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RESUMEN

Objetivos: analizar si la administracion oral del acido urso-
deoxicélico previene la aparicion y desarrollo de carcinogénesis
colénica en ratas.

Material v métodos: ciento diez ratas de la raza “Sprague-
Dawley” de 10 semanas de vida, de ambos sexos, fueron divididas
en 5 grupos: a) 20 ratas control, sin tratamiento; b) 20 ratas, tra-
tadas con acido ursodeoxicélico (AUDC), a 4 mg/kg/dia, junto
con etanol, a 1,23 g/kg peso al dia, afiadidos al agua de bebida,
desde el principio del estudio y durante 24 semanas; ¢) 30 ratas,
18 dosis semanales, de 21 mg/kg peso de dimetilhidracina
(DMH) subcutanea, desde el principio del estudio, junto con las
mismas dosis de etanol y AUDC, que en el grupo B; d) 20 ratas,
18 dosis semanales subcutaneas de acido etilen-diamino-tetracéti-
co; v e) 20 ratas, tratadas con las mismas dosis de etanol y las
mismas inyecciones de DMH, que el grupo C. El sacrificio de to-
dos los animales, se llevé a cabo en las semanas 25-27.

Resultados: no aparecieron tumores en ausencia de DMH.
No se observaron diferencias significativas en el nimero de ratas
que desarrollaron cancer de colon, ni en el nimero de neoplasias
por rata, ni en los hallazgos macro-microscopicos de los tumores,
entre los animales del grupo C y del grupo E.

Conclusiones: la administracién de acido ursodeoxicélico, en
la dosis y tiempo utilizados no modific la carcinogénesis coloni-
ca, usando un modelo dinamico de administracién concomitante
de induccién tumoral con DMH en ratas.

Palabras clave: Cancer de colon. Carcinogénesis. Dimetilhidra-
cina. Tumores. Acido ursodeoxicolico.

ABSTRACT

Aims: the present study was designed to examine the effect of
ursodeoxycholic acid as chemoprotective agent in experimental
colon carcinogenesis in rats.

Material and methods: one hundred and ten 10-week-old,
Sprague-Dawley rats were divided into five groups: group A (20),
no treatment. Group B (20), receiving daily both ursodeoxycholic
acid (UDCA) 4 mg/kg of body weight and ethanol 1.23 g/kg of
body weight added to the drinking water from the beginning of
the study through 24 weeks. Group C (30), receiving 18 weekly
doses of dimethylhydrazine (DMH) 21 mg/kg of body weight sub-
cutaneously from the beginning of the study, with the same doses
of UDCA and ethanol as in group B. Group D (20), ethylen-di-
amin-tetracetic acid solution alone for 18 weeks. Group E (20),
receiving the same doses of ethanol plus DMH injections as in
group C. All experimental animals were sacrificed after 25-27
weeks.

Results: no tumors developed in dimethylhydrazine-free
groups. No significant differences in number of tumor-free ani-
mals, number of tumors per rat, and macro-microscopic tumor
findings were seen between animals in group C and animals in
group E.

Conclusions: we concluded that such an ursodeoxycholic
acid supplementation did not modify colorectal carcinogenesis us-
ing a dynamic DMH-induced model in rats.

Key words: Colon cancer. Carcinogenesis. Dimethylhydrazine.
Tumors. Ursodeoxycholic acid.
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INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor muy frecuente
que cursa con una elevada mortalidad en Occidente (1).
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En Asturias representa el 13% de los canceres diagnosti-
cados anualmente (2). Los factores ambientales juegan
un papel destacado en su induccion (3); entre ellos, la
dieta rica en grasas predispone al CCR, en parte debido a
que aumentan la concentracién de dcidos biliares secun-
darios en las heces, los cuales son promotores carcinogé-
nicos (4.5).

El 4cido ursodeoxicdlico (AUDC) se utiliza actual-
mente en terapéutica humana (6-10). Este 4cido biliar ha
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sido descrito tanto como posible agente promotor carci-
nogénico (11,12) como posible agente protector frente al
CCR (13-15). Ha sido recientemente descrito su posible
empleo como agente quimioprotector (16,17), aunque la
dosis y duracién del mismo deben de ser atin establecidos.

