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RESUMEN

El cancer hepatico es una enfermedad con una alta incidencia y alta mortalidad, el presente,
tuvo como objetivo evaluar el efecto de un alimento funcional a base de extracto proteico
del estadio de pupa de Tenebrio molitor sobre la hepatocarcinogésis experimental en el
ratén. Para lo cual se aislaron péptidos del estadio de pupa de Tenebrio molitor con un
rango de peso molecular de 65-110 KDa, utilizando tres métodos de extraccion (detergente
RIPA (Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM; EDTA 1 mM; NaCl 100 mM; NP-40 1 %), amortiguador
MET (Manitol, 300mM; EDTA, 5 mM; Tris, 20 mM; pH 7.2) y mecénico con calor), se
seleccion6é el método con mejor corrida electroforética, para obtener el conjunto de
péptidos, que posteriormente se incluyo en la formulacion y elaboracion del alimento para
los ratones. Se utilizaron 20 ratones de la cepa C57BL/6, asignados completamente al azar
en 4 grupos, control negativo (sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico), control positivo
(con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico), tratamiento 1 (con dietilnitrosamina + 60 pg
extracto peptidico g* de alimento), tratamiento 2 (con dietilnitrosamina + 90 pg extracto
peptidico g* de alimento). A los animales de control positivo, tratamiento 1 y tratamiento 2,
se les administro dietilnitrosamina intraperitoneal. Al término de 12 semanas, se realizé a
todos los animales, hepatectomia total y estudio histopatologico para evaluar el dafio al
tejido hepatico. Los resultados mostraron que al utilizar el método detergente RIPA, se
obtuvo mayor (P>0.05) concentraciéon de proteina (18.23 mg mL?), sin embargo, el mejor
perfil electroforético fue con el método con amortiguador MET. Los ratones del control
negativo y del tratamiento 1, presentaron mayor (p<0.05) peso (22.3 y 22.6 g) al final del
experimento, sin presentar diferencia entre ellos. Los ratones del control positivo
presentaron menor (p<0.05) consumo de alimento (21.48 g). El estudio histopatologico
realizado con la tincion de Hematoxilina y Eosina revelo una arquitectura tisular normal y
sin cambios para el control negativo, lo cual difiere con el control positivo ya que se
observan grandes zonas de hepatocitos vacuolados y pleomorficos con disrupcion de los
cordones de hepatocitos. Los tratamientos 1 y 2, por otro lado, tienen cambios tisulares

minimos, con algunos hepatocitos vacuolados y aumento del didmetro de los capilares

VI
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sinusoides. Por lo tanto, se concluye que la fraccidén proteica de 65-110 kDa aislada del
estadio de pupa del T. molitor, tiene un efecto positivo sobre los ratones C57BL/6 con
cancer hepatico, ya que ayuda a que los animales no disminuyan el consumo de alimento

y con ello mantengan su peso corporal, ademas de mantener la integridad del tejido.

Palabras clave: Dietilnitrosamina, hepatocarcinogenesis, Tenebrio molitor.
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ABSTRACT

Liver cancer is a disease with a high incidence and high mortality, the present, aimed to
evaluate the effect of a functional food based on protein extract from the pupal stage of
Tenebrio molitor on experimental hepatocarcinogenesis in mice. For which, peptides from
the pupal stage of Tenebrio molitor with a molecular weight range of 65-110 KDa were
isolated, using three extraction methods (RIPA detergent (Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM; EDTA
1 mM; NaCl 100 mM; NP-40 1%), Buffer MET (Mannitol, 300mM; EDTA, 5 mM; Tris, 20 mM;
pH 7.2) and mechanical with heat), the method with the best electrophoretic run was
selected, to obtain the set of peptides , which was later included in the formulation and
elaboration of the food for the mice. Twenty mice of the C57BL / 6 strain were used,
completely randomized into 4 groups, negative control (without diethylnitrosamine and
without protein extract), positive control (with diethylnitrosamine and without protein extract),
treatment 1 (with diethylnitrosamine + 60 g extract ) protein Kg-1 of food), treatment 2 (with
diethylnitrosamine + 90 ug protein extract Kg* of food). Positive control animals, treatment
1 and treatment 2, were administered intraperitoneal diethylnitrosamine. At the end of 12
weeks, all animals underwent a total hepatectomy and histopathological study to evaluate
liver tissue damage. The results showed that when using the RIPA detergent method, a
higher (P> 0.05) protein concentration was obtained (18.23 mg mL-1), however, the best
electrophoretic profile was with the MET buffer method. The mice of the negative control
and of treatment 1, presented greater (p <0.05) weight (22.3 and 22.6 g) at the end of the

