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RESUMEN: EI osteosarcoma (OS) es
un tumor maligno de hueso, constituye
el 75% en pacientes jovenes, afecta
principalmente huesos de las extremidades
inferiores. No existe ningin método eficaz
para prevenir este tipo de cancer y puede
inducir la amputacion. El beta-sitosterol
(BS) es un compuesto vegetal. Estudios
han demostrado propiedades biomédicas
inmunomoduladoras, antimutagénicas,
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antiinflamatorias y antioxidantes. El benzopireno (BZP) es un hidrocarburo, capaz de inducir
OS. Considerando estos antecedentes, se planted este proyecto de investigacion. Por lo
que el objetivo fue determinar en un modelo de carcinogénesis 6sea en ratas, la actividad
quimioterapéutica de beta-sitosterol en el desarrollo del osteosarcoma. Se indujeron lesiones
neoplasicas mediante la administracion perifemoral de BZP. De la 7% a la 9% semana se
administré por via oral BS. Se registro el peso de las ratas, se tomaron muestras sanguineas
para realizar estudios de genotoxicidad; se realizaron pruebas bioquimicas mediante para
determinar velocidad de sedimentacion (VSG), fosfatasa alcalina (FA) y deshidrogenasa
lactica (DHL). Al cumplir la novena semana, se realizd eutanasia, se extrajeron los fémures,
tibias, higado y pulmones para su estudio histopatolégico.

PALABRAS CLAVE: Osteosarcoma, Benzopireno, beta-sitosterol, quimioterapéutico, Murine
model.

ABSTRACT: Osteosarcoma (OS) is a malignant bone tumor, constitutes 75% in young patients,
mainly affects bones of the lower extremities. There is no effective method to prevent this type
of cancer, and it can lead to amputation. Beta-sitosterol (BS) is a plant compound. Studies
have shown immunomodulatory, antimutagenic, anti-inflammatory, and antioxidant biomedical
properties of this compound. Benzopyrene (BZP) is a hydrocarbon, capable of inducing OS.
Considering this background, this research project was raised. Therefore, the objective was
to determine, in a model of bone carcinogenesis in rats, the chemotherapeutic activity of beta-
sitosterol in the development of osteosarcoma. Neoplastic lesions were induced by perifemoral
administration of BZP. From the 7th to the 9th week BS was administered orally. The weight of
the rats was recorded, blood samples were taken for genotoxicity studies; biochemical tests
were performed to determine sedimentation rate (ESR), alkaline phosphatase (FA) and lactic
dehydrogenase (DHL). At the ninth week, euthanasia was performed, femurs, tibiae, liver and
lungs were removed for histopathological study. Preliminary results show a chemoprotective
activity of betasitsoterol in the animals studied. The activity in Sprague Dawley rats being
more evident compared to the results in Wistar rats.

KEYWORDS: Osteosarcoma, Benzopyrene, beta-sitosterol, chemotherapeutic, Murine
model.

INTRODUCCION

El osteosarcoma es una neoplasia maligna primaria, derivada del mesénquima 6seo
y tipicamente forma tejido osteoide o hueso inmaduro. Suele ocurrir durante la adolescencia,
durante la etapa de crecimiento. Es el tumor primario de hueso s6lido mas comun [1] y
constituye aproximadamente el 20 % de los sarcomas 6seos primarios (American Cancer
Society, 2018). Cada ano se diagnostican entre 400 y 1000 casos nuevos en Estados
Unidos [2,3], lo que supone una incidencia de 8/1.000.000 en la poblacién general. Se
considera una enfermedad juvenil ya que 7,5 de cada 10 casos aparecen en pacientes
menores de 25 afos [4]. La mayoria de los casos en pacientes mayores son sarcomas
secundarios, es decir, sarcomas que surgen como complicacion de enfermedades 6seas

preexistentes (enfermedad de Paget, osteomielitis cronica, infartos 6seos cronicos) o
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en tejidos previamente irradiados. Es uno de los pocos tumores que comienzan en los
huesos y hacen metastasis a otras partes del cuerpo [5]. El osteosarcoma es considerado
un complejo de resistencia a los tratamientos convencionales. Actualmente no existe un
método eficaz para prevenir este tipo de cancer. El tratamiento del osteosarcoma incluye
quimioterapia, seguida de cirugia (amputacion o cirugia de rescate) y quimioterapia
posquirurgica. A pesar de los avances significativos en el tratamiento del osteosarcoma,
el pronostico de los pacientes con metastasis sigue siendo malo, con una supervivencia
general del 55 % después de la cirugia y la quimioterapia intensiva [6,7].