Los estudios prospectivos clinicos a largo plazo de
factores etioldgicos ambientales sobre el CCR son difici-
les de llevar a cabo (18). La inducciéon de CCR con 1,2-
dimetilhidracina (DMH) en ratas, es un modelo experi-
mental vdlido actualmente y superponible al humano,
debido a que los tumores inducidos con DMH se parecen
tanto en sus caracteristicas macro-microscopicas como
en su comportamiento clinico (19-21).

El objetivo del presente estudio ha sido el examinar si
el efecto de la adicién de un suplemento oral de AUDC
podria prevenir, en la aparicion y desarrollo de la carcino-
génesis coldnica en ratas de ambos sexos.

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se engloba dentro del mismo experimento
del que se han publicado algunos resultados previamente,
siendo los animales de la misma linea genética consan-
guinea. Se establecié un nimero minimo de 20 ratas por
grupo, en base a una induccién tumoral de 76-90%
(22,23) a la dosis y tiempo establecidos, para una tasa de
tumores entre 1,60 (24,25) y 1,87 (26-28), y una mortali-
dad variable y elevada. En base al niimero de ratas dispo-
nibles, nacidas de los mismos progenitores y que crecie-
ron hasta la semana 10 de vida, se incrementd en 10
animales el grupo con dimetilhidracina, etanol y 4cido ur-
sodeoxicdlico por su mayor mortalidad esperable, y por
ser el grupo mds relevante del presente trabajo.

La administracion aislada de AUDC provocaba un so-
brenadante en el agua de beber y desencadend un leve re-
chazo del agua en los animales. Estos hallazgos experi-
mentales fueron subsanados mezclando el AUDC con
etanol. Asi se consiguié un consumo homogéneo de
AUDC entre grupos y alcanzar la dosis disefiada de
AUDC. Ello oblig6 a disefiar los grupos B,C y E.

No fue posible el disefio del estudio comparando un
grupo DMH con un grupo DMH + etanol + AUDC, al no
ser conocido el efecto de etanol + AUDC sobre la carci-
nogénesis.

Asi, ciento diez ratas “Sprague-Dawley” de 10 sema-
nas de vida (Lab. Letica®, Barcelona, Espafia), de ambos
sexos y de igual linea genética, fueron distribuidas en
cinco grupos: a) 20 ratas, sin tratamiento; b) 20 ratas, tra-
tadas conjuntamente con dcido ursodeoxicdlico (AUDC;
Ursochol®, Zambon SA, Grupo Zambon, Barcelona. Es-
pafia) por via oral, a la dosis de 4 mg/kg peso al dia; junto
con etanol oral a la dosis de 1,23 g/kg peso al dia; y am-
bos afiadidos juntos al agua de bebida, desde el principio
del estudio hasta el sacrificio; ¢) 30 ratas, tratadas con 18
dosis semanales de 21 mg/kg peso de dimetilhidracina
(DMH; Fluka Chemica A.G., Sigma Co.%, St. Louis, Mis-
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souri, EE.UU.), administrado semanalmente (24,25), por
via subcutdnea, desde el principio del estudio, junto con
las mismas dosis de etanol y AUDC que B; d) 20 ratas,
tratadas con 4cido etilen-diamino-tetracético por via sub-
cutdnea con el mismo volumen que C; y e) 20 ratas (gru-
po control DMH + etanol), con las mismas dosis de eta-
nol e inyecciones de DMH que C.

La alimentaciéon fue estindar (Dieta ITM-R20, Lab.
Letica®, Barcelona, Espana), conteniendo 3% grasa 'y 5%
fibra. El 50% de los animales de cada grupo eran pesados
semanalmente hasta el momento del sacrificio. La canti-
dad ingerida de etanol y de UDCA se controlé (29) y se
cuantificd en funcién de la cantidad de agua corriente
consumida por las ratas a lo largo del estudio. Las condi-
ciones de habitabilidad fueron controladas (30,31). Los
animales fueron separados en jaulas con un mdximo de
tres animales por jaula y sin juntar distintos sexos, para
evitar la autofagia y agresiones (23-27).