experiment, without presenting a difference between them. The positive control mice
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presented lower (p <0.05) food consumption (21.48 g). The histopathological study carried
out with Hematoxylin and Eosin staining revealed a normal tissue architecture without
changes for the negative control, which differs from the positive control since large areas of
vacuolated and pleomorphic hepatocytes are observed with disruption of the hepatocyte
cords. Treatments 1 and 2, on the other hand, have minimal tissue changes, with some
vacuolated hepatocytes and an increase in the diameter of the sinusoid capillaries.
Therefore, it is concluded that the 65-110 kDa protein fraction isolated from the pupal stage
of T. molitor has a positive effect on C57BL / 6 mice with liver cancer, since it helps the
animals not reduce the consumption of food and thereby maintain their body weight, in

addition to maintaining tissue integrity.

Key words: Diethyl nitrosamine, hepatocarcinogenesis, Tenebrio molitor.
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|. INTRODUCCION

El cancer es un proceso descontrolado de crecimiento y diseminacion de células, las cuales
pueden invadir tejido cercano y causar metéstasis en puntos distantes (OMS, 1999), este
puede desarrollarse en cualquier parte del cuerpo y se puede prevenir evitando los factores
de riesgo como el consumo de bebidas alcohdlicas y oler humo de tabaco (ABTA, 2014).
Se conocen mas de 200 tipos de cancer a nivel mundial, cada uno de ellos posee
caracteristicas particulares, que en algunos casos son completamente diferentes al resto,
pudiendo considerarse enfermedades independientes, con sus causas, evolucion y
tratamiento especifico (Puente y De Velasco, 2019). El cancer de higado, al igual que el
cervicouterino, representan una incidencia mundial del 12 % (Soerjomataram et al., 2008)
El carcinoma hepatocelular (CHC), es el tipo de cancer hepatico mas encontrado en
estudios histoldgicos, representando el 85 % de los casos (ltriago et al., 2013) con una
curva creciente en todo el mundo; en la actualidad constituye la tercera causa de muerte
relacionada con el cancer (Gomez-Senent et al., 2007). La reseccion quirurgica, es la
primera opcion de tratamiento en tumores de higados no cirréticos, sin embargo, el riesgo
de estas resecciones es la insuficiencia hepatica postoperatoria. La opcién viable de
tratamiento en casos de CHC es un trasplante de higado, pero su aplicabilidad es limitada
y el numero de candidatos es mayor al de érganos disponibles. La quimioterapia es el Gnico
tratamiento que ha demostrado un beneficio de supervivencia, sin embargo, su larga
duracion y los efectos adversos en el paciente son su principal desventaja (Forner et al.,

2016). La caida de cabello, ulceras en la boca, letargo, vémitos e incluso diarrea, son los
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principales factores que afectan la calidad de vida del paciente tratado con quimioterapia
(Gaviria, 2007). Por ello, se han buscado tratamientos alternativos para el cancer, como
plantas, hongos e insectos, que disminuyan los signos indeseables, causados por este
padecimiento y con ello se obtenga un beneficio psicolégico en el paciente (Blanco y
Giraldo, 2016). El efecto anticancerigeno de los tratamientos alternativos (plantas, hongos
e insectos), ha sido atribuido a la presencia de péptidos bioactivos (Shahidi y Zhong, 2008),
los cuales pueden ser incluidos en alimentos funcionales, tal es el caso de Garcia (2018),
guienes observaron en estudios histolégicos e inmunohistoquimicos, propiedades
citotoxicas sobre células cancerigenas del higado de ratones con CHC inducido, al
administrar bebidas proteicas que contenian diferentes estadios de T. molitor. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto de un alimento funcional a base de extracto proteico
del estadio de pupa de T. molitor, sobre la hepatocarcinogénesis experimental en ratones,
mediante estudios histopatoldgicos, para contribuir a la valoracion de su empleo como un

