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Resumen

Introduccion: el almidon resistente (AR) no se digiere completamente en el intestino humano sino que se fermenta en colon; disminuye el pH
intestinal, ya que se producen &cidos grasos de cadena corta, interviniendo de manera benéfica en el tratamiento preventivo y curativo del cancer
de colon rectal. La pirodextrinizacion y la hidrolisis enzimatica son modificaciones al almidén nativo (AN) que pueden incrementar la cantidad de AR.

Objetivo: el objetivo de este proyecto fue evaluar los efectos del almidon nativo de M. cavendish AAA y de los almidones modificados quimica
y enzimaticamente sobre diversos marcadores tumorales en ratas.

Métodos: se realizaron modificaciones (quimica y enzimatica) del AN del banano M. cavendish AAA Y se evaluaron en ratas tratadas con 1,2-DMH.
Se utilizaron 25 ratas Sprague Dawley machos divididas en cinco grupos experimentales: CP, CN, AN, PI'y MER. Durante 4 semanas recibieron
la dieta experimental asignada a cada grupo. Los grupos CP, AN, Pl y MER recibieron 2 inyecciones s.c. (subcutaneas) semanales de 1,2-DMH
(40 mg/kg) (semanas 3y 4). En las heces se evaluaron el pH, la enzima 3-glucuronidasa y los acidos grasos de cadena corta, y se realizé un
estudio histopatoldgico del ciego y el colon para detectar lesiones microscopicas.

Palabras clave: Resultados: la actividad de f3-glucuronidasa disminuyd (p < 0,05) para los grupos AN, PI'y MER en comparacion con el CP. La mayor proporcion
o de acido butirico se observd en el AN (p < 0,05) frente al CN. EI 60 % de las enteritis fueron de grado severo en el CP, mientras que en los

g‘”g'd(t’” resistente. grupos experimentales fueron de 40 %.

utirato. . , s . - . . ., R . v .

Maltodextrina Conclusiones: los granulos de almidon nativo resistieron la pirodextrinizacion pero el tratamiento con c-amilasa rompio la estructura del granulo

resistente. de pirodextrina. De acuerdo a los tratamientos suministrados a las ratas, conforme mayor es la cantidad de AR presente en la dieta (AN), las

Pirodextrinizacion. células neoplasicas no avanzan mas alla de la membrana basal, sugiriendo un posible efecto protector o anticancerigeno celular.

Abstract

Introduction: resistant starch (RS) is not completely digested in the human intestine but is fermented in the colon; intestinal pH decreases as
short-chain fatty acids are produced. This is beneficial for health, and for preventing and treating rectal colon cancer. Pyrodextrinization and
enzymatic hydrolysis are modifications to native starch (NS) that may increase the amount of RS.

Objective: the objective of this project was to evaluate the effects of M. cavendish AAA native and both chemically and enzymatically modified
starches on tumor markers in rats.

Methods: modifications (chemical and enzymatic) were made to M. cavendish AAA NS, and were evaluated in rats with 1,2-DMH. Male Sprague
Dawley rats (25) were used, divided into five experimental groups: PC, NC, NS, PI, and ERM. During 4 weeks they received the experimental diet
assigned to each group. The PC, NS, Pl and ERM groups received 2 weekly s.c. (subcutaneous) injections of 1,2-DMH (40 mg/kg) (third and
fourth week). In feces, pH, B-glucuronidase enzyme, and short-chain fatty acids were evaluated, and a histopathological study was performed
of the intestine to detect microscopic lesions.

Keywords: Results: the activity of $-glucuronidase decreased (p < 0.05) for NS, Pl and ERM vs. PC. The highest proportion of butyric acid was observed

Resistant starch in the NS (p < 0.05) vs. NC group. Sixty percent of enteritides were severe in grade in the PC group, and 40 % in the experimental groups.
esistant starcn.

Butyrate. Resistant Conclusions: native starch granules resisted pyrodextrinization, but treatment with a.-amylase broke the structure of the pyrodextrin granule.

maltodextrin, According to the treatments given to the rats, as the amount of RS present in the diet increases (NS), the neoplastic cells do not advance beyond

Pyrodextrinization. the basement membrane, suggesting a possible cell-protective or anticancer effect.
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INTRODUCCION

