y 3 del
grupo control.

Los FCD se caracterizaron por comprometer
grupos de 2 a 3 criptas (Figura 2), hasta grupos con
numerosas criptas, ubicandose en la superficie de la
mucosa, en su parte media o comprometiendo casi
todo el espesor de la misma. Se caracterizaron por
marcada basofilia citoplasmatica, disminucion y/o
ausencia de células caliciformes, nucleos prominentes
con cromocentros gruesos y evidente nucleolo; en oca-
siones estratificacion celular y pérdida de la polaridad,
asi como dilatacion y formacion de pseudopapilas y/o
brotes glandulares (Figuras 1 y 2).

No se observaron diferencias significativas entre
los diferentes lotes con respecto a la localizacion de los
FCD en las diferentes porciones del intestino grueso;
no obstante las ratas suplementadas con Mo mostraron
menor numero de FCD, asi como mayor nimero de
ratas sin ningan FCD.

DISCUSION

Los efectos de la molibdenosis y de la deficiencia
de Mo provocada por exceso de W sobre el desarrollo
de FCD fueron diferentes en los tres lotes tratados con
DMH.

La suplementacion con Mo provocd una marcada
disminucién del nimero de FCD, comparados con casi
el doble de los hallados en el lote DMH, ocupando el
lote dosificado con W una posicion intermedia. Estos
datos respaldan la teoria que diversos componentes de
la dieta juegan un rol importante en el desarrollo del
cancer de colon, tanto en seres humanos como en ani-
males de experimentacion.

Estudios epidemiologicos realizados en seres hu-
manos, relacionan al cancer intestinal, principalmente
al cancer colorrectal, con la ingestion de alimentos
ricos en grasas de origen animal y escaso consumo de
fibras *»*. Se considera que no solo la cantidad de grasa

Figura 1. Foco de criptas displasicas localizado sobre

un nodulo linfoide asociado a la mucosa del colon dis-
tal (Hy E, 100x).

' ey Sk e
Figura 2. Foco de criptas displadsicas que compromete

algunas criptas en la superficie mucosa del colon dis-
tal (Hy E, 40x).

y/o fibra ingerida incide en el riesgo del cancer de colon,
sino también el tipo de grasa y de fibra consumidas °.
Trabajos realizados en diferentes grupos poblacionales
humanos y animales experimentales permiten sostener
la hipétesis que la composicion de acidos grasos de la
dieta es uno de los factores determinantes en la carci-
nogénesis del colon. En poblaciones mediterraneas y en



esquimales, cuya principal fuente de grasa es el aceite
de oliva y el aceite de pescado que contienen acido gra-
so omega-3, se registro bajo indice de cancer de colon
', Experimentalmente se comprobo que la incidencia
de tumores de colon es reducida en animales alimen-
tados con alto contenido de dos tipos de acidos grasos:
omega—3 y omega—6 3!,

Por otra parte estudios realizados en China refe-
rentes a los efectos de la suplementacion con vitaminas
y minerales, incluido el Mo, sobre poblaciones de alto
riesgo de cancer de es6fago y estdmago, demuestran
la disminucién del desarrollo de estos tipos de cancer
ante tal suplementacion ”*. Estos trabajos se basan en
el hecho que los niveles de Mo en el agua de bebida, asi
como en sangre, cabello y orina de habitantes de areas
de alto riesgo de cancer de esofago y estomago fueron
mas bajos que en aquéllos de areas de bajo riesgo * *°.
Experimentalmente se observo que el Mo administrado
en el agua de bebida a una concentracion de 2 mg/l re-
dujo la incidencia de cancer de es6fago y estomago, in-
ducidos con NSEE en ratas machos Sprague—Dawley .

En otra experiencia en ratas con un carcinogeno di-
ferente, N-metil-N—benzilnitrosamina administrado
por via subcutanea y con dietas suplementadas con 2
ppm de Mo, se observo una significativa inhibicion del
carcinoma de células escamosas del esofago . En ese
estudio se observo también un significativo aumento de
las concentraciones de Mo y de la actividad de la enzi-
ma xantinoxidasa en es6fago y estdbmago. La incidencia
de tumores en glandula mamaria inducidos experimen-
talmente con el carcinogeno NMU fue mas baja en
ratas Sprague—Dawley recibiendo 10 mg/l de Mo en el
agua de bebida, comparada con los controles **¥.

Dietas suplementadas con Mo en animales de
laboratorio han demostrado un incremento de las
concentraciones de xantinoxidasa en higado, intestino
y riflones 2. Para algunos autores, la accion protectora
del Mo estaria relacionada al incremento del proceso
de detoxificacion mediante la denitrosacion de com-
puestos nitrosos, asi como la activacion de reacciones
de dealquilacion .

En nuestra experiencia utilizamos DMH, un pro-
carcinodgeno que requiere ser activado dentro del orga-
nismo para transformarse en carcindgeno activo . La
activacion metabdlica de DMH incluye primeramente
su oxidacion a azometano ''; una segunda oxidacion
convierte el azometano en azoximetano, el que es luego
N-hidroxilado a metilazoximetanol, transformaciones
que ocurren en el higado y posiblemente en otros te-
jidos 4% El metilazoximetanol es inestable quimica-
mente a temperatura corporal; in vitro es descompues-
to espontaneamente en formaldehido, agua y nitrégeno
7. Durante este proceso se forma un agente alquilante,
el metildiazonio, el cual genera un i6n carbénico capaz
de metilar ADN, ARN y proteinas .