MODELOS ANIMALES

Los modelos animales utilizados en la investigacion del tejido 6seo son tan diversos
como los materiales y las estrategias de reparacion. Generalmente, y como en otras areas
de la ciencia, los estudios en animales se inician en modelos como el ratén o la rata,
seguidos de conejos, cerdos y ovejas. La mayoria de los estudios se centran en animales
medianos y grandes, debido a que la cirugia es compleja y requiere de un area grande para
ser realizada y los resultados obtenidos en estos casos son mas facilmente extrapolables
a un posible uso clinico. En cuanto a los modelos de lesién del tejido musculoesquelético,
se utilizan tanto modelos de lesion critica (lesiones que no se reparan espontaneamente)
como modelos no criticos (lesiones que curan espontaneamente) [8]. La localizacién
anatomica de estos defectos depende del objetivo del estudio. En este sentido, las mas
comunes son las lesiones y osteotomias en huesos largos (fémur, tibia, humero y radio),
craneo, lesiones lumbares y lesiones en la region maxilofacial. Existe cierta controversia al
comparar los resultados obtenidos en diferentes modelos animales. Esto se debe a que, en
algunos casos, los compuestos que parecen funcionar en animales pequefios no funcionan
en animales mas grandes. Por ello, se considera de gran importancia la correcta elecciéon

del material de estudio, el tipo de lesién a realizar y el modelo animal elegido [9].

MODELOS DE INDUCCION DE CANCER MURINO

Desde principios del siglo pasado hasta la actualidad, los modelos murinos han
contribuido al conocimiento de la patogenia de muchas enfermedades y al desarrollo de
nuevas terapias. La tendencia actual de la investigacién biomédica sugiere que, en un
futuro proximo, la disponibilidad de modelos murinos mejorara enormemente gracias al
gran numero de técnicas de manipulacion genética y proyectos de mutagénesis quimica
existentes. Por tanto, el uso de estos modelos sera fundamental para el estudio funcional
de las secuencias obtenidas a partir de los proyectos de secuenciacioén del genoma humano
y murino [10,11]. El uso de modelos murinos se debe a que estos modelos ayudan en la
comprension de la patogénesis de muchas enfermedades y el desarrollo de terapias para

reemplazar la funcién defectuosa de un gen dado. En medicina experimental, el roedor es
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un organismo modelo que ofrece muchas ventajas frente a otros modelos genéticos como
la mosca Drosophila, la mosca Caenorhabditis elegans benatode, entre otros [12,13].
Estas ventajas son:

« Al ser un mamifero, gran parte de sus procesos bioquimicos son similares aun-
que no idénticos a los humanos.

+  Tienen un tiempo de gestacion muy corto, son muy prolificos y se adaptan fa-
cilmente a la vida en bioterio, lo que permite controlar las variables ambientales
en los experimentos.

+  + Después de los humanos, son las especies mas estudiadas desde el punto
de vista genético

. Hay una gran cantidad de lineas definidas genéticamente, como lineas consan-
guineas y congénitas, ademas de cientos de mutaciones y una gran cantidad de
reordenamientos cromosémicos disponibles.

+  Es el Ginico animal que cuenta con sistemas eficientes para el cultivo de células
embrionarias pluripotentes (células ES), lo que permite la realizacion de muta-
ciones dirigidas (ratones KO constitutivos y condicionales).

Algunos modelos reportados en la literatura para el desarrollo de OS son los
siguientes: Se estableci6 un modelo animal para OS humano en hamsters dorados sirios
recién nacidos, inyectando células OS humanas cultivadas adyacentes al fémur, todos los
animales desarrollaron OS y metastasis pulmonares con una supervivencia de 36 dias.
media [8,14]. Otro modelo fue desarrollado con inyecciones intramedulares tibiales del
virus del sarcoma murino de Moloney en tres cepas de ratas endogamicas neonatales,
10 dias después presentaron tumores altamente malignos, produciendo mortalidad en
todas las ratas tratadas [10]. Otro grupo de investigadores indujo OS con virus mediante
la prueba de microtoxicidad de linfocitos, con inyeccion intratibial del virus del sarcoma
murino de Moloney. El 73% de los animales inyectados progresaron a OS y causaron
metastasis pulmonares con una supervivencia no superior a 2 meses [15]. Sin embargo,
estos modelos tienen desventajas; la mortalidad es alta en cada uno de los modelos de
benzopireno utilizados.