El cancer de colon rectal (CCR) es uno de los tumores gas-
trointestinales mas comunes. A nivel mundial, es el segundo tipo
de cancer que se presenta en mujeres y el tercero en hombres
(1). En los dltimos afios, el tratamiento preventivo y curativo de
los pacientes con cancer de colon ha mejorado y se han llevado
a cabo diversos protocolos que incluyen farmacos y cambios
en el estilo de vida, incluida la dieta (2). El almiddn resistente
(AR), al ser parcialmente digerido, se fermenta en el colon, por
lo que disminuye el pH intestinal, ya que se producen &cidos
grasos de cadena corta (AGCC), lo cual es beneficioso para la
salud del colon y para la prevencion y el tratamiento del CCR.
Ademas, actlia como fibra soluble, por o que su consumo se
asocia a generar niveles bajos de glucosa, colesterol y triglicéri-
dos en sangre, influyendo de manera benéfica en el tratamiento
de padecimientos tales como la obesidad, las enfermedades
cardiovasculares y la diabetes (3). Se obtiene almidén de los
cereales, los frutos, los tubérculos y las raices. Aunque el almi-
don se utiliza ampliamente en la industria alimentaria, en su
forma nativa presenta limitaciones para su procesamiento, por lo
que se modifica mediante métodos fisicos, quimicos y enzimati-
€0S que provocan cambios estructurales y en sus propiedades
fisicoquimicas y funcionales (4). La aplicacion secuencial de
los procesos de pirodextrinizacion e hidrolisis enzimatica a los
almidones nativos produce maltodextrinas que son resistentes,
debido a que contienen enlaces atipicos o (1,4), o (1,6), B (1,2)
y B (1,3), y levoglucosanos, que se generan durante la piro-
dextrinizacion. Estos productos presentan baja viscosidad, alta
solubilidad y actiian como AR. Se utilizan para preparar jugos,
leches, sopas, formulas enterales y bebidas carbonatadas (5).
Tomando en cuenta estudios previos sobre los efectos benefi-
ciosos de la ingesta de AR y las ventajas potenciales que ofrece
aplicar de manera secuencial los procesos de pirodextrinizacion
e hidrolisis enzimatica, en el presente trabajo se evalud el efecto
anticancerigeno ocasionado por el consumo de almidon nativo
de banano (Musa cavendish AAA) y de su almidon modificado
quimica y enzimaticamente en ratas tratadas con 1,2-dimetil-
hidrazina.

MATERIAL Y METODOS

COMPUESTOS QUIMICOS

Se utilizaron reactivos quimicos de grado analitico (J. T.
Baker; Phillipsburg, NJ, EE. UU.) y las enzimas se adquirieron
a Sigma Co. (St. Louis, MO, EE. UU.). Para determinar el AR
se utiliz un kit de Megazyme (K-RSTAR 05/2008 Megazyme®
International Ireland Limited 2008). De Sigma Co. (St. Louis,
MO, EE. UU.) se utilizé la 1,2-dimetilhidrazina (DMH) para llevar
a cabo la induccion del cancer en el colon. De la misma marca
se utilizaron los estandares de acidos de grado cromatografico
para la evaluacion de los AGCC, y los gases fueron provistos
por Grupo Infra®,
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MATERIAL BIOLOGICO

El banano verde fue recolectado en Teapa, Tabasco, México. La
produccion, manejo y cuidado de las ratas se realizé en la Uni-
dad de Produccion, Cuidado y Experimentacion Animal (UPCEA),
ubicada en la Division Académica de Ciencias de la Salud (DACS)
de la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco (UJAT), bajo con-
diciones medioambientales controladas de temperatura (21 + 1
°C) y humedad relativa (55 %), ciclos de 12 h de luz y oscuridad,
y acceso a agua purificada (AP) y alimento a libre demanda (dieta
convencional proporcionada por Harlan Teklad para roedores con
18 % de proteina) durante la fase experimental. Se utilizaron 25
ratas macho destetadas, variedad Sprague Dawley, con peso de
80 a 90 gy cuatro semanas de edad (6).

DIETAS EXPERIMENTALES

La extraccion de almiddn nativo (AN) de banano (M. caven-
dish AAA), asi como las modificaciones de pirodextrinizacion e
hidrolisis enzimatica se realizaron bajo condiciones previamente
publicadas (7).

EXTRACCION DE ALMIDON

Los bananos fueron pelados, lavados (agua a 40 °C con 0,3 %
de &cido citrico), molidos y tamizados (malla n.° 100). El sedi-
mento fue separado y secado en una estufa de aire a 50 °C
durante 24 h.

ALMIDON MODIFICADO:
PIRODEXTRINIZACION E HIDROLISIS
ENZIMATICA

Para llevar a cabo la pirodextrinizacion se utilizd una proporcion
de almidon:acido (&cido clorhidrico 2,2 M) de 160:1 (p/v). El &cido
fue dispersado sobre el almiddn para llevar a cabo la reaccion y se
dejo a temperatura ambiente por 16 h. Posteriormente se colocd
en un horno de conveccion por 1 ha 90 °C.

