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Resumen

Se determind el efecto de dietas ricas en selenio sobre la transformacién celular inducida con ben-
zo alfa pireno (BaP) en mus musculus cepa Balb /C53 inoculado a ratones hembras. Se eva-
luo el incremento de peso del tumor en 60 ratones. La dieta rica en selenio se administré por via
oral en cantidades de 7,36 ug/Kg/dia. Los resultados evidenciaron que las dietas ricas en selenio
solo incrementd en 147 dias en el tiempo de supervivencia de los ratones experimentados (n=60)

En el promedio de ratones inoculados con BaP y que ingerian dieta ricas en selenio resultd estadisti-
camente significativa a la dosis ingerida y al juzgar por la evaluacion histocitopatologica la dieta rica en
selenio ha demostrado tener efecto protector contra la transformacion celular inducida con BaP, teniendo
efecto significativo en prolongar el periodo de supervivencia de los animales de experimentacion.
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Abstract

It was determined the effect of diets rich in selenium on benzo Alpha-pyrene (BaP) induced cell transfor-
mation in Mus musculus strain balb / ¢53 inoculated mice females. We assessed the increase in weight
of the tumor in 60 mice. The diet rich in selenium was administered orally in amounts of 7,36 ug / Kg of
weight per day. The results showed that the period of survival of single 147 days (n = 60) in mice inocu-
lated with BaP average and they ate selenium-rich diet was statistically significant at the dose taken and
judging by the evaluation histocitopatologica diet rich in selenium has shown to have a protective effect
against the BaP-induced cell transformation having significant effect on prolonging the period of survival
of experimental animals.
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1. INTRODUCCION

El crecimiento rapido de la poblacion humana en el mundo significa un desafio para la agricultura y los
diferentes sectores de la sociedad. El suministro adecuado de los alimentos depende de buenos resulta-
dos continuos en investigaciones agricolas y disciplinas relacionadas a ellas; asi como la aplicacion de
nuevos conocimientos para la solucion de problemas en la produccién de alimentos nutritivos, seguros
y sanos. El quimico francés Antonie Lavoiser (1743- 1794) fundd la ciencia de la nutricion y contribuyé
al establecimiento de la quimica moderna. Después de los estudios iniciales en alimentos efectuados
en el siglo XVIII el progreso fue relativamente lento en el siglo XIX pero se reconocio las necesidades
de proteinas, grasas y carbohidratos (Pond. Et al., 2008).

Desde el punto de vista sanitario, los alimentos, las hierbas y plantas medicinales, se emplean en
todo el mundo desde hace siglos para tratar muchas enfermedades, y actualmente el 80 % de la pobla-
cion mundial utiliza preparaciones botanicas como medicinas para su salud. Se cree que la actividad
biolégica de un producto natural es el resultado de la accién combinada de varios de sus componentes;
sin embargo, en la mayoria de los casos el ingrediente activo del producto natural todavia no ha sido
caracterizado y aproximadamente 15 millones de estadounidenses consumen en bebidas hierbas me-
dicinales junto con los medicamentos que se les prescriben. Las observaciones referentes a la nutricion
de las poblaciones se conocen como epidemiologia nutricional o nutritiva. Lo que mas frecuentemente
estudia la epidemiologia nutritiva son las relaciones de uno o muy pocos alimentos con una enfermedad.
(Hu, 2002).

Los estudios epidemiolédgicos nutritivos han demostrado que los factores ambientales y la composi-
cion de los alimentos ejercen impacto en la prevencion del cancer relacionado con el estatus hormonal,
y la ingesta escasa de frutas y hortalizas se asocia a una mortalidad alta por enfermedades cardiovas-
culares. (Rissanen, T.H. et al., 2003). Una clase de sustancias a las que se atribuyen efectos protecto-
res frente al cancer son los fitoquimicos y fitoestrogenos que abundan en las semillas de soya (Mehta
J.M., 2005). Muchas hierbas medicinales, alimentos y especias contienen flavonoides, fitoestrogenos y
fitoquimicos no identificados que tienen actividad estrégénica en pacientes con cancer de prostata. La
quimioprevencioén por el consumo de nutracéuticos, por ejemplo el resveratrol de las uvas, el licopeno
del tomate y la genisteina de los productos de soya, podrian reducir tanto la morbilidad como la morta-
lidad por cancer. (Mehta J.M., 2005)

Actualmente, se conoce que mas de 40 nutrientes son necesarios para la dieta de un animal, en
contraste de las tres clases de nutrientes que se aceptaban a principios del siglo XIX, existiendo aun
dudas sobre el requerimiento dietético nutricional de algunos elementos minerales (Pond. Et al., 2008).
El selenio es un mineral que se ubica en la tabla periddica de los elementos quimicos en el grupo IV-A
juntamente con el oxigeno y azufre; y por lo tanto tienen propiedades quimicas similares. Esta presente
en los tejidos animales, principalmente como selenocisteina, un aminoacido con esqueleto hidrocarbo-
nado idéntico a la serina y cisteina. (Burk, R.F. et al. en Fennema, 2010).