BENZOPIRENO

El benzopireno (BZP) es un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP) potencialmente
cancerigeno. El alto contenido de BZP en algunos alimentos (frutos secos, embutidos,
chorizo, especias, pizzas, pan de lefia, carnes a la parrilla, café tostado) se debe a su
proceso de elaboracion que involucra procesos de combustion incompleta, también se
puede encontrar en el tabaco. El BZP se produce por condensacion de cinco anillos de
benceno durante procesos de combustion a temperaturas de 300 a 600 °C. Desde 1775 los
médicos britanicos Pott y Hill, observaron alta incidencia de cancer de escroto en el personal
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encargado de la limpieza de chimeneas (chimney deshollinadores) [16]. Aproximadamente
cien afios después, se informaron hallazgos similares en Alemania y Escocia, entre
trabajadores de la industria de alquitran de hulla y parafina. Estas observaciones llevaron a
la conclusién de que los derivados del petréleo y del carbdn contenian sustancias capaces
de inducir tumores. confirmado en 1918, cuando los investigadores japoneses Yamagiwa e
Ichikawa demostraron que el alquitran aplicado a la piel de los conejos inducia cancer [17].
Hallazgos similares en ratas fueron documentados en 1920, en Inglaterra por Kennaway
informado por Hugues. Sin embargo, dado que el alquitrdn y el hollin son mezclas de
varias sustancias y el aislamiento de los posibles compuestos quimicos responsables de
tales resultados era complejo, no fue hasta 1920 que se identificaron los HAP aislados del
alquitran como posibles responsables de producir tumores en la piel de ratones [ 18]. En
1931 se aisl6 del carbon uno de los HAP, el benzopireno (BZP), en el mismo afio se sintetiz6
y se demostro que era el responsable de la produccion de tumores cancerosos en animales
de experimentacion. También se encontrd en alquitran de hulla, alquitran y hollin [19], uno
de los primeros carcindgenos claramente identificados. En estudios epidemioldgicos en
trabajadores expuestos a hornos de coque, durante el proceso industrial de coquizacion
del carbén, se encontr6 que las plantas de asfalto, fundiciones e instalaciones de aluminio
tienen mayor indice de cancer de pulmén que quienes no realizaban esas actividades
laborales, lo que se atribuy¢ a la exposicion a HAP [20]. Posteriormente, las investigaciones
revelaron que también se encontraron PAH en alimentos consumidos por humanos [21].
BZP aparentemente actla sobre el gen K-Ras, provocando una mutacién en un area
especifica del gen que se puede cotejar en el ADN de pacientes con cancer de pulmén.
Este hallazgo no solo sirve para determinar que el tabaco es cancerigeno, sino que también
puede ser Util para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas basadas en la informacion
especifica disponible para el ADN danado por el cancer [22].

BETA-SITOSTEROL

Es un fitosterol con estructura similar a la del colesterol de la grasa animal, se
diferencia por la presencia de un grupo etil en la cadena lateral (figura 1). Todas las plantas,
incluyendo las frutas, verduras, granos, especias y semillas poseen este compuesto.
Los aceites de plantas son una fuente particularmente rica en beta-sitosterol, el cual se
utiliza en el tratamiento de hipercolesterolemia, asi como para modular la funcién inmune,
la inflamacion e interviene en el control de la produccion de citocinas. La investigacion
también ha demostrado que el beta-sitosterol ayuda a normalizar la funcién de linfocitos
T-cooperadores y células supresoras [23].
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Figura 1. Estructura quimica de colesterol (a) y beta-sitosterol (b).

MATERIAL Y METODOS

Animales:

Se utilizaron 10 ratas macho Sprague Dawley y 10 ratas Wistar, donadas por el
IMSS-Siglo XXl y el Instituto Nacional de Rehabilitacion LGl Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas, con un peso promedio de 180 g, divididas en 4 grupos y mantenidas en cajas
de policarbonato. Las condiciones ambientales fueron: Periodo de luz/oscuridad de 12/12
horas; temperatura de 22 + 2 °C y humedad relativa de 60-70%, con acceso libre a alimento
(Rodent Lab Chow 5001, Purina) y agua. El procedimiento experimental fue aprobado por
el Comité de Etica y Bioseguridad del Instituto Nacional de Rehabilitacion LGlI.