Para realizar la hidrdlisis enzimatica, la pirodextrina se sus-
pendi6 en una solucién al 30 % (p/v), ajustada a pH 6. La mezcla
se coloco en un bafio de agua con agitacion constante a 95
°C. Para llevar a cabo la hidrdlisis se utilizd un 0.01 % de la
enzima a-amilasa EC. 3.2.1.1 (Sigma A-3306, 4000 unidades/
ml) durante 10 min.

EI AN, la pirodextrina y la maltodextrina resistente se molieron,
tamizaron (malla n.° 100) y almacenaron.

DETERMINACION DEL ALMIDON RESISTENTE

Tanto el AN como la pirodextrina y la maltodextrina que se
utilizaron se evaluaron de acuerdo con la técnica descrita en el
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kit para el andlisis del almiddn resistente que provee Megazyme
(K-RSTAR 05/2008 de Megazyme® International Ireland Limited
2008), el cual ha sido aceptado y avalado por los métodos ofi-
ciales de la AOAC International (2002.02) y la AACC Internatio-
nal (32-40.01). Las muestras se incubaron con agitacion (Ovan,
0L30-ME, Espafia) con a.-amilasa pancredtica y amiloglucosidasa
durante 16 h a 37 °C. El AR se recupero tras centrifugar la mues-
tra.a 1500 x g en una centrifuga (Science Med, DM0412, Finlan-
dia) y se disolvio en KOH 2 M en un bafio con agitacion (Ovan,
0L30-ME, Espafa). La solucion se neutralizd con bufer de acetato
y el almidadn se hidrolizo cuantitativamente en glucosa por accion
enzimatica de la amiloglucosidasa. La D-glucosa se cuantificd con
un reactivo de glucosa-oxidasa/peroxidasa (Spinreact, Esparia),
obteniéndose la cantidad de AR presente en la muestra. El calculo
del almidon resistente se obtuvo con la siguiente formula:

F
% AR = (absorbancia de la muestra) (W) (90)

Donde:

F (factor) = concentracion del estandar/absorbancia del estan-
dar = 100/absorbancia del estandar (correspondiente a 100 pg
de D-glucosa).

W = peso seco de la muestra analizada = (100-humedad)/100)
(100 es el factor para representar el contenido de AR como por-
centaje del peso de la muestra).

90 = factor a convertir de D-glucosa libre (segun lo determina-
do) a anhidro-D-glucosa como ocurre en el almidon.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

El analisis morfoldgico se realizd en un microscopio electronico
(JEOL, JSM-7610F FESEM, EE. UU.) con resolucién de 1 nm,
ampliacion de 500 X con micrografia de 10,3 mm, acelerador
de voltaje de 5 kV y corriente de sonda de hasta 200 nA. Las
muestras de AN, pirodexirina y maltodextrina se colocaron sobre
papel conductor de carbono y se metalizaron con una aleacion de
oro-platino durante 1 min con la ayuda de un revestidor giratorio
(Quorum, Q150R ES, Reino Unido); posteriormente se analizaron
en el microscopio electronico para determinar los cambios de
tamafio, forma y estructura granular por efecto de los tratamien-
tos (8).

ENSAYO EN ANIMALES

El protocolo experimental fue aprobado por la Comision para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CCUAL) de la
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de
Morelos (UAEM) (nimero de aprobacion: 006/2015) de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-7200-1999), la Guia
Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y
las normas federales e institucionales requeridas.

Durante la primera semana del estudio, los animales estuvieron
en proceso de adaptacion. Posteriormente se dividieron en cinco
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grupos de cinco animales cada uno y se seleccionaron de manera
aleatoria para su inclusion en uno de los siguientes grupos experi-
mentales: CP (control positivo), CN (control negativo), AN (almidon
nativo), Pl (pirodextrina) y MER (maltodextrina resistente). Durante
4 semanas, los animales recibieron AP y dieta convencional para
roedores con 18 % de proteina, ambos a libre demanda. Las
ratas de los grupos AN, Pl'y MER recibieron a través de una sonda
gastrica sus correspondientes dietas a una dosis de 2 g/kg de
peso corporal (9). Ambos controles (CN 'y CP) recibieron solamente
AP mediante la misma via de administracion y durante el mismo
periodo (cuatro semanas). Para inducir el CCR en las ratas se
utilizé el carcindgeno 1,2-dimetilhidrazina. Los grupos CP, AN, Ply
MER recibieron 4 inyecciones s.c. (subcutaneas) de 1,2-DMH (40
mg/kg) dos veces a la semana durante las semanas experimenta-
les 3y 4 (6). El grupo CN recibio por la misma via una inyeccion
de EDTA con pH 6. La ganancia de peso corporal se monitorizo de
manera semanal con una balanza (Ohaus Defender®, Triple Beam,
EE. UU.) y el consumo de agua y alimento se registrd diariamente.