tratamiento alternativo.
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2.1 Cancer

El cancer comienza cuando las células del cuerpo se desarrollan descontroladamente
formando tumores, causando una perdida estructural del tejido y por lo tanto, dafio en el
funcionamiento del 6rgano (ABTA, 2014). Existen factores genéticos, ambientales,
traumaticos y conductuales que pueden aumentar la predisposicion a padecer esta
enfermedad (Die, 2003). El cancer se considera un problema de primer orden, debido a su
alta incidencia y mortalidad (Martin, 2003), causa mas decesos que la tuberculosis y el sida
(Itriago et al., 2013). Existen mas de 200 tipos de cancer, cada uno de ellos posee diferente
causa, evolucion y tratamiento (Puente y De Velasco, 2019). Los principales tipos de cancer
son los presentes en oOrganos genitales femeninos (incluyendo mama) y masculinos,
organos hematopoyeéticos, drganos digestivos (incluyendo higado) y respiratorios (GOmez-

Villanueva et al., 2014).

2.1.1 Cancer hepético

El cancer hepatico, representa el 12 % de incidencia a nivel mundial y solo es igualado por
el cancer cervicouterino. El cancer de mama, pulmén, préstata, colon, recto, vesicula biliar,
eso6fago y estdbmago representan el 36 % y otros tipos el 40 % (Soerjomataram et al., 2008).
El cancer hepatico tiene mayor incidencia e indice de mortalidad, esto se debe a que

normalmente es diagnosticado en fases avanzadas (Varela et al., 2010), en hombres se
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encuentra en quinto lugar en frecuencia y segundo en mortalidad; en mujeres en séptimo
en frecuencia y sexto en causa de muerte. El principal factor para el padecimiento de esta
enfermedad es un higado cirrético, por ser una enfermedad crénico-degenerativa, aunque
su etiologia es multifactorial, las principales causas son el consumo de alcohol,
enfermedades hepaticas y exposicion a aflatoxinas (INEGI, 2018). El carcinoma
hepatocelular (CHC), es el tipo de cancer hepéatico mas encontrado en estudios
histologicos, representando el 85 % de los casos (Itriago et al., 2013). En México se reportan
al aflo 5 mil 393 muertes por cancer hepatico, ocupando el tercer lugar en la lista de
enfermedades fatales (Celaya, 2014). El problema mas relevante de esta enfermedad es
gue los signos y sintomas normalmente no aparecen, hasta que el cancer se encuentra
muy avanzado, ademas de que no son caracteristicos ni especificos de esta enfermedad;
entre los cuales se encuentran; pérdida de peso, pérdida de apetito, nauseas o vomitos,

dolor abdominal, picazon e ictericia (ACS, 2016).

Entre menor sea la extension del proceso neoplasico, serd mayor la posibilidad de éxito al
ser tratada la enfermedad (Kajatt, 2013); para evaluar el pronostico de CHC se debe
considerar ademas del estadio del tumor, la funcion hepatica y la presencia de sintomas
(Forner et al., 2016). El tratamiento de eleccidn para el cancer hepatico es la cirugia, pero
esta puede traer consigo problemas de funcionamiento hepatico post-operatorio; otra
opcién es el trasplante de higado, pero normalmente no se encuentran disponibles
suficientes candidatos para llevar a cabo este protocolo. La quimioterapia, es la opcién mas

utilizada para tratar esta enfermedad, sin embargo, su principal desventaja son los efectos
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secundarios tales como caida del cabello, calambres, letargo, convulsiones, disnea, vomito,
nauseas y problemas psicolégicos (Figueras et al., 2001), lo que determina que el paciente
oncoldgico debe tener un cuidado integral (Terol et al., 2000), debido a que el resultado y

duracién del tratamiento, dependen de la respuesta del paciente (ACS, 2016).