Reactivos

Beta-sitosterol, benzopireno, aceite mineral, dimetisulféxido, ketamina, xilacina,
isofluorano, colorante Giemsa y NaCl se adquirieron de Sigma Chemicals (St. Louis, MO,
EE. UU.).

Induccién de OS con administracion de BZP y BS

Las lesiones se indujeron mediante la administracién perifemoral cada 24 horas
durante 30 dias aunadosis de 20 mg/kg de BZP (Sigma-Aldrich), disueltos en dimetilsulfoxido,
el volumen de administracion fue de 0,3 mL. A los grupos control negativo se les administro
en la porcion distal del fémur derecho en una inyeccion perifemoral y en tres puntos, una
administracion diaria de 0,3 ml de dimetilsulféxido (vehiculo de BZP) durante 30 dias. 2
grupos experimentales (uno de ratas Sprague Dawley y otro de Ratas Wistar) a quienes
se les administr6 en la porcion distal del fémur derecho en inyeccién perifemoral y en tres
puntos, una administracion diaria de 20 mg/kg de BZP diluida en dimetilsulfoxido durante
30 dias, posteriormente se les administrd a los controles negativos aceite mineral VO y
los grupos de tratamiento 200 mg/kg de beta-sitosterol durante 3 semanas, se les realizé
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eutanasia al completar las 9 semanas a todos los animales para su estudio, se realizd
evaluacién morfologica y obtencidn de muestras de sangre.

Descripcion de los procedimientos

1. Desde el dia 0 se registr6 diariamente el peso de las ratas.

2. El dia 0 y semanalmente hasta el final del estudio se obtuvieron muestras de
sangre (dos gotas) de la punta de la cola haciendo un pequefio corte (1 mm),
para realizar un frotis de sangre para estudios de genotoxicidad y citotoxicidad,
mediante la prueba de micronucleos.

3. Desde el final de la primera semana después de la manipulacion farmacolégica
y hasta el sacrificio de las ratas, se evalu¢ el estado de los fémures tratados.

4. Enlasemana 0y cada tres semanas se tomaron muestras de sangre (1 mL) de
vena mandibular y/o retroorbitaria para determinar velocidad de sedimentacion
(método de Westergreen), proteina C reactiva (ELISA), fosfatasa alcalina y
deshidrogenasa lactica (analisis colorimétrico).

5. Para los procedimientos en los que se requeria sedacion de los animales, se
utiliz6 isofluorano colocado en un frasco de boca ancha, en el que se introducia
al animal en estudio el tiempo necesario para que llegara a un estado sedado.

Después de la eutanasia y en el momento de la apertura quirtrgica del abdomen se
realiz6 una evaluacion macroscopica del estado organico de la rata, con especial atencion
al pulmén, higado, rifién, bazo e intestino. Se extrajeron los fémures, tibias, pulmones e
higado y se lavaron con un amortiguador. Luego se colocaron en tampo6n de formalina al
10% y las muestras se fijaron y mantuvieron a 4°C hasta su estudio histoldgico.

Estudio histopatoldgico de fémur y tibia de rata

Una vez obtenidos los fémures y tibias de rata, cada muestra se lavd con un
amortiguador, posteriormente se fijo6 en formalina tamponada al 10%, manteniéndolas
toda la noche a una temperatura de 4 °C, durante 12 horas. Los fémures y las tibias se
colocaron en una solucion descalcificadora (acido nitrico al 5% durante 96 horas). El
hueso se neutralizé introduciéndolo en una solucién de carbonato al 10%. solucién y se
lava con agua corriente durante 15 minutos. Las muestras se incluyeron en parafina. Las
preparaciones histologicas se sumergieron en xilol para eliminar el exceso de parafina.
Posteriormente, se realizaron cortes histolégicos en un micrétomo rotatorio tipo Minot. El
tejido se cort6 hasta llegar a tejido intacto en rodajas de 5 micras, y luego se colocé con un
cepillo en un bafo de flotacién. Las laminillas se marcaron con el nUmero correspondiente
a la muestra. Se realiz6 la seleccion y colocacion del corte en la corredera. El exceso de
agua se escurri6 en las preparaciones histolégicas y se fijé con calor (placa con termostato
a 56-58 °C). El desparafinado de los cortes histolégicos se realiz6 en estufa o estufa a
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60°C por 30 min. Luego pasaron por una serie de alcoholes en concentracion decreciente
para rehidratar la muestra (100°, 95° y 70°). Se lavaron con agua para eliminar el exceso
de alcohol. Se sumergieron en hematoxilina durante 10 minutos, se lavaron con agua para
eliminar los excesos y se pasaron rapidamente por alcohol acido. Se realizé nuevamente
un lavado, se sumergieron por 30 segundos en eosina. Pasaron por otra serie de alcoholes,
esta vez en orden creciente (70°, 95° y 100°). deshidratar la muestra, lograr el montaje con
una cola no soluble en agua. Finalmente, se dejaron en remojo 10 minutos en xilol, antes
de realizar el montaje final y observacion al microscopio [15].

