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RESUMEN

En un disefio experimental de tipo longitudinal, se determiné el efectu anticancerigeno det Selenio frente a Sar-
coma 180 inoculado a ratones hembras cepa Balb C53 de cuatro semanas de nacido. Los pardmetros cvaluados
fueron: incremento de peso del umor (n=20 ratones), actividad Catalasa (CAT), actividad Superdxido Dimutasa
(SOD) y el tiempo de supervivencia. La dosis de selenio 7,36 ug/Kg peso/dfa se administré via oral y fue previa-
mente ensayada durante 120 dias en ratones. Los resultados revelaron que el Selenio sdlo incrementd en cinco dias
el perfodo de supervivencia del 13 % de los animales de experimentacion {(n=15), no tuvo efecto en reducir el peso
del tumor; la actividad de CAT U/g Hb cn el grupo de ratones ineculados con Sarcoma y que ingerfan dieta nor-
mal fue de 802.4, en el grupo que recibié el Selenio fue de 1017.5 pero la diferencia no fue estadisticamente signifi-
cativa; la diferencia entre el promedio de la actividad 30D en ratones inpculadoes con Sarcoma que ingerfan la dieta
normal (470 U/g Hb) y el promedio de ratones inoculados con 8arcoma que ingerian la dieta suplementada con
Selenio (530 U /g Hb) s{ result6 estadisticamente significativa. A la dosis ingerida y al juzgar por la actividad 50D,
€l Selenio ha demostrado tener efeclo protector contra la tumorpgénesis indueida por Sarcoma 180, aun cuando no
tiene efecto significativo en prolongar el perfodo de supervivencia de los animales de experimentacion.

Palabras clave: Selenlo y cancer; Selenio v efecto antitumoral; Selenio y actjvidad Catalasa; Selenio y actividad
Superéxido Dismutaga.

SUMMARY

In a experimental design f longitudinal type, it was determined the anticancerous effect of selenium against Sar-
coma 180 inoculated to female mice of Balb C53 strain of 4 weeks age, The evaluated parameters were: tumor
increasing weight (n = 20 mice}, catalase activity (CAT), superoxide dismutatse activity (SOD) and survival time.
The dose of selenium of 7.36 Ug/Kg of weight/ day was administred by oral via and it was previously assayed
during 120 days in mice. The results revealed that Selenium only increased in five days, the period of survival from
the percentage of experimental animals (n=15); It did not have any effect in reducing tumor weight; the activity
of CAT U/g Hb in the group of inoculated mice with sarcoma and the ones which ate a normal diet were 802.4, in
the group that received Selenium was of 1017.5 but the difference was not statistically significant; the difference
between the average of SOD activity in inoculated migcg with sarcoma that ate the normal diet (470 U/g Hb) and
the average of inpculated mice with sarcoma that ate the supplemented diet with selenium (530 U/g Hb) was
resulted statistically significant. At a ingested dose and in terms of SOD activity of selenium, it has shown to have
a protector effect against sarcoma 180 inducing tumerogenesis, cven when it does not have a significant effect in
extend survival period of experimental animals.

Key waords; Selenium and cancer, selenium and antitumerpus effect, selenium and Catalase activity, selenium and
Superoxide Dismulase activity.

INTRODUCCION

En los organismos aerobios, se presenta la condi-
cidn de estrés oxidativo base de una serie de abe-
rraciones fisiclégicas, tal como la carcinogénesis, la
aterosclerosis y auin del envejecimiento ™.

Estudios experimentales in vitro han demostrado
que distintos compuestos de selenio inhiben la pro-
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liferacion de células cancerigenas pero atin no se
conoce cudl es el comportamiento de este elemento
frente al cancer®** %9 El predominio de la activi-
dad de Catalasa (CAT) y la de Superoxido Dismu-
tasa {50D) nos indicaria un efecto protector contra
la formacion de tumores, por 1o que es importante
determinar la actividad de estas enzimas como pa-
rametros de evaluacién del posible efecto antican-
cerigeno del selenio.
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El presente trabajo se realizé con el objetivo de de-

terminar el comportamiento anticancerigeno del
selenio frente al sarcoma 180 inoculado a ratones
hembras, tomando como pardmetros: el desarrollo
e incremento del peso del tumor, la actividad de
dos enzimas antioxidantes: CAT y SOD y el tiempo
de supervivencia.