PRUEBAS FISIOLOGICAS Y SACRIFICIO

Al'término de las 4 semanas, los animales se sometieron a un
ayuno de 12 h para ser sacrificados en una camara de CO, con el
fin de extraer el intestino grueso en dos porciones (ciego y colon).
Se recolectd el contenido fecal en crioviales de 2 ml con tapa de
rosca que se almacenaron en un congelador (Torrey, CHC-80C,
México) a -70 °C para su posterior analisis. Las porciones del
colon se lavaron con solucion fisioldgica y se fijaron en formol al
10 % para su estudio histopatoldgico. Para esto se ataron con
un hilo en cada extremo y se inyectaron con formol. En las heces
se llevaron a cabo las siguientes determinaciones: pH, actividad
enzimatica de B-glucuronidasa y cuantificacion de AGCC por cro-
matografia de gases (CG).

pH CECAL Y COLONICO

Inmediatamente después de la recoleccion se colocd una
pequefia porcion de muestra en la punta de una microespatula
para disolverla en 5 ml de agua destilada; después se midio el
pH de las muestras con un potenciémetro (Hanna® Instruments,
HI222102, EE. UU.).

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
f-GLUCURONIDASA

La actividad enziméatica de la B-glucuronidasa se determing
usando el conjugado B-D-glucurénido de fenolftaleina como
sustrato (10). La enzima presente en la muestra hidrolizé el con-
jugado y la fenolftaleina liberada se monitorizé por el cambio
de color. El extracto fecal se obtuvo utilizando 0,5 g de muestra
(contenido de ciego y de colon por separado) a los cuales se le
adicionaron 10 ml de solucion amortiguadora de fosfatos 0,2 M a
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pH 7; posteriormente se homogenizd en un vortex (Ohaus Defen-
der®, VXMNFS, EE. UU.) y se centrifugd en un equipo (Science
Med, DM0412, Finlandia) a 25,000 x g durante 20 min a 4 °C,
recolectandose el sobrenadante. Para la mezcla de la reaccion
se tomaron 0,8 ml de solucion amortiguadora de fosfatos 0,02
M, 0,1 ml de B-D-glucuronido de fenolftaleina 1 mM y 0,1 ml
del extracto fecal y se colocd todo ello en una incubadora (Ovan,
OL30-ME, Espafia) durante 1 ha 37 °C. La reaccion de la enzima
se detuvo con la adicion de 2,5 ml de glicina alcalina, 1 ml de
acido tricloroacético al 5 % y 1,5 ml de agua. Después de reposar
durante 10 min a temperatura ambiente, la muestra se ley6 a 540
nm en un espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific™, Genesys
10, EE. UU.). La actividad enzimética total de la B-glucuronidasa
se expresd en nmol/min por g de contenido fecal empleando la
siguiente ecuacion:

ug fenolftaleina*100
(PM)(g de muestra)

nmol/ min/ g de contenido =

Donde:

ug fenolftaleina = pg de fenolftaleina liberada.
100 = factor de dilucion.

PM = peso molecular de la fenolftaleina.

CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS DE
CADENA CORTA POR CROMATOGRAFIA
DE GASES

Se utilizaron como estandar &cido acético glacial al 99,8 %,
4cido propionico el 99,8 %, acido butirico al 99,5 % y &cido
2-etilbutirico al 99 %. Los gases utilizados fueron helio, hidrégeno
y nitrégeno con purezas del 99,998 %, 99,999 % y 99,998 %
para CG, ademas de aire grado cero (Grupo Infra®). El analisis
cromatografico se llevo a cabo usando un cromatografo (Agilent®,
7890A GC, EE. UU.) equipado con un detector de ionizacion de
flama (FID) y con una columna capilar (Nukol™, DB-WAX, EE:
Uu.) de 15 m x 0,53 mm.