Estudio histopatoldgico de pulmén e higado

Los organos se colocaron en formalina al 10% durante 24 horas. Después de
embeberlos en parafina, los tejidos se cortaron en rodajas de 2 a 4 mm de espesor.
Se sumergieron en xilol para eliminar el exceso de parafina. Luego se sumergieron
secuencialmente en alcohol de concentracion decreciente para rehidratarlos (100°, 95° y
75°). Se lavaron con agua corriente para eliminar el exceso de alcohol, luego se sumergieron
en hematoxilina durante 10 minutos, se lavaron con agua corriente, se pasaron rapidamente
por alcohol acido y finalmente se sumergieron en eosina durante 30 segundos. Luego se
deshidrataron sumergiéndolos secuencialmente en alcohol cada vez mas concentrado
(75°, 95° y 100°). para ser montado en las laminas con cola no hidrofilica. Finalmente se
empaparon con xilol durante 10 minutos antes de finalizar el montaje, y se observa en el
microscopio [18].

Evaluaciéon de genotoxicidad y citotoxicidad en sangre periférica mediante
tincién de Giemsa,

Una vez obtenidas las muestras de sangre de la cola de la rata, se colocaron en
portaobjetos perfectamente limpios y se realizaron frotis de sangre. Para la tincion de las
muestras, como primer paso, se fijaron con metanol sumergiéndolas por 5 minutos, luego
se lavaron con agua corriente y se tifieron por 18 minutos en tincién de Giemsa al 4% en
tampon fosfato pH 6.8, las placas se observado al microscopio de inmersion. Los eritrocitos
policromaticos (EPC) se tifieron de violeta y los eritrocitos normocrémicos (ENC) de azul.
Los micronlcleos se observaron de color violeta intenso. Para evaluar la citotoxicidad
se determiné la relacion entre el niumero de EPN y ENC. El recuento se hizo en 2000
células por grupo en los tiempos establecidos y se determiné la cantidad de eritrocitos

normocrémicos micronucleados para evaluar la genotoxicidad [24,25].

RESULTADOS

Los resultados parciales durante la administracion de BZP y después de la

Principales temas de investigacién en Ciencias Biolégicas Capitulo 3

33



administracion de BS fueron los siguientes: El peso de los animales en ambas cepas,
present6 una disminucion estadisticamente significativa de la tercera a la 7% semana,
sin embargo, el peso comenzé a estabilizarse a partir de la 8% semana (Figura 2). Las
pruebas bioquimicas presentaron diferencias estadisticamente significativas a partir de la
3% semana de tratamiento con BZP en los valores de la VSG, FA'y DHL, en todas las ratas
tratadas, sin embargo, a partir de la 8% semana se observ6 una disminucién de la FAy DHL
en algunos animales administrados con BS (Figura 3). El estudio histopatol6gico demostro
la formacion de OS en el fémur tratado. El BZP fue altamente genotéxico en ambas cepas
de ratas, observandose una diferencia estadisticamente significativa con la prueba de
micronucleos (MN) desde la primera semana de tratamiento con BZP con una frecuencia de
hasta 27.36+0.32 MN en 1000 eritrocitos policromaticos, siendo un poco menos evidente
en las ratas W (figura 4).