MATERIAL Y METODOS

Disefio Experimental. Es un estudio experimental
de tipo longitudinal. Se emplearon ratones albinos
hembras, cepa Balb C53, de 4 semanas de nacidos,
adquiridos del Centro Nacional de Produccién de
Biolégicos del Instituto Nacional de Salud. Cada
uno fue colocado en jaulas individuales para ser
asignados a cuatro estudios ™

ESTUDIO “A”. Se utilizaron: 10 ratones hembras
para determinar la dosis de selenio a utilizarse en
los estudios B, C y D. Comprendié 120 dias.

ESTUDIO “B”. 80 ratones distribuidos en 4 grupos,
20 por cada grupo; para determinar el incremento
del peso del tumor en los ratones inoculados con
sarcoma 180. Los grupos fueron:

Grupo I: 20 ratones sin inoculacién del sarcoma
180 y dieta normal.

Grupo II: 20 ratones con inoculacién del sarcoma
180 y dieta normal.

Grupo IIL: 20 ratones sin inoculacién del sarcoma
180 v dieta con suplemento de selenio.

Grupoe [V: 20 ratones con inoculacién del sarcoma
180 y dieta con suplemento de selenio.

El estudio tuvo una duracién de 10 dias despugés de
Ia inoculacién.

ESTUDIO “C". 60 ratones distribuidos cn 4 grupos,

15 por cada grupo; para determinar el tiempo de su-

pervivencia. Los grupos fueror:

Grupol: 15 ratones sin inoculacién del sarcoma
180 y dieta normal.

Grupo II: 15 ratones con inoculdcién del sarcoma
180 y dieta normal.

Grupo III: 15 ratones sin inoculacién del sarcoma
180 v dieta con suplemento de selenio.

Grupo IV: 15 ratones con inoculacién del sarcoma
180 y dieta con suplemento de selenio,

ESTUDIO “D". 20 ratones distribuidos en cuatro
grupos, 5 por cada grupo, para determinar la acti-

vidad de catalasa (CAT) y de superdxido dismutasa
(SOD), asi como la evaluacion histopatoldgica del
tumor. Los grupos fueron:

Grupol: 5 ratones sin inoculacién del sarcoma
180 y dieta normal.

Grupo Il: 5 ratenes con inoculacion del sarcoma
180 y dieta normal.

Grupo III: 5 ratones sin inoculacién del sarcome
180 y dieta con suplemento de selenio.

Grupo IV: 5 ratones con inoculacién del sarcoms
180y dieta con suplemento de selenio.

Dieta normal. consistié en una mezcla de torta de
soya, harina de trigo, aminoicidos sintéticos v an-
tiftingicos, elaborada por la planta de alimentos de
Departamento de Nutricién de la Facultad de Zoo
tecnia de la Universidad Nacional Agraria.

Dieta con suplemento de selenio, Durante los dias
que comprendié cada estudio, se administré la do

sis de selenio predeterminada (7,36ng/Kg/dia).
El estudio tuvo una duracion de 12 dfas.

METODOS
El implante celular del Sarcoma 180

Segiin Fernandinni y Vera®, las células del sarcom:
180 fueron obtenddas del NAMRID (Naval Medica

" Research Institute Detachment Lima); para pre

servailas se inoculaba en ratones hembras por vi
subcutdnea dentro del drea inguinal izquierda. De
sarrollado el tumor y antes que aparezcan sintoma
indicativos de deteriore en la salud del ratén (pela
je desordenando v encrespado, disminucién de
locomocién), se procedid a sacrificar al animal po
degollamientn. Se extrajo el liquido ascitico, el cua
se inoculaba a otro ratén hembra sano. La fuente de
sarcoma fue un ratén hembra que habia desarrolla
do el tumor.

La determinacidn de la dosis de Selenio/ (Estudio A

Se tomd como referencia la recomendacién diari
para una mujer adulta de 60 kg, que debe ser d
55 ug/dia®.1.as dosis se administro par via oral el
5 ml. de agua destilada (promedio de agua previa
mente determinada por el consumo de los mismo
animales) y durante 120 dfas. El esquema se presen
ta en la siguiente Tabla:
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TABLA 1: Dosis de Selenio Administrada a los Ra-
tones hembras.