El selenio es un constituyente esencial de varias proteinas importantes del organismo (Combs,
2001). Las proteinas que contienen selenio en una proporcion estequiométrica son llamadas seleno-
proteinas. La selenocisteina es la forma activa del selenio en los animales. Estas incluyen la glutation
peroxidasa, selenoproteina P plasmatica, selenoproteina W del musculo y selenoproteinas encontradas
en la prostata y placenta. La glutatién peroxidasa cataliza la reduccién de hidroxiperéxidos, pero juega
un importante rol antioxidante. Esta funcion explica las observaciones iniciales sobre la funcion del sele-
nio para promover el recambio de vitamina E en humanos y animales; los requerimientos de vitamina E
se incrementan cuando hay déficit de selenio y disminuyen cuando la ingesta de selenio es adecuada.
El requerimiento dietético alimentario (RDA) para el selenio se encuentran entre 14 ug/dia para nifios
y 70 ug/dia para mujeres gestantes (Burk, R.F. et al. en Fennema, 2010).

En 1997, el comité Permanente de la Evaluacion Cientifica de Referencia de Ingesta Diaria del Panel
para la Alimentacién y la Nutricion del Instituto de Medicina elaboré un informe describiendo una nue-
va aproximacion al establecimiento de una ingesta apropiada de nutrientes para la poblacion sana de
Estados Unidos y Canada. Estas nuevas recomendaciones de ingestas son denominadas referencias
de ingesta dietética (DRI) y reemplazan a las antiguas RDA que fueron publicadas por primera vez en
1941. (Standing Committee, 1997).

Las deficiencias de selenio causan problemas de salud, tanto en animales como en el hombre, su
prevalencia varia segun las regiones del mundo; las mas altas prevalencias se dan en areas donde los
niveles de selenio en el suelo son bajos y en las que las poblaciones subsisten por la produccién local
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de alimentos. La enfermedad de Keshan y la de Kaschin-Beck se presentan en areas rurales de China
y el Este de Siberia, donde los niveles de selenio en los suelos son extremadamente bajos. (Combs,
G.F., 2001). La enfermedad de Keshan es una miocarditis (inflamacion de la lamina muscular media
de la pared cardiaca), se manifiesta con insuficiencia cardiaca, hipertrofia del corazén, arritmias y otros
problemas cardiacos. La suplementacion con pastillas de selenito sodico (Na,Se0,) ha provocado una
importante reduccion de la prevalencia de esta enfermedad en areas pobres en selenio de China, pero
ahora se reconoce que es una enfermedad multifactorial y posiblemente esté involucrada una infeccién
viral que es mas virulenta en pacientes con deficiencias de selenio (Combs, G.F., 2001). La enfermedad
de Kaschin - Beck es una forma de osteoartritis que presenta deformidades en las articulaciones, y en
los casos severos, enanismo. Esta claramente asociada con la deficiencia de selenio, pero, como en el
caso de la enfermedad de Keshan, otros factores parecen estar involucrados en su origen (Burk, et al.
en Fennema, 2010). Ademas de su papel como nutriente esencial en la prevencién de los desordenes
anteriormente mencionados, evidencias emergentes sugieren que el selenio ingerido por encima de las
dosis necesarias para prevenir deficiencias, puede también prevenir el cancer. Algunos estudios epide-
miolégicos han encontrado una relacion inversa entre el estatus de selenio y cancer. Como complemen-
to, una intervencién de doble ciego placebo-control, donde el grupo experimental recibia un suplemento
diario de 200 ug de selenio, mostré una reduccion del 37 % en el numero total de canceres respecto al
grupo con placebo (Clark, et al., 1993). Hay que hacer notar que 200 ug es una cantidad mayor que la
recomendada por la RDA (55 ug para varones adultos).

La principal fuente de selenio en la dieta humana son los productos cereales, carnes y alimentos ma-
rinos (Allaway, 1975). La concentracion de selenio en estos alimentos es muy variable en funcion de la
region del mundo, dada la amplia variacion en los niveles de biodisponibilidad de selenio en los suelos;
por ejemplo, el trigo que crece en Dakota en USA puede contener mas de 2 mg Se/Kg, mientras que
las concentraciones en trigo que se cultiva en Nueva Zelanda pueden ser tan bajas como 0,005 mg Se/
Kg. El selenio que contienen los productos animales es también variable, debido a que los niveles en la
alimentacion animal estan influenciados por los niveles en el suelo. En décadas recientes, se esta incre-
mentando la practica de adicionar selenio en los suplementos alimentarios para prevenir la deficiencia
en selenio. (Combs, 2001). La ingesta de selenio en el Reino Unido desciende entre 1978 y 1995, este
descenso ha sido atribuido a una sustitucion de la harina panaria procedente de USA por la producida
en el Reino Unido debido a que el trigo que se cultiva en USA procede de areas donde los suelos son
ricos en selenio. (Reily, 1998).