PESO PROMEDIO (g) semanal de ratas Sprague Dawley tratadas PESO PROMEDIO (g) semanal de ratas Wistar tratadas con
con 25 mg/kg de benzopireno (BZP) durante 6 semanas, y 3 25 mglkg de benzopireno (BZP) durante 6 semanas y 3
semanas con BZP mas beta-sitosterol (BS) (200 mg/kg) semanas con BZP mas beta-sitosterol (200mg/kg)

BS (200 mg/kg VO

sem0 sem1 sem2 sem3 semd sem3 sem6 sem7  w

—e—R1 —e—R-2 —e—R-3 R4 —e—R-5 —e—R-6

T T T T T ]
*Diferencia estadisticamente significativa con respecto ala semana 0, ANOVA y t de Student, sem Dsem 1sem 2sem 3sem 4sem 5sem 6sem 7sem 8sem 9
p = <0.05. ** Diferencia estadisticamente significativa con respecto a la semana 6 de : ; = R
Tratamiento, ANOVA y  de Student, p = <0.05. con respecto a la semana 0

** Diferencia estadistica no significativa_con respecto a la semana 6

Figura 2. Pesos promedio obtenidos de ratas Sprague Dawley y ratas Wistar tratadas con benzopireno
(BZP) y beta-sitosterol (BS)
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Niveles séricos de FOSFATASA ALCALINA (FA) obtenidos de ratas
SPRAGUE DAWLEY tratadas con 25 mg/kg de benzopireno (BZP) durante
6 semanas y 3 semanas con beta-sitosterol (200 mg/kg) méds BZP

BS (200 mg/kg VO

sem 0 sem3 sem 6 sem 9

——R1 ——R2 ——R3 ——R4 ——RS ——RE

Niveles séricos de FOSFATASA ALCALINA (FA) obtenidos de ratas WISTAR
tratadas con 25 mg/kg de benzopireno (BZP) durante 6 semanasy 3
semanas con beta-sitosterol (200 mg/kg) més BZP

BS (200 mglkg VO |

om0 sem3 som 6

—R1 R2 ——R3 ——R4 RS R6

“Diferencia estadisticamente significativa con respecto a lasemana 0, ANOVA y t de Student,
p = <0.05. ** Diferencia estadisticamente significativa con respecto a la semana 6 de
tratamiento, ANOVA y tde Student, p = <0.05.

“Diferencia estadisticamente significativa con respecto a lasemana, ANOVAy tde Student, p
= <0.05.

Niveles séricos de LACTATO (LDH) i de
ratas SPRAGUE DAWLEY tratadas con 25 mg/kg de benzopireno (BZP)
durante 6 semanas y durante 3 semanas con 25 mglkg de BZP mas
200 mglkg de beta-sitosterol (BS)

g
£
El
E
T
a
-

BS (200 mglkg VO

semo sem3 sem6 sem9

——R1 =——R2 ——R3 R4 =———RS5 ——RS

Ia semana 0
toa la semana 6

Niveles séricos de LACTATO DESHIDROGENASA (LDH) de ratasWISTAR
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Figura 3. Valores bioguimicos obtenidos de ratas Sprague Dawley y ratas Wistar tratadas con
benzopireno (BZP) y beta-sitosterol (BS)
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Figura 4. Frecuencia de micronicleos en ratas Sprague Dawley (SD) y ratas Wistar (W) tratadas con
benzopireno (BZP) 25 mg/kg por 6 semanas y 3 semanas con beta-sitosterol (BS) 200 mg/kg mas BZP.

Tincion de Hematoxilina y Eosina de rata
Sprague Dawley, en R-1 v R-3 se observa
atipia de células malignas y ostecide
maligneo recién formado sin estructura
trabecular, en R-2 se observan células
fusiformes malignas . Estas células
fusiformes, presumiblemente
osteoblastos, se puede ocbservar el
depdsito de ostecide maligno.

S L )

Femur izquierdo y

tibias sin c-mbio.

Figura 5. Resultados histologicos de ratas Sprague Dawley tratadas con benzopireno y beta-sitosterol.