A lo largo de todo el estudio se siguieron las recomen-
daciones para el trato de animales de experimentacion
tanto del Comité Europeo de Etica (Directiva CEE
1986/609), como del RD 1201/2005 del 10 de octubre.

El sacrificio tuvo lugar entre las semanas 25y 27. Un
nimero fijo e igual de ratas de cada grupo se sacrificaron
semanalmente (23-25).

En la autopsia, se registré el nimero de tumores, su lo-
calizacién y tamafo, obtenido este de sus didmetros m4-
ximos longitudinal y transversal (24,25,31,32). Se toma-
ron muestras de los tumores en el ciego y colon
ascendente (colon derecho) como del colon transverso y
descendente (colon izquierdo). Se clasificaron (33,34) en
funcién de su invasién parietal, grado de diferenciacion,
estirpe histoldgica, asi como su asociacién a la presencia
de placa linfoide y su aspecto macroscépico. Se registra-
ron también otros hallazgos encontrados.

Analisis estadistico

El drea tumoral se representd en forma de media + des-
viacién estdndar (DE), expresada en milimetros cuadra-
dos. Se empled el test bivariante para comparar las dife-
rentes variables entre los grupos, especialmente entre los
grupos terapéuticos C y E. Se utilizé el programa estadis-
tico SPSS-10.1 (Chicago-Illinois). Se consideraron dife-
rencias significativas, cuando el valor de p result6 igual o
menor que 0,05.

RESULTADOS

Se perdieron cinco ratas (4,5%) precozmente que fue-
ron excluidas del estudio: 1 del grupo C (3,3%) y 4 del
grupo E (20%). Una rata macho del grupo C falleci6 pre-
cozmente por un tumor oclusivo de colon descendente.
En el grupo E, fallecieron dos ratas machos por sendos
tumores oclusivos, y un tercero por hemorragia digestiva

REV Esp ENFERM DIG 2007; 99 (9): 491-496
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baja, secundaria a un tumor coldénico con metdstasis he-
paticas; asi como una rata hembra, sin tumor.

No se observaron efectos adversos, tales como diarrea
o deshidratacion, en los animales que concluyeron el es-
tudio.

No se observaron diferencias en la media de consumo
de alcohol entre las ratas de los 3 grupos: 1,23 + 0,0064
g/kg peso al dia en el grupo B; 1,23 + 0,0071 en el grupo
Cy 1,23 £0,0094 en el grupo E (p =0,77).

Tampoco se observaron diferencias en la media de
consumo de AUDC entre ellos: 4 + 0,0021 mg/kg peso al
dia en el grupo B; y 4 +£ 0,0032 en el grupo C (p =0,81).

No se encontraron diferencias en el peso de los anima-
les entre los grupos C y E: para las ratas machos, 531,64
+ 78,71 g y de 556,82 + 27,68 g respectivamente (p =
0,30). Y para las ratas hembras, 316,02 + 2330 g y
307,50 £ 35,90 g respectivamente (p = 0,15).

En los grupos sin DMH (A, B y D) no se encontraron
tumores.

Se observaron 28 tumores coldnicos en las 29 ratas C y
16 tumores en las 16 ratas E. No se observaron diferen-
cias entre estos dos ultimos grupos, en relacion con el nt-
mero de ratas libres de tumor, ni en el promedio de tumo-
res hallados por rata (Tabla I).

No se encontraron diferencias entre los grupos C y E
en cuanto al promedio del tamaifo de los tumores coléni-
cos encontrados, ni en su morfologia macroscdpica, ni en
su localizacién (Tabla II).

En lo referente a las caracteristicas microscépicas de los
tumores no se observaron diferencias significativas entre
los grupos C y E, respecto a la estirpe histoldgica, ni al gra-
do de diferenciacioén tumoral, ni al grado de invasion parie-
tal, ni a la asociacion con tejido linfoide (Tabla III).