Ratén | Peso Dosis de selenio

N.° (g (ug/Kg)dia (ug)/dia
1 245 0.00 0.000
2 26.3 0.92* 0.024
3 26.6 1.84 0.049
4 257 3.68 0.095
5 247 552 0.136
6 25.6 7.36 0.188
7 29.1 920 0.268
8 26.5 11.04 0.293
9 287 12.88 0.370
10 26.1 14.72 0.384

* Dosis de referencia recomendada para una mujer aduitz de
60 kg 1),

Evaluacién del desarrolio del sarcoma sobre la

Base del Incremento de Peso (Estudio B)

a) Se registrd el peso en cada uno de los grupos du-
rante 20 dias antes de la inoculacién. Se compro-
b6 mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov
f%1b que los incrementos de peso seguian la dis-
tribucién normal, y que presentaban homosce-
dasticidad, esto es, homogeneidad de varianzas,
calculado con el paquete estadistico SPSS para
Windows versidn 10.0.

b) Se implant6 el sarcoma 180 como se describe an-
fertormente.

¢} Durante los 10 dias posteriores a la implantacién
se registré el peso de los animales. El incremento
del peso del tumor se determiné por diferencia
entre los pesos registrados al término de los 10
dias y el peso antes de la implantacién. Se es-
tudiaron los efectos de dos factores: DIETA e
INOCULACION, sobre la variable incremento
de peso del tumor en animales de laboratorio, Se
efectud el andlisis de varianza de dos criterios de
clasificacién de la variable®0. 1,

Todo resultado se considerd significativo si el valor
correspondiente de p < 0.05. El andlisis estadistico
se realizo por medio del paquete estadistico SPSS
para Windows versién 10.0.

Evaluacién de la supervivencia (Estudio C). Segiin

el método de Kaplan-Meier™ 1112,

a) Fundamento: La ocurrencia del evento {muerte)
en funcién del tiempo t, se registré en la curva
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de supervivencia. Esta registra el evento de ma-
nera continua desde un mdximo de 1 cuando ¢
es igual a 0 y decrece cada vez que se registra
el evento. La gréfica resultante tiene la forma de
una escalera.

La diferencia entre los promedios de los tiem-
pos de supervivencia s¢ determiné mediante la
prueba de significacién aplicando los métodos
de comparacion global de supervivencia de Log
Rank, Breslow y Tarone-Wareel, 019 ytilizando
el paquete estadistico SPSS para Windows ver-
sion 10.0.

b) Procedimiento. Se empieza a administrar el se-
lenio desde el momento de la inoculacién y se
prosigue con la evaluacién de la supervivencia re-
gistrando el tiempo en que ocurre una muerte,

Actividad de la enzima catalasa (CAT). (Estudio
D). Segtin N.U. Bergmeyer®?. Se sacrificé a los rato-
nes en estudio por degollamiento al décimo segun-
do dia posterior a la inoculacién del tumor, obte-
niéndose aproximadamente de 1 a 2 mL de sangre,
de los cuales una parte se recolecté en un frasco con
anticoagulante de Wintrobe (0,2 mL desecado a 37
grados centigrados) y otra se destinG para la cuanti-
ficacién de la hemoglobina (g Hb%)"%.

a) Fundamento: Segiin 1. U. Bergmeyer 19, la ab-
sorcion ultravioleta de una solucién de peréxido
de hidrégeno puede ser ficilmente medida a 240
nm. Durante la descomposicién del peréxide
con Catalasa, la absorcién decrece con el tiempo
y a partir de esa disminucién, la actividad de la
enzima puede ser calculada.

HO,+ HO, _CAT _ 0 +2HO

b) Reactivos.

1. Buffer Fosfato de potasio 0.05 M pH 7.0

2. Sustrato: solucién de peroxide de hidrégeno
0.05%. Diluir 0.2 mL de H,O, grado reactivo en
100 mL de buffer fostato de potasio 0.05 M pH
7.0.