Un dafio genético o mutacion puede adquirirse por la accion de agentes ambientales, como productos
quimicos, radiaciones, virus, o heredarse en la linea germinal. La hipotesis genética del cancer implica
que una masa tumoral es consecuencia de la expansion clonal de una célula progenitora que ha sufrido
un dano genético. La clonalidad de los tumores se determina en mujeres heterocigotas a los marcadores
polimoérficos ligados al cromosoma X, como la enzima glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa o los polimor-
fismo de longitud de fragmentos de restriccion ligados al cromosoma X. (Vinay K., et al., 2008).

La masa resultante de tejido en crecimiento se denomina tumor, aunque los tumores han escapado
de los controles normales de la proliferacion celular, el asunto crucial no es la velocidad de la divisién
celular, sino el equilibrio entre la division celular y la diferenciacién celular, esto significa el proceso por el
cual las células adquieren sus propiedades especiales que distinguen a tipos celulares diferentes uno de
otros, a medida que las células adquieren estos caracteres especiales, generalmente pierden la capaci-
dad de dividirse, por ejemplo: la division celular y la diferenciacién de la piel, donde las células nuevas
sustituyen continuamente a las células envejecidas que se estan perdiendo por la superficie corporal ex-
terna. Las nuevas células de reemplazo se generan en la capa basal de la piel por division celular. Cada
vez que una célula basal se divide, da lugar a dos células con destinos diferentes. Una de las células se
queda en la capa basal y retiene la capacidad de divisién mientras que la otra célula pierde la capacidad
de dividirse y diferenciarse a medida que deja la capa basal y se desplazan hacia la superficie exter-
na de la piel. En los tumores se rompe esta organizacion finamente equilibrada y la division celular se
desacopla de la diferenciacion celular. Como resultado de esto, algunas divisiones celulares dan lugar
a dos células que a su vez contintian dividiéndose, alimentando por tanto un incremento progresivo del
namero de células en division. Si las células se dividen rapidamente, el tumor crecera rapidamente; si
las células se dividen mas despacio, el tumor crecera mas lentamente. Pero independientemente de lo
rapido o lento que se dividan las células, el tumor continuara creciendo dado que se estan produciendo
nuevas células en mayor nimero del necesario. (Wayne M. et al., 2007).

El benzo alfa pireno (BaP) es un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP), su férmula quimica es

C,,H,, peso molecular de 252.3, su punto de ebullicion es de 310 — 312 ° C, punto de fusion es de 178°
C, y una densidad de 1.35, es insoluble en agua pero es soluble en benceno, tolueno, xileno y poco
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soluble en alcohol y metanol (Budavari et al., 1989). El BaP, se encuentra en productos de combustion
incompleta y combustibles guardados, ha sido identificado en aguas superficiales, aguas profundas,
agua de lluvia, aguas residuales, aguas negras, aguas servidas; el promedio de vida estimada para
BaP es de 1 a 6 dias en la atmdsfera, 1 a 8 horas en el agua, 5 a 10 afos en sedimentos y 14 a 16
meses en suelos. (U.S. Environmental Protection Agency, EPA, 1991 en Rosmarie A. et al., 1994). El
BaP es principalmente liberado al aire y removido de la atmésfera por oxidaciones fotoquimicas y
sedimentan en agua y tierra. (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 1990, en Rosmarie
A. et al., 1994). ElI Comité Permanente de la Cadena Alimentaria y la Salud Animal ha aprobado la
propuesta de la Comisién Europea por la que se fijaran a escala comunitaria los contenidos de HAP,
entre los cuales el mas conocido es el BaP. Las nuevas normas se aplicaran a determinados alimentos
que contengan grasas o aceites, asi como los sometidos a tratamientos de ahumado o secado, sus-
ceptibles de contener niveles de estas sustancias que puedan suponer algun problema para la salud.
También se aplicaran a los pescados, que pueden contenerlas por alguna contaminacion ambiental,
como las mareas negras. Los HAP son sustancias que a determinados niveles tienen efectos canceri-
genos, por lo que se propusieron nuevas normas. El humo de tabaco es la principal fuente cotidiana
de BaP, asi como las carnes ahumadas o carnes a las parrillas muy cocida y aceites recalentados.
(Legislacion U. E., 2011).