Las ratas C presentaron un mayor nimero de carcino-
mas mucinosos en el colon derecho (75%) que en el iz-
quierdo (13,5%) (p = 0,003). Esta tendencia también se
observo en la localizacion de los tumores de las ratas E,
71,4% en el colon derecho y 33,3% en el colon izquierdo
(p =0,31). Dos ratas hembras C, presentaron ademds me-
tdstasis hepdticas asociadas, confirmadas microscopica-
mente y secundarias a tumores colénicos derechos poco
diferenciados y mucinosos (Tabla IV).

Tabla I. Incidencia tumoral y distribucién

DMH +AUDC+0H  DMH + OH
Grupo C(n=29) Grupo E (n=16)
NUmero de ratas al sacrificio, n (%) 29(96,7) 16 (80)
Machos / Hembras, n 14/15 719
NUmero de ratas libres de tumor, n (%) 7(24,1) 6(37,5)
Machos, n (%) 3/14(21,4) 117 (14,3)
Hembras, n (%) 4/15 (26,7) 5/9 (55.6)
NUmero total de tumores, n (%) 28(96,5) 16 (100)
Machos / Hembras, n 15/13 12/4
Promedio tumores/rata, media + DE 1,45 + 0,66 1,60 + 1,02
Machos 1,55+0,82 2+0,89
Hembras 1,18 + 0,66 140

AUDC: 4cido ursodeoxicolico; OH: etanol; DE: desviacion estandar; DMH: dimetilhidracina; n: nimero
de casos.
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Tabla Il. Caracteristicas macroscopicas de los tumores

DMH + AUDC + OH DMH + OH
GrupoC(n=29)  GrupoE (n=16)
Promedio tamafio tumoral, mm? + DE 85,64 + 113,05 45,87 + 53,13
Machos 57,73 £ 56,07 39,08 + 49,69
n=15 n=12
Hembras 117,85 + 65,76 66,25 + 65,76
n=13 n=4
Hallazgos macroscpicos tumorales, n
Polipoideo 19(67,9) 13(81,3)
Plano 2(7.1) 2(12,5)
Otras morfologias 7(25) 1(6,2)
Distribucion tumoral en el colon, n
Colon derecho 12(42,9) 7(43,8)
Colon izquierdo 16 (57,1) 9(56,2)

AUDC: acido ursodeoxicdlico; OH: etanol; DE: Desviacion estandar; DMH: Dimetilhidracina; n: Nime-
ro de tumores. Los datos entre paréntesis reflejan porcentajes del total.

Tabla Ill. Caracteristicas microscopicas de los tumores

DMH + AUDC + OH DMH + OH
GrupoC(n=29)  GrupoE (n=16)

Estirpe histologica, n

Adenocarcinomas 17 (60,7) 8(50)

Carcinomas mucinosos 11(39,3) 8(50)
Grado de diferenciacién, n

Bueno 11(39,3) 4(25)

Moderado 5(17,8) 5(31,3)

Leve 12 (42,9) 7(43,7)
Grado de invasion, n

Carcinoma "in situ” 7(25) 4(25)

Diseminacion peritoneal 5(17,9) 1(6,3)

Otros 16 (57,1) 11(68,7)
Tejido linfoide asociado, n 5(17,9) 5(31,3)

AUDC: 4cido ursodeoxicolico; OH: etanol; DE: desviacion estandar; DMH: dimetilhidracina; n: nimero
de tumores. Los datos entre paréntesis reflejan porcentajes del total.