La extraccion se llevd a cabo suspendiendo 1 g de heces en 5 ml
de agua, homogeneizandose posteriormente la suspension durante
3'min en un vortex (Ohaus Defender® VXMNFS, EE. UU.). Se ajustd
el pH entre 2 y 3 con 4cido clorhidrico 5 M y se mantuvo a tem-
peratura ambiente por 10 min con agitacion ocasional (11). La
suspension se colocd en una centrifuga (Science Med, DM0412,
Finlandia) a 4 °C durante 20 min a 26.000 x g. El sobrenadante se
separd v filtrd con membranas de 0.45 um. El &cido 2-etilbutirico
se adicioné como estandar interno al sobrenadante filtrado en una
concentracion final de 2 mM; posteriormente se inyect6 en el CG
para su andlisis. Los AGCC se identificaron en los cromatogramas
por sus tiempos de retencion. La concentracion de cada acido se
obtuvo mediante una curva de calibracion por cada acido, utili-
zando como sefial analitica el area del pico cromatogréafico, y se
expreso en pumoles/g de contenido de ciego y de colon.

El analisis de la muestra se llevd a cabo utilizando las
siguientes condiciones instrumentales: helio como gas aca-
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rreador a un flujo de 1 miI/min, hidrégeno, nitrdgeno y aire (40
ml/min, 30 ml/min y 450 ml/min, respectivamente). La mezcla
hidrégeno/aire se utilizd para la flama y el nitrégeno se utilizo
como gas auxiliar. La temperatura inicial del horno fue de 60
°C, incrementandose a razon de 20 °C/min hasta llegar a los
180 °C y manteniendo 1 min esa temperatura. La temperatura
del detector y del inyector fue de 210 °C. El volumen de inyec-
cion fue de 0,2 L (12).

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Las secciones de tejido se fijaron durante 24 h en formali-
na al 10 % con pH de 7,4 en una proporcion de una parte de
tejido por 10 de fijador. Una vez realizados los cortes primarios
se procedid de acuerdo con el método habitual de inclusion en
parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 5 pm de grosor,
desparafinados y tefiidos con la tincién de rutina de hematoxili-
na-eosina (HE) (13) para su posterior observacion microscopica en
un equipo (Motic Plan Acromatic, BA-200, EE. UU.) con aumentos
de 400y 1000 X.

REGISTROS Y MORFOLOGIA DE LAS
LESIONES MICROSCOPICAS

Para registrar las lesiones microscopicas de los tejidos se
observaron diez campos al azar con 40 X. Se tomaron en cuenta
los siguientes criterios: tipo de lesion, componente celular predo-
minante y grado de la lesion, que se clasifico en tres categorias:
ligero (lesion que abarca un tercio del tejido), moderado (lesidn
que incluye dos tercios del tejido) y severo (lesidn que compro-
mete la totalidad del tejido) (14). Las fotomicrografias se tomaron
con un microscopio (Motic Plan Acromatic, BA-200, EE. UU.) con
aumentos de 400 y 1000 X.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Las variables de respuesta utilizadas para evaluar el efecto
producido en las ratas tratadas con 1,2-DMH por la ingesta
de AN de M. cavendish AAA, y sus modificaciones, fueron las
siguientes: pH intestinal, actividad enzimatica de B-glucuronida-
sa, concentracion de AGCC y presencia de displasia. Los resul-
tados se expresaron como media aritmética + error estandar
de la media. Se realizd un andlisis de la varianza de una sola via
para cada uno de los modelos, con un nivel de significacion de
p < 0,05. Para determinar las diferencias entre las medias de
los tratamientos se aplico la prueba de Duncan. Para identificar
las lesiones y los tumores en el colon de las ratas, asi como el
grado de inflamacion, se utiliz6 la estadistica descriptiva. Para el
analisis del tipo de enteritis y la presencia de displasia se llevo a
cabo una prueba de Kruskal-Wallis con un nivel de significacion
de p < 0,05.

[Nutr Hosp 2020;37(1):147-154]
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RESULTADOS

DETERMINACION DE ALMIDON RESISTENTE
EN LAS DIETAS

El contenido de AR presente en el AN de M. cavendish AAA fue
del 70,51 %, y después de los tratamientos de pirodextrinizacion
e hidrolisis enzimatica fue del 63,84 % y 11,04 %, respectiva-
mente.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Los granulos del AN (Fig. 1A) presentaron una forma irregular,
elongada y, en algunos casos, esferoidal con un tamafo de 11
pum a 71 um. Se puede observar en la figura 1B la imagen de
la pirodextrina seleccionada, en donde algunos granulos de AN
fueron resistentes al tratamiento quimico de la pirodextrinizacion
y no mostraron cambio alguno. Esto demuestra que el tratamiento
dehilité el granulo pero, a nivel molecular, este no se hidrolizo
totalmente. En la figura 1C se puede observar que, en la MER, la
hidrélisis enzimatica con a.-amilasa provocd un cambio drastico
en la pérdida de la estructura granular.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
B-GLUCURONIDASA Y pH EN HECES FECALES