La poblacion de una misma especie descendiente de un mismo origen se  denomina cepa; por
ejemplo: Ratones (Mus musculus), Balb/C, AKR , ICR y NIH. Todas estas cepas se usan ampliamente
en estudios de toxicologia, farmacologia y en pruebas de seguridad. La importacion de animales de
laboratorio cumple los requisitos zoo-sanitarios del Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA)
del Peru y del Instituto Nacional de Salud (INS, 2008).

En la ultima década, se ha incrementado el interés en estudiar los compuestos que contienen sele-
nio debido a su importancia toxicoldgica, ambiental, biolégica y en particular por su actividad antitumo-
ral; y considerando que el numero de casos de individuos con cancer gastrointestinal aumentan cada
ano en el mundo, teniendo como uno de los factores el consumo de alimentos con aceites recalenta-
dos, alimentos ahumados y preparados a la parrilla, asi como problemas de cancer pulmonares por
exposicion indirecta al compuesto quimico BaP (formado durante la elaboracion de estos alimentos),
es razén del presente trabajo estudiar el efecto dietas ricas en selenio sobre la transformacion celular
explorando la actividad del selenio, para luego sugerir el uso de suplementos de selenio en la ela-
boracion de alimentos de consumo diario como por ejemplo panaderias u otros alimentos elaborados
a base de harinas de trigo con la finalidad de ayudar a prevenir casos de cancer gastrointestinales
y respiratorios: comenzando esta tarea de prevencion anticancerigena en dietas suplementadas con
selenio en nuestros hogares.

Formulacion del problema: ¢, Cual sera el efecto de las dietas ricas en selenio en la transformacion
celular inducidas por benzo alfa pireno (BaP) en mus musculus cepa BALB C /53?7

La hipotesis planteada es la siguiente: Las dietas ricas en selenio disminuyen la transformacion
celular inducidas con benzo alfa pireno (BaP) en mus musculus cepa BALB / C53.

Objetivo General:

Determinar el efecto de las dietas ricas en selenio frente al benzo alfa pireno (BaP) evaluando el
desarrollo del tumor sobre la base del incremento del peso del raton.

Objetivos especificos:
a) Analizar la relacion existente entre las dietas ricas en selenio y la transformacion celular

mediante resultados histocitopatoldgicos.
b) Determinar el tiempo de supervivencia en los ratones en experimentacion.
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2. MATERIALES Y METODOS
MATERIAL DE ESTUDIO

Tipo de investigacion:

* Segun la evolucion del fenémeno en estudio:
longitudinal

+ Segun la interferencia del investigador en el
estudio: experimental

Area de estudio: La investigacion se realizé en el
Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de
la Universidad Privada Antenor Orrego, Trujillo.

Definicion de la poblacion muestral:

Muestra bioldgica: mus musculus

Caracteristicas de la muestra: Mus musculus cepa
Balb C53 albinos.

Criterios de inclusion:
* Ratones hembras albinos cepa Balb C53.
» Ratones hembras albinos cepa Balb C53
con tres a cuatro semanas de nacidos.

Criterios de exclusion
* Ratones machos
» Cepas diferentes a Balb C53

PROCEDIMIENTO

Obtencion de la cepa

Se compro 60 ratones del Centro Nacional de
Produccion de Bioldgicos del Instituto Nacional de
Salud. Lima-Peru

Distribucion de la muestra biolégica
Considerando las recomendaciones dadas por
el Instituto Nacional de Salud en su Guia de Ma-
nejo y Cuidados de ratones de Laboratorio, cada
muestra bioldgica fue colocada en jaulas de vidrio
individuales para ser sometidos a tres estudios
(A) (B) y (C) en la cual se describe y se detalla a
continuacion la muestra experimental en los res-
pectivos estudios:

Estudio “A”: Para evaluar el desarrollo del tumor
sobre la base del incremento del peso del ratén.
Cada grupo tiene 05 ratones y se realizd el si-
guiente proceso:

Cada grupo tiene 05 ratones y se realizara el si-
guiente proceso:

N° RATONES INOCULACION DIETA
05 NO Normal
05 SI Normal
05 NO Dieta rica en selenio
05 SI Dieta rica en selenio

N° RATONES INOCULACION DIETA
05 NO Normal
05 SI Normal
05 NO Dieta rica en selenio
05 SI Dieta rica en selenio

Estudio “B”: Para analizar la relaciéon existente
entre las dietas ricas en selenio y la transforma-
cion celular mediante resultados histopatélogicos.

Estudio “C”: Para determinar el tiempo de super-
vivencia en los ratones en experimentacion. Cada
grupo tiene 05 ratones y se realizara el siguiente
proceso:

N° RATONES INOCULACION DIETA
05 NO Normal
05 ST Normal
05 NO Dieta rica en selenio
05 ST Dieta rica en selenio

Dieta normal: Consistié en una mezcla de soya,
harina de trigo, nicovita, maiz molido, avena, qui-
nua.