DISCUSION

Estudios experimentales en animales sobre benzopireno lo han clasificado
como un téxico que afecta la fertilidad en ratas y otras especies animales, porque los
metabolitos resultantes interfieren con la funcion normal del ovario [26]. Tsai-Turton, et al.
[27], en 2007, evaluaron la acumulacion de metabolitos de BZP en microsomas hepaticos
y testiculares de ratas, hamsters y cerdos, encontrando que varios de estos interfieren
con la formacién y funcion de los gametos, contribuyendo asi a la infertilidad. En tejidos
celulares de higado y ovario de varias especies (ratas, ratones, cabras, ovejas, cerdos
y vacas) se observo que ante la exposicion a 5 pg/g de BZP los metabolitos resultantes
se adhieren al receptor de estrogenos, reduciendo la actividad de estos; la exposicion
prolongada a BZP provoca un secuestro de estas en las lipoproteinas de alta densidad que
son esenciales para la biosintesis de hormonas esteroides en el ovario, lo que conduce a
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la reduccion de la secrecion de gonadotropinas, como la hormona estimulante del foliculo
(FSH) y la hormona luteinizante (LH), con resultados negativos. resulta en las etapas
finales del desarrollo folicular, disminuyendo la fertilidad [28,29]. Se ha informado que BZP
es un potente inductor de OS, con caracteristicas similares a la fisiopatologia de OS en
humanos y la supervivencia es de hasta 8 meses en animales tratados [14]. Dados los
efectos cancerigenos y mutagénicos del Benzopireno, proponemos este compuesto como
sustancia quimica para inducir osteosarcoma en ratas Sprague Dawlwy. Wester y colegas
[30], demostraron el potencial carcinogénico de la administracién oral de BZP, estos
investigadores expusieron a 104 ratas Wistar durante cinco dias a la semana a cantidades
de 0, 3, 10 0 30 mg de BZP por kg de peso corporal, durante dos afios y posteriormente se
realizaron estudios histopatologicos. Los resultados mostraron el desarrollo de tumores en
el higado en 99 de las 104 ratas, con una dosis estimada de 3-5 mg/kg, con un intervalo
de confianza del 90%, de igual forma mostraron sarcomas en tejidos blandos, como la piel.
y mamas con una dosis de 10 mg/kg. Tanto los tumores de piel como los de higado se
consideraron relevantes para humanos en dosis altas.

Respecto a beta-sitosterol en una revisién publicada por Ovesna et al [31], grabaron
la inhibicion experimental de desarrollo de cancer de colon y de mama por taraxasterol
y B-sitosterol. Indicaron que estos compuestos pueden afectar a diferentes niveles de
desarrollo del tumor, tales como sus efectos inhibitorios sobre la creacién, promocion e
induccion de las células cancerosas, asi como inhibicion de la invasion de las células del
tumor y metastasis. Suplemento dietético con BS disminuye los niveles de 173-estradiol
(E2) lo que sugiridé que altos niveles de fitosteroles puede tener efecto beneficioso en las
mujeres con cancer de mama [32]

El andlisis genotéxico se utiliza para determinar cuanto dafo ejerce en el DNA los
xenobioticos, que pueden por lo tanto afectar a humanos expuestos a ellas. Paniagua-
Pérez [33] reportaron la genotoxicidad del B-sitosterol, incluyendo el ensayo de toxicidad
aguda, que demostr6 potencial letal baja (38%) de este compuesto. Los resultados
indicaron que no SCE (hermana intercambios del crométide) aumento fue inducido por las
dosis probadas (200, 400, 600 y 1000 mg/kg), asi como no hay cambios en la cinética de
proliferaciéon celular, o en el indice mitético. En dicho informe, la méas alta dosis aplicada
mostré el 80% de la DL50. Por esta razon, B3-sitosterol no se considera como genotoxico y
citotéxico. La seguridad de este compuesto estimula los cientificos para llevar a cabo mas
investigaciones farmacologicas de este esterol [33].

Los resultados de un estudio demostraron eso beta-sitosterol en la carcinogénesis
de colon inducida por el 1, 2-dimetilhidrazina en elevacion de ratas causadas en
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, que recomiendan el compuesto como un
medicamento quimiopreventivo efectivo para la carcinogénesis de colon [34]. Beta-sitosterol
estimula enzimas antioxidantes por la activacion del receptor de estrégeno/PI3-cinasa-
dependentpathway. La proporcion de glutation GSH y GSH total se recuper6 después del
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tratamiento de B-sitosterol, sugiriendo que este fitosterol puede ser una buena alternativa
de tratamiento ROS [35].

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que la administracion de BZP contribuye en ratas Sprague
Dawley y Wistar a la induccion de OS, datos preliminares sugieren que la administracion de
BS puede ayudar a disminuir la actividad carcinogénica del BZP, lo que nos da la pauta para

continuar con otros estudios que permitan considerar el uso del BS en personas con OS.
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