En la tabla | se muestran los resultados sobre el pH y la acti-
vidad enzimatica de B-glucuronidasa en heces fecales, tanto de
ciego como de colon, de los grupos AN, Pl'y MER. El tratamiento
con AN redujo el pH tanto en ciego como en colon (p < 0,05) con
respecto al grupo CP. En el grupo PI se redujo el pH Unicamente
en el colon (p < 0,05) con respecto al CP. La concentracion de la
enzima B-glucuronidasa tanto en ciego como en colon disminuy6
con todos los tratamientos dietéticos con respecto al grupo CP
(p < 0,05).

CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS
DE CADENA CORTA EN HECES FECALES

En relacion a la produccion de AGCC en las ratas tratadas con
1,2-DMH (Tabla I) se observd que el consumo de AN aumentd la
concentracion de dcido butirico en el colon con respecto al CP
(p < 0,05), llegando a ser igual que en el CN (p > 0,05). Con
respecto a los otros tratamientos modificados (PI'y MER), el AN
fue el tratamiento que produjo mayor concentracion de acido
butirico en colon (p < 0,05). En el caso del acido acético, en el
ciego, el grupo MER presentd mayor concentracion que el grupo
CP (p < 0,05) y un nivel igual al del grupo CN (p > 0,05). En el
colon, el grupo AN presentd mayor (p < 0,05) concentracion de
acido acético con respecto al CP, siendo dicha concentracion
igual a la del CN (p > 0,05). Por Gltimo, en la cuantificacion del
acido propionico en el ciego, los tres tratamientos experimen-
tales mostraron mayor produccion que el grupo CP (p < 0,05).
En el colon, la mayor produccion de acético se observo en los
grupos de los tratamientos con mayor proporcion de AR (AN y
Pl; p < 0,05).

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO: REGISTROS
Y MORFOLOGIA DE LESIONES
MICROSCOPICAS

De manera general e independientemente del tratamiento,
se observd la presencia de enteritis en los animales. La ente-
ritis se categorizo en dos tipos: eosinofilica y linfoplasmocitica.
EI CN presentd enteritis eosinofilica, que esta ligada a sintomas
alérgicos sistémicos y elevaciones de la inmunoglobulina E (IgE).
Por el contrario, los animales tratados con 1,2-DMH presentaron
reacciones inflamatorias de subagudas a cronicas que sugieren
reacciones inmunomediadas como la enteritis linfoplasmocitica,
incluidos los tratados con dietas experimentales y el grupo CP,
sin haber diferencias entre ellos (p > 0,05). Esta inflamacion se
presentd con o sin displasia adicional en el colon de las ratas.

Figura 1.

Micrografia del almidon de M. cavendish AAA: nativo (A); con pirodextrina (B) y con maltodextrina resistente (C).
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Tabla I. Efecto del almiddn nativo de M. cavendish AAA pirodextrinizado
e hidrolizado enzimaticamente sobre diversos parametros fecales de ratas tratadas
con 1,2-dimetilhidrazina

Parametros CN CP AN PI MER
pH en ciego 6,15+ 0,10 6,87 +0,07° 6,67 +0,16° 6,75 +0,10° 6,81 = 0,24
pH en colon 6,41 + 0,02 6,90 + 0,02° 6,72 + 0,09 6,77 + 0,04° 6,91 +0,19°
B-glucuronidasa (nmol/min/g)
Ciego 2,98 + 0,012 4,03 +0,28° 3,65 +0,04° 3,63 +0,09° 3,59 + 0,02
Colon 3,03 + 0,05 3,58 + 0,05 3,29 +0,34° 3,32 +0,14 3,46 +0,01°
Acido butirico (umoles/q)
Ciego 21,02 = 0,402 14,34 + 0,65 15,30 + 0,02 14,05+ 0,74° 14,28 + 0,93
Colon 11,13+ 0,822 7,2+0,37° 10,75 + 0,36° 8,62 +0,13° 5,40 + 0,05
Acido acético (umoles/g)
Ciego 17,34 + 0,54° 14,41 + 0,24° 14,83 = 0,42° 14,77 = 0,04° 16,85 + 0,312
Colon 13,85 + 0,39* 11,41 £0,13° 13,69 + 0,132 12,52 + 0,49 11,00 = 0,16>¢
Acido propidnico (umoles/g)
Ciego 9,79 + 0,372 7,26 +0,17° 8,70 + 0,46° 8,15+ 0,07° 8,82 + 0,40%¢
Colon 8,90 + 0,38 6,51 +0,18° 7,61 +0,20° 7,02 +0,36° 6,45 +0,31°

Promedio + error estandar de la media (n = 5). % Las letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p < 0,05). CN: control negativo, CP: control
positivo; AN: almidon nativo; PI: pirodextrina; MER: maltodextrina resistente.