Dieta con suplemento de selenio: Se administro
la dosis de selenio via oral predeterminada (7,36
ug/Kg/dia).

METODO

Disefio de contrastacion

R 0
B cssscia P
0
Wi P

X: Ratones inoculados con BaP (mutageno)
Y: Ratones no inoculados con BaP

O: Dieta Normal

P: Dieta rica en selenio

Se empled el disefio experimental puro con cuatro
grupos:

02 grupos de ratones con dieta normal y con dieta
rica en selenio previa inoculacion del (BaP)

02 grupos de ratones con dieta normal y con dieta
rica en selenio sin inoculacién del (BaP)

Cada grupo estuvo constituido por 15 ratones, ha-
ciendo un total de 60 ratones para el experimento.

Poblacion

Constituido por ratones criados en el Bioterio del
Instituto Nacional de Salud (INS). Lima afio 2013.
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Muestra

Para determinar el tamafio de muestra se aplico
la formula que corresponda a experimentos de la-
boratorio.
n = (z/2+2z)6?

Donde:

z /2 = 1,96 para una seguridad del 95 %

z, = 0,84 para un poder de la prueba del 80 %

6 = Variabilidad relativa de las

Diferencias (1= [< 3)

Asumiendo una variacién de 6 = 2.5 obtenemos:
n = (1,96+ 0.84)? (2,5)? =49 ratones

Para incrementar la representatividad de la mues-
tra el experimento se realizara en 60 ratones dis-
ponibles, correspondiendo a cada grupo un total
de 15 ratones.

Analisis Estadistico

Los datos fueron recolectados en una hoja de re-
gistro elaborada en base a los objetivos propues-
tos; y fueron procesados aplicando el programa
SPSS versién 20.00.

Los resultados se presentaron en cuadros de
doble entrada con numero de casos y porcentajes
que corresponden a las caracteristicas de estudio.

Para la variable peso corporal se obtuvieron los
promedios y desviaciones estandar por grupo.
Asimismo para facilitar la comprension de los re-
sultados se elaboraron y presentaron graficos de
lineas.

Para la determinar si existen diferencias entre
las proporciones de ratones con y sin transforma-
cion celular con induccion de benzo alfa pireno y
sin induccién con benzo alfa pireno se aplico la
prueba Z para diferencia de proporciones reporta-
dos en los grupos. Si P < 0,05 indicé que existe
diferencia significativa entre grupos con transfor-
macion y sin transformacion celular, y luego se
confirmo la hipétesis planteada.

Inoculacion del BaP: Se inoculé 280 ug/kg de
BaP diluido en agua destilada estéril en volume-
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nes de 0.1 ml. con jeringa tuberculina via intrape-
ritoneal.

Determinaciéon de la dosis de selenio: Se
siguio la referencia de recomendaciones sugeri-
das por los Requerimientos Diarios Alimentarios
(RDA) para una mujer adulta de 60 Kg que debe
ser de 55 ug/dia. La dosis se administrara por via
oral en 5 ml de agua destilada estéril. (Promedio
diario de agua que consume un raton)

Evaluacion del desarrollo del tumor sobre la base
del incremento del peso. Se efectuara el estudio
de dos factores: Dieta e Inoculacion (Estudio “A”)

« 05 dias antes de la inoculacion Se determiné
el peso de los ratones de los grupos que co-
rresponden.

+ Cada 10 dias posterior a la inoculacion. Se
determind el peso de los ratones de los gru-
pos que corresponden. El incremento del
peso del tumor se determind por diferencia
entre los pesos registrados.

Evaluacion histopatologica (Estudio “B”)

Los ratones fueron sacrificados por desnucacion
y se procedio a realizar la diseccion del animal
para extraer el higado, colocarlos en frascos que
contengan 10 ml de formol al 10 % vy finalmente
realizar el estudio histocitopatologico.

Evaluaciéon del
(Estudio“C”)

tiempo de supervivencia

La ocurrencia del evento (muerte) en funcion del
tiempo t, se registrd en la curva de supervivencia.
Esto registré el evento de manera continua desde
un maximo de 1 cuando t sea igual a cero. La
diferencia entre los promedios de los tiempos de
supervivencia se determiné mediante la prueba de
significacion aplicando los métodos de compara-
cién global de supervivencia.