Tabla IV. Clasificacion tumoral en funcién de la localizacion

DMH + AUDC + OH DMH + OH
GrupoC(n=29)  GrupoE (n=16)
Colon derecho, n 12 7
Tamano tumoral, mm? + DE 116,67 + 108,64 4543 +57,42
Adenocarcinomas, n 3(25) 2(28,6)
Carcinomas mucinosos, n 9 (75)* 5(71,4)
Colon izquierdo, n 16 9
Tamanio tumoral, mm? + DE 62,38 £ 114,03 46,22 + 53,11
Adenocarcinomas, n 14 (87,5) 6 (66,7)
Carcinomas mucinosos, n 2(13,5)* 3(33,3)

*:p = 0,003 (adenocarcinomas frente a carcinomas mucinosos entre colon derecho e izquierdo en el
grupo DMH + AUDC); AUDC: 4cido ursodeoxicdlico; OH: etanol; DE: desviacion estandar; DMH: di-
metilhidracina; n: nimero de tumores. Los datos entre paréntesis reflejan porcentajes del total.

En el grupo C, una rata macho presentd un tumor ye-
yunal localizado, y una rata hembra presenté una carcino-
matosis peritoneal secundaria a un tumor yeyunal poco
diferenciado, ambas sin lesiones malignas coldnicas aso-
ciadas.
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DISCUSION

Para estudiar el cancer colorrectal (CCR) controlando
las diversas variables que intervienen en su induccidn, la
carcinogénesis colénica inducida con 1,2-dimetilhidracina
(DMH) en ratas es un modelo muy utilizado desde hace
mds de 3 décadas (19-21), ya que estos tumores de colon
semejan a los humanos, tanto en sus caracteristicas macro-
microscdpicas, como en su comportamiento evolutivo.

La incidencia de carcinogénesis colénica espontdnea
en ratas es baja, estimada en 2-3 casos/100.000 ratas ob-
servadas (35). En ausencia de tratamiento con un carcino-
génico experimental no es de esperar la aparicién de nin-
gin tumor, como asi sucedi6 en ausencia de DMH.

Las dietas ricas en grasas predisponen al CCR, en parte
debido a que aumentan la concentracion de dcidos biliares
secundarios en las heces, los cuales son promotores carci-
nogénicos (4.5). Dentro de estos, el dcido ursodeoxicdlico
(AUDC) es el 7-beta-epimero del 4dcido quenodeoxicdlico,
y es utilizado actualmente en terapéutica humana (6-10).

No se presentaron efectos secundarios esperables del
consumo de etanol ni del AUDC, como son la deshidrata-
cién o la diarrea, que podrian haber alterado la propor-
cién entre grupos del consumo de ambas sustancias al al-
terar el equilibrio hidroelectrolitico. Asi los grupos no
presentaron diferencias significativas en el consumo de
etanol (25), ni en el de AUDC, siendo por ello compara-
bles y consiguiendo la dosis diaria disefiada y utilizada en
terapéutica humana.

Con este disefio de administracion concomitante de
DMH y etanol (36-38), a las dosis y tiempos establecidos
(25,39-41), se demostré previamente que el etanol no
modifico la carcinogénesis coldnica, por lo que era espe-
rable su inocuidad en el presente estudio. Este trabajo se
engloba dentro del mismo experimento, del que ya se han
publicado algunos resultados previamente.

En estudios humanos (11), se observa que el AUDC
administrado se transforma en el 7-beta-epimero-queno-
deoxicdlico, que se conjuga con las nitrosaminas de la luz
intestinal originando un carcinégeno de accién directa y
vida media prolongada; cuyo efecto a nivel experimental
en ratas, podria venir mediado por un aumento de la per-
meabilidad tisular por estimulacién de los mastocitos
(42); por incremento del ndmero de células a nivel de la
cripta glandular colénica (12,30); o por inhibicién de la
esfingomielinasa alcalina del epitelio (43), también ob-
servada en patologia humana.

En clinica humana, la administracién de dosis bajas,
de 4 mg/kg/dia de AUDC durante un tiempo corto de
unas 3 semanas, redujo significativamente la concentra-
cién de acido deoxicdlico (tomado como biomarcador de
dafo tisular) (13); asi mismo, se observa una reduccién
significativa del riesgo relativo de CCR, con dosis altas
de 13-15 mg/kg/dia de AUDC y de forma prolongada,
durante un promedio de 12 afos (44). También se confir-
ma una cierta eficacia en la prevencion del céncer de co-
lon, mediante el tratamiento con AUDC a dosis medias,
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entre 9-10 mg/kg/dia, administrado durante 6-14 afos
(5); asi como una disminucidn de la incidencia de adeno-
mas y displasias de alto grado de colon, con 8-10
mg/kg/dia durante 3 afios (16).