El grupo AN presentd menor enteritis linfoplasmocitica que el
grupo CP (p < 0,05), lo que significa que tuvo menor toxicidad.
De acuerdo con el grado y el patron de la enteritis observada en
el colon de las ratas, los grupos que consumieron dietas expe-
rimentales presentaron menor proporcion de severidad (40 %)
que el CP (60 %), siendo el patron difuso el que predomind. En
lo referente al estudio microscopico, de manera general no se
observaron cambios patoldgicos aparentes en el CN. Las vello-
sidades intestinales presentaron en el borde células poliédricas
acilindricas, principalmente enterocitos, y algunas vacuoladas en
el citoplasma y con nicleo excéntrico, que son las células produc-
toras de moco o globosas. En el centro de las vellosidades habia
células estromales y de tipo linfoide residente.

En la figura 2 se presenta la fotomicrografia de un corte de
colon de rata del grupo CP en donde se observa un carcino-
ma /n situ en la punta de la vellosidad, la cual exhibe cambios
displasicos de los enterocitos como son; pérdida de la relacion
nucleo-citoplasma, pleumorfismo nuclear, nicleos hipercromati-
€os con nucléolos prominentes y algunas mitosis atipicas.

En cuanto a la incidencia de displasia por efecto de la ingesta

Figura 2.

Corte del colon de una rata del grupo de control positivo. Fotomicrografia tomada
con la técnica de tincion habitual de hematoxilina-eosina (HE) (1000 X).

de AN de M. cavendish AAA y sus productos modificados, se
observd que en el CP hubo evidencia de lesiones (displasia) en el
80 % de los casos, con células neoplasicas sin rebasar la mem-
brana basal (carcinoma in sitt). EI grupo tratado con AN presentd
la menor proporcion de displasia (20 %; p < 0,05) con respecto
al CP, incluso menor que la de los grupos que consumieron Ply
MER (p < 0,05).

En el presente estudio se observa que, conforme mayor es la
cantidad de AR presente en la dieta (70,51 % para AN, 63,84 %
para Ply 11,04 % para MER), las células neoplasicas no avanzan
mas alld de la membrana basal. A este respecto, en la figura 3
se observa el corte del colon de una rata del grupo MER con
presencia de carcinoma in situ exofitico, siendo el tratamiento
con MER el que menor cantidad de AR presentd.
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Figura 3.

Corte del colon de una rata con ingesta de maltodextrina resistente. Fotomicrogra-
fia tomada con la técnica de tincion habitual de hematoxilina-eosina (HE) (1000 X).

DISCUSION

Aparentemente, el proceso de pirodextrinizacion del AN de M.
cavendish AAA no provocd un efecto considerable, al no incre-
mentar el contenido de AR. Sin embargo, los resultados de los
cambios a nivel molecular se evidencian en la microscopia elec-
tronica de barrido, donde se puede observar que el tratamien-
to de pirodextrinizacion debilitd el granulo, que no obstante no
resultd totalmente hidrolizado. Esta reportado que el granulo de
esta variedad presenta crestas y una capa superficial espesa que
puede impedir la accion de agentes quimicos externos como seria
el caso del HCI en la pirodextrinizacion; sin embargo, su superficie
es suave y densa, lo que lo hace mas susceptible a la modificacion
enzimatica (4). Esto sugiere que la MER fue hidrolizada por la
a.-amilasa durante su proceso de hidrdlisis y no por el tratamiento
de pirodextrinizacion.

Resultados similares se reportaron previamente con el AN de
M. cavendish AAA al realizar una hidrdlisis con HCI (2,2 M), pro-
duciéndose una disminucion del AR y un aumento del almidén
de digestion lenta (ADL). El almiddn fue resistente al tratamien-
toy a la pérdida de su estructura granular, formando residuos
que podian contener material amorfo, lo que pudo provocar el
incremento del ADL y la reduccion del AR posterior al tratamiento
de hidrdlisis acida (15). Este mismo comportamiento pudo haber
ocurrido en el presente estudio ya que, posteriormente al proceso
de pirodextrinizacion, la cantidad de AR disminuyd y, aunque el
contenido de AR por efecto de las modificaciones (quimica y enzi-
matica) no fue mayor que el que presento el AN, la presencia de
AR en los productos modificados hace suponer que la formacion
de enlaces atipicos durante la pirodextrinizacion se realizé en
muy poca cantidad, con la posibilidad de que se incrementara la
cantidad de ADL.