Se empez6 a administrar el selenio desde el
momento de la inoculacién y prosiguio con la eva-
luacion de la supervivencia registrando el tiempo
en que ocurre la muerte del material en estudio.
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3. Resultados

TABLA N° 1: Evaluacion del desarrollo del tumor considerando pesos del raton en ESTUDIO “A”

Dieta-Inoculacion Promedio | Desviaciéon Standard | Valor T | Valor P

1.- Dieta Normal
Inoculados 30.2119 4.74087
No inoculados 37.3368 41.23594 1.113 0.269

2.- Dieta rica en selenio
Inoculado 29.3560 4.59862

No inoculado 32.5680 1.77243 4.56 0.000

TABLA N° 2: Evaluacion del desarrollo del tumor considerando pesos del raton en ESTUDIO “B”

Dieta-Inoculacion Promedio | Desviacion Standard | Valor T | Valor P

1.- Dieta Normal
Inoculados 29.7195 4.27064
No inoculados 32.0756 1.53064 3.64 0,000

2.- Dieta rica en selenio
Inoculado 28.9937 3.91758

No inoculado 32.9786 2.19650 6.12 0.000

TABLA N° 3: Evaluacion del desarrollo del tumor considerando pesos del ratén en ESTUDIO “C”

Dieta-Inoculacion Promedio | Desviacion Standard | Valor T | Valor P

1.- Dieta Normal
Inoculados 28.5339 3.34536
No inoculados 32.1816 2.07273 6.44 0,000

2.- Dieta rica en selenio
Inoculado 28.8102 2.92235

No inoculado 28.6362 239116 0.319 0.756

TABLA N° 4.- Pesos promedios por dieta segun inoculacion

Estudio C
Estudio A Estudio B
RATONES Dicta . . Dieta . . Dieta |Dieta Rica en
Dieta Rica en Dieta Rica en|
Selenio
Normal Selenio Normal  |ggjenio Normal
28.8
Inoculados | 345 293 29.7 28.9 28.5
No
28.6
Inoculados 373 325 32.1 329 32.1
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Grafico 01.- Pesos promedios por Dieta segun Inoculacion.
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TABLA N° 5: TIEMPO DE SUPERVIVENCIA EN RATONES INOCULADOS

INOCULADOS
. Dieta Normal Dieta Rica en selenio
1 147 4
2 147 .
3 147 il
. % 147
5 147 147
6 147 &
: o6 147
8 147 it
9 147 147
10 147 I
1 147 e
12 147 147
13 147 .
14 121 ald
15 147 d
PROMEDIO 138 L)
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Grafico 02.- Tiempo de supervivencia en ratones inoculados

DISTRIBUCION DEL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA
PROMEDIO DE LOS RATONES INOCULADOS CON DIETA
NORMALY DIETA RICA EN SELENIO

143

144
142 - /

138
140 - /
138 -
136 -
134

PROMEDIO

NORMAL SELENIO

INOCULADOS

TABLA N° 6: TIEMPO DE SUPERVIVENCIA EN RATONES NO INOCULADOS

NO INOCULADOS

. Dicta Normal Dieta rica en selenio
| 6 162
5 o5 162
3 e 162
4 e 162
5 e 162
6 . 162
7 6 162
8 o 162
9 62 162
10 6 162
1 o 162
12 6 162
13 o 162
14 6 162
15 6 162
PROMEDIO 162 L

IR LI RIN Enero - Junio 2014 107



| Lennis A. Reyna L.y Armando Araujo J.

Grafico 03: Tiempo de supervivencia en ratones no inoculados

DISTRIBUCION DEL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA
PROMEDIO DE LOS RATONES NO INOCULADOS CON
DIETA NORMAL Y DIETA RICA EN SELENIO
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TABLA N° 7: ESTUDIO HISTOCITOPATOLOGICO DE CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE
CELULAS HEPATICAS EN RATONES INOCULADOS

Ratones inoculados y Ratones inoculados

dieta normal y dietas ricas en selenio
Caracteristicas morfologicas 1] 2 3 4 5 6 7 8 9
Células epiteliales normalmente cohesivas | + R e (e B + + + +

se encuentran aisladas.

Células epiteliales cilindricas agrupadas | - - - - - - - - -
tridimensionalmente,

Relacion del volumen del nicleo y del | ++ | ++ | +++ | + | ++ | + | ++ [ ++ +
citoplasma aumentada.

Membrana nuclear [rregular ++ | ++ + + ++ + + + +
Cromatina nuclear densa ol B e o B e B e B e o B o I + +
Cromatina nuclear con granulos mas o | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ + + + +
menos irregulares.
Nucledlo prominente e irregular. + + + ++ + + + ++ +
Tamatfio de células aumentada. SR NS R SR + + + + +
LEYENDA:

Leve : + /[ +++

Moderado : ++/ +++

Severo @ ++H/+++
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4. DISCUSION

La tabla N° 1 pertenece al grupo de estudio “A” en el cual se determiné el efecto de las dietas ricas
en selenio frente al BaP que evalla el desarrollo del tumor sobre la base del incremento del peso del
raton; no se registro diferencias significativas entre los pesos de los ratones inoculados y no inocula-
dos con dieta normal. Y al aplicar a los ratones dietas ricas en selenio se obtuvo diferencias altamente
significativas entre los pesos de los ratones inoculados y no inoculados correspondiendo el menor peso
a ratones inoculados.