¢) Preparaci6n de la muestra. La sangre obtenida
se diluy6 en agua destilada 1 en 12 volimenes y
se enfrié a 4 °C durante 5 minutos para producir
hemdlisis y asi liberar la enzima del eritrocito.

d) Procedimiento: En una celda de cuarzo de 1 cm
de paso de luz se pipetea 2.9 mL de peréxido di-
luido al 0.05%. Se incubé a 25 °C por 5 minutos.
Se procedi6 a medir la absorbancia a 240 nm,
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que debe estar entre 0.500-0.550. Adicionar la
muestra de sangre procesada vy leer las absor-
bancias cada 15 segundos durante 3 minutos,
- controlados desde que se agrega la muestra. De-
terminar la variacién de absorbancia por minuto
{AA/min).

e) Calculos

{AA/min x 1000)

wCAT /mL sangre = -
43.6 x mL de sangre en cada mE de muestra reactiva

[TCAT/gHb = UCAT/mL de sangre x 100/g Hh %

f} Efecto del factor dieta e inoculacion sobre acti-
vidad CAT
Obtenido los datos y los promedios de cada
grupo se efectud el andlisis de varianza de dos
criterios de clasificacién de la variable® . Todo
resultado se considerd significative si el valor
correspondiente de p < 0.05. El anélisis se reali-
z$ por medio del paquete estadistico SPSS para
Windows version 10.0.

Actividad de la Enzima Superdéxido Dismutasa

(SOD). Método de Misra HP. And Fridich 199, Lo-

pez VL y Robles BY 2

a) Fundamentos. La capacidad de Superéxido Dis-
mutasa de inhibir la autooxidacion de la epin-
efrina a adenocromo, a un pH de 10.2. La oxida-
cién es medida a una longitud de onda de 480
nm correspondiente al adenocromo.

b} Reactivos.
1. Epinefrina 5 mg/mL pH 2.0 (solucién acuo-

sa)

2. Buffer carbonato de sodio 0.05 M pH 10.2

¢} Obtencién y preparacién de la muestra. Se rea-
lizé de manera ya indicada en la determinacién
de CAT.

d) Procedimiento. En una cubeta de cuarzo de
lem de paso de luz: 2.9 mL del buffer (carbona-
to de sodio 0.05 M y EDTA 0.0001 M), 0.03 mL
de epinefrina, y 0.025 mL de muestra procesada.
Las lecturas se hacen a 480 nin y a 37°C, se lee
la absorbancia al minuto {A ) y al tercer minuto
(A,). Bs necesario la preparacién de un blanco.
La concentracién de SOD se mide por su % de
inhibicién frente a la oxidacién de la epinefrina.

e) Cilculos

AZ_AI
2.

= AA/minuto del control o de 1a nuestra

fndice del blanco o control = fndice de reaccién
sin inhibir = 100%

A A/minuto de la muestra x 100
100 - = % de inhibicidn
A A/minuto del blanco
1 U SOD = mitad de 1la A A/minuto del blanco 47

U SOD/mL de sangre = U SOD de la muestra x fac-
tor de dilucién

100
USOD/gHb=US0D/mL desangrex ————
' g de Hb%

El Factor de dilucién fue: 48

f) Efecto de los Factores dieta e inoculacién sobre

la actividad SOD :
Con los datos y promedios de cada grupo, se
efectud el andlisis de varianza con dos criterios
de clasificacion de la variable 419,
Todo resultado se considera significativo si el
valor correspondiente de p < 0.05. El andlisis se
realizé por medio del paquete estadistico SPS5
para Windows versién 10.0.

Evaluacién Histopatoldgica

Sacrificados los ratones del estudic “D”, se pro-
cedié a hacer la diseccion del animal para extraer
higado, péncreas y rifién, estos se colocaron en
frascos conteniendo 10 mL de formol de 10%. En
a la Facultad de Medicina Veterinaria, UNMSM
se realizd estudio histopatologico.

RESULTADOS

1. Diferenciacién de la dosis de Selenio ~ (Estu-
dio A). Segin el esquema mostrado en la Tabla
1 y debido que al término de 120 dias, ninguno
de los animales mostré signos de debilidad, en-
fermedad o haya muerto, la dosis seleccionada
para los estudios B, C v D fue 7.36ng/Kg/dia
dosis 8 veces superior a la requerida para una
mujer adulta de 60 Kg que es de 0.92 png/kg de
peso corporal por dia.