El efecto observado en los animales por la ingesta de los dife-
rentes tratamientos muestra una disminucion del pH'y de la acti-
vidad enzimédtica de (3-glucuronidasa, asi como una mayor pro-
porcion de dcido butirico registrada en las heces de los animales
que consumieron AN de M. cavendish AAA. Es posible considerar
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la posibilidad de que el AN fuera el tratamiento con la cantidad
suficiente de AR para funcionar como fuente de carbono de las
bacterias coldnicas, lo que permitio la fermentacion para producir
AGCC (16), especificamente butirico, lo cual pudo haber favoreci-
do la proliferacion de las células integrantes de la mucosa sana a
nivel del colon, contribuyendo a la reduccion del pH intestinal (17).
Se ha reportado que el consumo de AR produce un 41 % de acido
aceético, un 21 % de acido propidnico y un 38 % acido butirico
(18). En el presente estudio, los animales que consumieron AN
presentaron tanto en ciego como en colon un 43 % de 4cido
butirico. Cabe mencionar que, aunque ciertos sustratos, como el
AR, aparentemente presentan un efecto butirogénico en el colon,
no se sabe en qué medida estimulan directamente la produccion
de este AGCC (19).

Con respecto al estudio histopatoldgico, la enteritis eosinofilica
del CN fue de curso benigno, caracterizada por infiltracion de
eosindfilos en cualquiera de las capas del tracto gastrointestinal,
con o sin hipereosinofilia sanguinea; su presencia esta ligada a
sintomas alérgicos sistémicos y elevaciones de la inmunoglo-
bulina E (IgE). Esto sugiere una posible etiologia en relacion con
reacciones alérgicas de origen alimentario (20). Sin embargo,
todos los animales a los que se les aplico 1,2-DMH presentaron
reacciones inflamatorias de subagudas a cronicas, 1o que sugiere
una inflamacion intestinal idiopatica caracterizada por infiltracion
linfoplasmocitica del tracto gastrointestinal. Se ha reportado que
esta infiltracion puede variar ampliamente el estado de gravedad,
ya que llega a estar acompafada de hiperplasia de células pro-
ductoras de mucosa y atrofia o fibrosis, en donde el progresivo
estadio puede incluso desencadenar la presencia de adenocar-
cinomas (21). El hecho de que los animales que consumieron
AN hayan presentado menor enteritis linfoplasmocitica sugiere
la presencia de menor toxicidad, lo que hace suponer que este
efecto fue por la cantidad de AR presente en su dieta. El aumento
del flujo sanguineo coldnico por la produccion de acido butirico
contribuye a la disminucion de la enfermedad inflamatoria intesti-
nal, que es una condicion de alto riesgo para el desarrollo de CCR
(22). Esto coincide con los resultados de la presente investigacion,
ya que el AN produjo mayor cantidad de este cido y, a la vez, dis-
minuyd la toxicidad en los animales que consumieron esta dieta.

Es importante indicar que una limitante del presente estudio
radicé en no tener los medios para evaluar el contenido de las
fosas de las criptas aberrantes (FCA) en el colon de los animales.
Sin embargo, otros estudios en ratas Wistar en los que se utilizd
la misma dosis de 1,2-DMH empleada en el presente estudio han
reportado la presencia de FCA, clasicas en el desarrollo temprano
del CCR (6,23). Ademas, la evidencia de lesiones (displasia) en
el 80 % de los casos, con células neoplasicas sin rebasar la
membrana basal (carcinoma in Situ), sugieren un efecto carci-
nogeénico (24).

En este estudio se observd que, conforme mayor es la cantidad
de AR presente en la dieta (70,51 % para AN, 63,84 % para PI
y 11,04 % para MER), las células neoplasicas no avanzan mas
alla de la membrana basal, lo que sugiere que la cantidad de AR
presente en la dieta es directamente proporcional al posible efecto
protector 0 anticancerigeno celular. Los mecanismos precisos por
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los cuales el AR inhibe o promueve las lesiones preneoplasicas
del colon no se conocen completamente. En general, el efecto
anticancerigeno se ha atribuido principalmente a la fermentacion
de los AGCC luminales, particularmente el &cido butirico, que
inhibe la proliferacion celular, induce la diferenciacion y mejora
la apoptosis en las células del CCR.
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