La accion carcinogénica de DMH involucra metila-
cion del ADN de células epiteliales del colon ', Exis-
te evidencia que el metilazoximetanol es descompuesto
en metil-azoxiformaldehido mediante la enzima alco-
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hol-dehidrogenasa '*. Esto es importante ya que esta
enzima esta presente en alta concentracion en colon e
higado de la rata, los cuales son 6rganos blancos para
este carcinogeno.

En el presente estudio, la menor cantidad de FCD
en las ratas tratadas con Mo, podria deberse a que di-
cho elemento interfiere en el metabolismo de la DMH.
El exceso de Mo posiblemente aumentaria las concen-
traciones de las enzimas xantinoxidasa, sulfitoxidasa y
aldehidoxidasa, en las que el Mo actia como co—factor,
inactivando algunos de los pasos en el metabolismo de
la DMH, la cual no llegaria a transformarse en agente
alquilante. Ademas, el Mo podria también inhibir el
proceso de metilacion del ADN y proteinas al activar
la reaccion de dealquilacion, como fue sugerido por
otros investigadores 7.

Nuestros resultados coinciden con los de otros
trabajos en los que el CD y el ciego presentan el mayor
numero de FCD y de tumores **:34. En un intento por
determinar los factores que pudieran actuar sobre la
proliferacion celular en el CD, algunos investigado-
res realizaron un estudio morfologico determinando
la respuesta proliferativa en ratas sometidas a ayuno
*. En esta investigacion revelaron que la densidad de
las criptas del colon era un 36% mayor en CD que en
CP y que el nimero de colonocitos por unidad de area
en CD era el doble al compararlo con el CP. Ademas
observaron que la proliferacion celular aumentaba en
CD durante el ayuno, pero el mayor incremento de la
proliferacion ocurria durante el proceso de realimenta-
cion en CP y ciego. De esta manera, concluyeron que
existen cambios en la proliferacion celular de las distin-
tas porciones del intestino grueso, los cuales pueden ser
modificados con la dieta.

En base a nuestros resultados podemos inferir
que la molibdenosis y la deficiencia secundaria de Mo
provocada por interferencia de W, en este modelo expe-
rimental no modificaron la distribucion de los FCD en
las distintas porciones del intestino grueso.

Otros investigadores demostraron la presencia de
glandulas atipicas con relacion a NLA en colon de ra-
tas tratadas con DMH 2. Ademas, observaron que el
50% de las ratas que recibieron DMH presentaron un
engrosamiento de los NLA en comparacion a los ani-
males controles. Resultados obtenidos en otros trabajos
permiten argumentar que los NLA podrian promover
el crecimiento de adenocarcinomas %28,

Varios investigadores demostraron que los ade-
nocarcinomas ocurren preferentemente en tres sitios
diferentes a lo largo del colon de ratas, y que estan
intimamente relacionados con la localizacion de los
nodulos linfoides *'* %%, En base a resultados obtenidos
mediante la deteccién inmunohistoquimica del factor
de crecimiento transformante alfa (TGF) en criptas
localizadas sobre o dentro de los noédulos linfoides y en
la l[dmina propia adyacente a las criptas, se postula la
hipotesis que existen factores en los nodulos linfoides
que estimulan a las células epiteliales de las criptas
adyacentes a dichos nodulos linfoides, para producir
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y/o secretar TGF . Todos estos hallazgos son concor-
dantes en el sentido que los NLA desempeiian un rol de
promocion en la carcinogénesis del colon.

En conclusion, los resultados del presente estudio
indican que si bien existieron FCD en criptas relacio-
nadas con los NLA, las mismas no fueron lo suficien-
temente importantes en nimero. No obstante, el lote
tratado con Mo mostr6 menor nimero de FCD con
relacion a los NLA.
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Abstract

Montenegro, M.A.; Sanchez Negrette, M.; Lértora,
W.J.; Catuogno, M.S.: Large intestinal dysplastic
crypt foci induced by 1,2—dimethylhydrazine in rats
treated with molybdenum and tungsten. Wistar male
rats, 3 month—old, were fed ad—libitum with a balanced
diet and demineralized water. Molybdenum (Mo)
and tungsten (W) were add to drinking water at 200
ppm concentration. Large intestinal dysplastic crypt
foci (DCF) were induced by 1,2—dimethylhydrazine
(DMH), given subcutaneously as 16 weekly doses at
20 mg/kg body weight. Mo, in the form of [(NH,),
Mo,0,, 4H,0] or W, in the form of (Na,WO,), were
administered in drinking water two months before the
first DMH treatment and then 4 months after, until the
last DMH treatment. Three months after the last car-
cinogen injection, all animals were sacrificed and ex-
amined for intestinal DCF. Number, characteristics and
location of the DCF were recorded and its relation with
intestine—associated lymphoid nodules was examined
histologically. A significantly lower incidence of DCF
was observed in the molybdenum group (n= 27), com-
pared to the control group given DMH alone (n= 49),
and W group (n= 35). These data strengthen the theory
that diverse components of the diet play an important
role in the cause and prevention of colon cancer, in hu-
man beings as well as experimental animals.

Key words: dysplastic crypt, dimethylhydrazine, mo-
lybdenum, tungsten, rats.
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