2. Incremento de peso del tumor (Estudio B) (Gra-

fico 1} Los valores antes de la inoculaciéon estu-
vieron entre 410y 4.71 g. las pruebas de norma-
lidad (Tabla 2) y el test de homogeneidad (Tabla
3) indicaron que la variacién entre pesos es no
significativa.
Diez dias después de la inoculacién (Graﬁco 2)
los valores se incrementaron desde 4.4 g (Grupo
) a 7.75 g (Grupo TV). El efecto de la dieta no
fue significativo (F=0.299): El efecto inoculacidén
si lo fue (F=51.42) (Tabla 4).

3. Evaluacién de la supervivencia (Estudio C). Se-
gin los datos (Grafico 3) después de los 33 dias



Eloisa Hernandez F. et al.

97

Tabla N.° 2. Prueba de normalidad del peso en los

43 ratones durante 20 dias antes de la inoculacion.
B 46
g 4s Prueba de Kolmogorov - Smirnov
e Grupo - —
T Estadistico gl p
g ¢ Grupol 130 20 ns
g Grupo II an 20 ne
36 -
GRUPO!  GRUPON  GRUPON GRUPOIV Grupo III -180 20 ns
Grupo [V 165 20 ng
Promedio 440 454 410 471
Desv.  Est | 700 i570 | 600 7.00
max
Desv. Est
min 200 2.80 2.00 2.00 Tabla N.° 3. Test de homogeneidad de la varianza

Grifice N.° 1. incremento promedio de pesos de ratones
durante 20 dias antes de la inoculacién del sarcoma.

de implante del sarcoma 180, solo sobrevivieron
2 (13 %) de los 15 animales que recibian la dieta
con selenio; estos murieron a los 34 y 39 dias.

4. Efecto de la Ingesta de Selenip sobre la Activi-
dad de Catalasa (CAT) (Estudio D). En el grafi-
0 4 se observa que entre los grupos de animales
inoculados con sarcoma 180, los que recibian
dieta con selenio presentaron mayor actividad
CAT, pero la diferencia no fue significativa.

5. Efecto de la ingesta de selenio sobre la acti-
vidad de Superéxido Dismutasa {S30D). En el
grifico 5, se observa que entre los grupos de
animales inoculados con sarcoma 180, los que
recibian la dieta con selenio presentaron mayor
actividad 5OD, la diferencia entre los valores fue
significativa,

Grupo | Grupo Grupao Grupo ¥V
Promedio 45 7.19 4.40 7.75
Desv. Est. méx 7.00 12.5 6.20 12.0
Desv. Est. min 2.00 4.70 2.00 2.00

Grifico N.° 2. Incremento de peso de] tumor en ratones
durante 10 dias después de la inoculacién del sarcoma.

de los pesos.

PRUEBA
DE gll| glz |p
LEVENE
Basado en la Media 1.430 3 76| ns
Basado en la Mediana 1.194 3 76| ns
Basac'lo en la Mediana y 1194 3| 68381 | ns
con ajuste con gl
Basado en la media 1471 3 76 | ns
recprtada
Tabla N.° 4. prueba de efectos entre sujetos.
Suma Cua-
Fuente de Cua-| G! | drado F P
drados Medio
Dieta 1.058| 1 1.058 | .299 ns
Inoculacién | 181.804} 1: 181.804| 51.42| .000
ek i
Dieta” no-| gl 1| 2178| 616] ns
culacién
Error 268.695| 76 3.535

Funciones de supenvivencia

Supevivenca acunrwlsliva

Grifico N.° 3. Curva de supervivencia de los ratones
hembras (n=15) inoculados con sarcoma 180.
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U.CAT/gHb

U50D/g Hb

GRUPOI GRUPO! ~ GRUPO I GRLPO IV

GRUPO | GRUPO I GRUPO Il  GRUPO IV
LEYENDA.: LEYENDA:
I Sin sarcoma, dieta normal I. Sin sarcoma, dieta normal
II. Con sarcoma, dieta normal II. Con sarcoma, dieta normal
IL Sin sarcoma dieta con Se II1. Sin sarcoma dieta con Se
IV. Con sarcoma dieta con Se V. Con sarcoma dieta con Se
EFECTOS ENTRE SUTETOS EFECTOS ENTRE SUJETOS
Valor F r Valor F P
Dieta (D) 2.7 n.s Dieta (D) 55.2 0.0
Tnoculacidn (T) 1355 .00 Inoculacidn (T) 127.7 00
XTI 0.08 n.s. DXIT 38.2 00
PROM. 2127.66 8024 | 2279.64 | 1017.56 PROM. 718.12 | 470.06 | 1377.36 | 530.58
Desv. 1246 261.1 206.5 347.3 Desv, Est. 63.7 442 173.4 104.0
Mix. 22760 | 1169.3 2517.0 1578.3 Mix. 826.5 5347 1668.0 674.6
Min. 19914 485.3 2078.8 722.7 Min. 657.2 42572 1220.3 394.2