La tabla N° 2 corresponde al grupo de estudio “B”, en este se le administré dieta normal a los ratones
inoculados y no inoculados; se encontré diferencia altamente significativa, correspondiendo el menor
peso al grupo de ratones inoculados; asimismo al dar una dieta rica en selenio a los ratones inoculados
y no inoculados se encontré que existe una diferencia altamente significativa entre los pesos prome-
dios de los ratones inoculados y no inoculados, correspondiendo el menor peso al grupo de ratones
inoculados; sin embargo al proporcionar dietas ricas en selenio al grupo de inoculados y no inoculados
se encontré que no existe una alta diferencia entre los pesos promedios correspondiendo el menor
promedio al grupo de inoculados.

Con los resultados de la tabla N° 3 se determin6 que al proporcionar una dieta normal a los ratones
inoculados y no inoculados no existia una diferencia altamente significativa entre el tiempo de supervi-
vencia en los grupos de ratones inoculados y no inoculados; en este caso, corresponde el menor peso
promedios a los inoculados, pero al proporcionar una dieta rica en selenio a los ratones inoculados y
no inoculados no se obtuvo diferencia significativa entre los tiempos de supervivencia de los ratones
inoculados y no inoculados.

El BaP es facilmente absorbido por via oral, respiratoria y dérmica. En ratas se administraron dietas
con BaP en solucion de almidén de 250 mg, absorviéndose 40 % a 60 % respectivamente del com-
puesto administrado. (Chang, 1943)

En la tabla N° 4 se determiné los pesos promedios por dieta segun inoculaciéon y se corrobora con
estudios realizados que se ha demostrado que BaP produce tumor en varios sitios y formas de ino-
culacién. Una incidencia del 94 % de adenomas pulmonares fue reportada en ratones recién nacidos
inyectados con 280 ug/Kg (Busby et al., 1984). En ratas recién nacidas tratadas con una sola inyeccion
de 0.59 umol/Kg se observaron el desarrollo de tumores hepaticos. La incidencia de tumores fue de 37
% en machos y 57 % en hembras (Peraino et al., 1984).

5. CONCLUSIONES

1. Las dietas ricas en selenio tienen un efecto frente al benzo alfa pireno, retardando el crecimiento y
desarrollo en la transformacion celular.

2. Existe una relacién entre la transformacion celular inducida por benzo alfa pireno y las dietas ricas
en selenio que inducen dicha transformacion a nivel del nucleo celular en aquellos muestras que
no fueron tratadas con dietas ricas en selenio.

3. Eltiempo de supervivencia es mayor en aquellas muestras inoculadas y tratadas con dietas ricas
en selenio que en las muestras que fueron inoculadas y no tratadas con dietas ricas en selenio.

4. En el promedio de ratones inoculados con BaP y que ingerian dietas ricas en selenio resulto es-
tadisticamente significativa a la dosis ingerida y al juzgar por la evaluacion histocitopatolégica la
dieta rica en selenio ha demostrado tener efecto protector contra la transformacion celular indu-
cida con BaP, con efecto significativo en prolongar el periodo de supervivencia de los animales de
experimentacion

6. RECOMENDACIONES

Se necesitan analisis auxiliares de laboratorio para determinar:

A. Niveles de concentracién de vitamina E en especies tratadas con dietas ricas en selenio y
dieta normal, para comparar la proporcion de relacion directa o inversa de selenio con la vitamina
E; considerando que esta vitamina tiene propiedades antioxidantes que protege las membranas
celulares de la oxidacion y la destruccion.

B. Los niveles de concentracion de selenio en suelos cultivables de arroz y trigo en la region La Libertad
para comparar la biodisponibilidad de selenio en proporcién directa en suelos y plantas.

IR IWLIREN Enero - Junio 2014 109



| Lennis A. Reyna L.y Armando Araujo J.

7. AGRADECIMIENTOS

A la oficina de Vicerrectorado de Investigacion.
Al Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de UPAO.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pond. W.G., Church D.C. Fundamentos de Nutricion y Alimentacion de Animales. 2a ed. Limu-
sa Wiley, S.A.; 2009. pp. 14-16.

Combs , G.F. Selenium in global food systems. Br. J. Nutr. 85: 517- 547.