En estudios realizados en ratas, este efecto protector po-
dria explicarse por una inhibicién de la expresion del onco-
gen K-ras y de la actividad de la ciclooxigenasa-2 de las
células tumorales del colon (15); asi como por una reduc-
cién de la secuencia adenoma-carcinoma a nivel del epite-
lio coldnico (14 45).

Actualmente, la dosis minima eficaz de quimiopreven-
cién para CCR no estd bien definida y su uso no estd atn
establecido (17). En nuestro estudio se ha utilizado la dosis
minima preventiva eficaz (4 mg/kg/dia), la cual pudiera
haber resultado insuficiente para poder demostrar dicha
proteccion frente a la carcinogénesis coldnica, al no haber
encontrado diferencias ni en la frecuencia ni en la agresivi-
dad de los tumores de colon entre los grupos C y E. No
obstante, hubo pardmetros cuya comparacién no alcanzé
diferencias estadisticamente significativas como es el ta-
mafio de los tumores, a pesar de presentar tan gran diferen-
cia de medias (sus intervalos de confianza se solapan),
mientras que otros, como es la localizacién de las lesiones,
con aparente similitud de datos presentaron diferencias es-
tadisticamente significativas. Posiblemente estos resulta-
dos sean causados por un escaso tamafio muestral, lo que
también pudo ser un obstdculo para demostrar el posible
efecto protector del AUDC.

El disefio de administracion concomitante de AUDC y
agente carcinogénico puede resultar controvertido. La ad-
ministracion, a dosis similar a nuestro estudio durante
dos semanas, de AUDC durante la induccién (14) reduce
significativamente tanto la incidencia tumoral, como el
nimero de criptas aberrantes (tomado como marcador de
lesion pretumoral), mientras que la administracién en fa-
ses de promocidén/progresion provocd una reduccion sig-
nificativa de la incidencia tumores de colon en ratas, pero
no del ndmero de criptas aberrantes. Por tanto, el modelo
de administracion concomitante del AUDC y del induc-
tor tumoral utilizado en nuestro estudio, pudiera haber in-
hibido su efecto protector frente al CCR, con lo que no se
observaron diferencias macro-microscopicas ni morfo-
métricas en la carcinogénesis colonica observada entre
las ratas de los grupos C y E.

Hemos interpretado, al igual que en patologia humana,
la estirpe mucinosa del adenocarcinoma como una varie-
dad poco diferenciada, con entidad propia y con evolu-
cion diferente del adenocarcinoma ‘“no mucinoso” (33).
Como en estudios previos (25), hemos encontrado un sig-
nificativo mayor niimero de carcinomas mucinosos en el
colon derecho, respecto al izquierdo en las ratas C.

Se comprobd que este diferente comportamiento entre
colon derecho e izquierdo, como ya ha sido confirmado
por otros estudios (46-49). Los tumores derechos mostra-
ron su habitual peor comportamiento respecto a los iz-
quierdos, y dicho comportamiento fue un efecto total-
mente independiente de los agentes exdgenos utilizados.

REV Esp ENFERM DIG 2007; 99 (9): 491-496
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Estos resultados no son comparables al de otros autores
(28,50), al haber utilizado en este trabajo la clasificacién
morfoldgica de Grau de Castro-Piqué Badia (33) y Lev
(34), descrita en otros estudios (24,25,51).

Concluimos sefialando que el suplemento oral con
AUDC a la dosis de 4 mg/kg/dia, durante 24 semanas: a)
no mostro su efecto protector frente a la induccion tumoral
inducida por DMH en un modelo concomitante de carcino-
génesis colonica; y b) confirmamos la existencia de una di-
ferencia histolégica marcada entre los tumores localizados
a nivel del colon derecho e izquierdo, e independiente de
los agentes exdgenos administrados.
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