Gréfico N.° 4. Efecto de la ingesta de selenio sobre
la actividad dela enzima catalasa (U CAT/g HB) en
ratones hembras. '

DISCUSION

La actividad anticancerigena del selenio ha sido
atribuida no sélo a la accién antioxidante a través
de selenoproteinas con capacidad enzimdtica an-
tioxidante, sino que la principal actividad es causa-
da por sus metabolitos, los cuales parecen que inhi-
ben la formacion de proteinas funcionales y factores
de crecimiento en las células tumorales #7189,

El incremento de peso (Gréfico N® 2, Tabla 4) del
fumor en el grupo inoculado es debido al incontro-
lable desarrollo celular que facilita un aumento del
numero de células. Por otro lado, no se abservs un
efecto inhibitorio del selenio sobre el desarrollo del
sarcoma; asimismo no se observd incremento del
tiempo de supervivencia (Grafico N.° 3); debido a
que posiblemente su capacidad carcinostdtica es su-
perada por una rdpida proliferacién celular ¢,

Grafico N.° 5. Efecto de la ingesta de selenio la ac
tividad de la superoxidodimutasa (sod) en ratones
hembras. :

Con respecto a la actividad de CAT (Gréfico N.° 4ﬁ
La accién antioxidante del selenio no influencié e

un aumento significativo de CAT. Entre lcs gru
pos no inoculados y los inoculados, si se observi

diferencia significativa (p < 0.005), debido a que 1a
inoculacién de células tumorales y su desarrolld
genera produccion de especies de oxigeno reactivo,
causando dafio en la membrana y otros tejidos®422,
Esto ocasiona que en presencia de tumaores la acti-
vidad de las enzimas del sistema antioxidante se
encuentren disminuidas por produccién de estrés
oxidativo ®. La diferencia entre las medias de los
grupos inoculados: con suplemento de selenio y con
dieta normal respectivamente, no fue significative
(p < 0.005) y demuestra que el selenio no influy¢
positivamente en el aumento de CAT en presencic
de sarcoma 180, aunque la media del grupo suple
mentado se encontraba ligeramente mayaor.
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Con respecto a la actividad de la SOD (Gréfico 5): La
variacién significativa (p > 0,005), entre las medias
de actividad de SOD de los grupos con dieta normal
y los grupos con dieta suplementada demuestra la
accién antioxidante del selenio y su importancia en
la proteccién contra los radicales libres en enferme-
dades como el cancer. Por otro lado, la diferencia
significativa (p < 0,005), entre las medias de los gru-
pos inoculados: con dieta suplementada y con dieta
normal respectivamente, evidencia el efecto protec-
tor del selenio frente al desarrollo del sarcoma 180,
debido posiblemente a st accién antioxidante(® 2.

Con respecto a la evaluacidn histopatolégica del tu-
mor: No hubo diferencias notables entre las células
cancerigenas de los ratones con dieta suplementada
y con dieta normal respectivamente, esto debido a
que la proliferacion tumoral y el deterioro sobre los
tejidos es superior al efecto antioxidante del selenio.
Es importante mencionar que no hubo diferencia
notable sobre el estado de las células entre los gru-
Ppos sin inoculacién: suplementados y con dieta nor-
mal, respectivamente; demostrando que el selenio

administrado no alteré el estado celular normal®
28,29, 30)

En la administracién de selenio a una dosis de 7.3
ug/Kg de peso corporal a ratones hembras cepa
Balb C53, inoculados con sarcoma 180, no se obser-
v cfecto inhibitorio del selenio, sobre la evolucién
del tumor.

Se observd aumento no significativo de la actividad
de catalasa y aumento estadisticamente significati-
vo para la actividad de superoxido dismutasa, y no
se evidencié tendencia a un mayor tiempo de su-
pervivencia.
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