Fennema Owen, R.; Parkin, Kirk L. Damoran Srinivasan. Quimica de los Alimentos. 3a ed.
Acribia S.A.; 2010, pp.544-545.

Standing Committee on the Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes. Food and Nutri-
tion Board. Institute of Medicine. Dietary Reference Intakes for Calcium, Phosphorous, Vitamina
D and Flouride. National Academy Press. Wasshington. D.C. 1997.

Clark, L.C., GF. Combs Jr., B.W. Turnbull, et al. The nutritional prevention of cancer with sele-
nium 1983-1993: a randomized clinical trial. J. Am Med Ass.1993. 276: 1957- 1963.

Allaway, W.H. The effects of soils and fertilizers on human and animal nutrition. Agriculture In-
formation Bulletin N° 378. U.S. Department of Agriculture. Washington D.C. 1975.

Reily . C. Selenium: a new entran into the funtional food arena. Trend Food Sci Technol. 1998,
9: 114-118.

Budavari, S., M.J. O'Neil and A. Smith. The Merck Index. Merck & Co., Rahway, NJ, 1989. p.
172.

Rosmarie A. Faust et al. Toxicity Summary for benzo[a]pyrene. Prepared for: OAK
Ridge Reservation Environmental Restoration Program, 1994.

Hu, F. B. Dietary pattern analysis: a new direction in nutritional epidemiology. Curr. Opin. Lipi-
dol, 2002, 13:3-9.

Rissanen, T.H. Voutilainen, S., Virtanen, J.K., Venho B., Vanharanta, M.,

Low Intake of fruits, berries and vegetables is associated with excess mortality in men: study. J.
Nutr,. 2003.133:199-204.

Mehta, R. G. and pezzuto, J.M. Phytochemicals as potential cancer chemopreventive agent. In
Phytopharmaceuticals in Cancer chemoprevention, CRC Press, Boca Ratén, FL, pp. 237-246.

Wayne M. Becker, Lewis J, Kleinstmh, Jeff Hardin. EI Mundo de la Célula.6 a ed. Person Addi-
son Wesley. 2007. pp. 834-835.

Vinay Kumar, Abl K. Abbas, Nelson Fausto, Richard N. Mitchell. Robbins. Patologia Humana,
8a ed. Ed. Elsevier Saunders. 2008: 189-193.

Chang, L.H. 1943. The fecal excretion of polycyclic hydrocarbons following their administration
to the rat. J. Biol. Chem. 151: 93-99. (Cited in U.S. EPA, 1984; U.S. EPA, 1991).

Legislacion. Reglamento (Unién Europea) 835/2011, que modifica el R(CE)1881/2006 por lo
que respecta al contenido de HAP (vigente hasta el 31 de agosto de 2012).

Busby, W.F., Jr., M.E. Goldman, P.M. Newberne and G.N. Wogan. Tumorigenicity of fluoranthe-
ne in a newborn mouse lung adenoma bioassay. Carcinogenesis 1984, 5: 1311-1316.

Peraino, C., E.F. Staffeldt, B.A. Carnes, et al. Characterization of histochemically detectable
altered hepatocyte foci and their relationship to hepatic tumorigenesis in rats treated once with
diethylnitroamiane or benzo[a]pyrene within one day after birth. Cancer Res. 1984.44: 3340-
3347.

Instituto Nacional de Salud. Ministerio de Salud. Centro Nacional de Produccién de Bioldgicos.
Guia de manejo y cuidados de animales de laboratorio: Raton. 2008 pp. 8 — 33.

110 REEIRE M IRSIRIN Enero - Junio 2014



Efecto de dietas ricas en selenio en la transformacion celular inducida con benzo alfa pireno en Mus musculus cepa balb/c53 |

ANEX0S

1.- JAULAS INDIVIDUALES USADAS PARA LA INVESTIGACION

2- INOCULACION DE RATONES DURANTE LA INVESTIGACION

i}~ .
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3.- OBSERVACION MACROSCOPICA DE LA DISECCION DE RATONES DURANTE LA IN-
VESTIGACION.

EVALUACION
MACROSCOPICA DE
MUESTRAS ANTES DE
SER ENVIADAS PARA EL
ESTUDIO i

4 HISTOCITOPATOLOGICO
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4.- CORTES HISTOLOGICOS DE TEJIDO HEPATICO
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5.- EVALUACION HISTOCITOPATOLOGICA EN TEJIDO HEPATICO.
Caracteristicas morfoldgicas a nivel de adhesién celular.
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Caracteristicas morfolégicas de agrandamiento del ndcleo.

5.- RATONES EN EVALUACION DE TIEMPO DE SUPERVIVENCIA
Transformacion celular en region abdominal y compromiso de extremidades posteriores
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Extremidades disfuncionales por distencion abdominal y crecimiento de tumoral

Transformacion celular
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