2.2 Alimentos funcionales y quimioprevencion

Los alimentos funcionales son conocidos por poseer caracteristicas benéficas o funciones
especificas en el cuerpo, mas alla de los efectos nutricionales que permiten tener reduccion
de riesgo de una enfermedad o bienestar para el consumidor; son clasificados en tres
grupos, segun su mecanismo de accion (pro bioticos, prebidticos y biogenéticos)
(Yamamoto et al., 2003). Estos alimentos son relacionados con el cuidado y la prevencion
de enfermedades cronicas como el cancer, ya que cuentan con componentes como el acido
linolénico conjugado, flavonoides, antocianinas, catequinas, terpenos, triterpenos y
compuestos organosulfurados (Sedo, 2001), por tal motivo, se pueden considerar
guimioprotectores, ya que la quimioprevencion, se refiere al uso de compuestos para inhibir,
retardar o revertir la carcinogénesis, basandose en la interrupcion de eventos biologicos
involucrados en esta; un ejemplo de esto son las proteinas de origen animal, las cuales se

han utilizado para el aislamiento de péptidos con este fin (Alvidrez-Morales et al., 2002).



g Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo < @
N ’CAp Area Académica de Ing. Agroindustrial Y Alimentos Lm H
Instituto de Ciencias Agropecuarias

2.3 Insectos comestibles, composicion nutricional y actividad
terapéutica

El término de entomofagia se refiere al consumo de insectos, es una practica realizada en
todo el mundo, derivado de la alta disponibilidad y contenido nutricional (Tabla 1),
principalmente su aporte de proteina, el cual es mayor al que se encuentra en los alimentos
consumidos normalmente como el frijol, pollo, res, lenteja y huevo (Guzman-Mendoza et
al., 2016), ademas, de contar con propiedades funcionales quimioprotectoras (Williams et
al., 2016). Existen mas de 2,000 especies de insectos registradas para consumo humano
en el mundo y se estima que no se conoce ni la tercera parte de ellos (Huis, 2015), dentro
de los mas consumidos se encuentran coledptera (31%), lepiddptera (18%), hymenoptera
(14%), orthoptera (13%), y hemiptera (10%) (Soares de Castro et al., 2018). Los insectos
pueden ser consumidos asados, dorados, molidos e incluso vivos, asi como en sus distintos
estadios de vida (larva, pupa y adulto). Por tal motivo, se han cultivado y procesado hasta
obtener harinas, factibles de ser incorporadas en productos alimenticios, con el objetivo de
aumentar el valor nutricional (Williams et al., 2016), y la eficiencia tecnolégica, ya que
ademas los insectos poseen alta capacidad de retencion de agua y aceite, alta actividad de

emulsién y moderada capacidad de espuma (Zielinska et al., 2018).
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Tabla 1. Contenido nutricional de distintos insectos

Insecto Proteina Grasa Minerales Carbohidratos Energia
g/100g Kcal / 100 g
Escarabajos 4-54 4-52 1-3 12-34 126-574
18-67 4-31 1-8 8-23 199-460
Moscas
33-65 7-54 1-19 7-19 329-622

Saltamontes

Abejas, avispas,

1-81 1-62 0-6 5-94 234-593

maoscas,
hormigas
Mariposas y 13-70 7-77 2-8 3-41 126-762
polillas
Grill

rilos y 13-77 2-25 2-27 16-30 117-436
langostas

(Soares de Castro et al., 2018)

El consumo de insectos no solo aporta beneficios nutricionales, si no también terapéuticos
(Tabla 2), los cuales varian dependiendo de la especie (Soares de Castro et al., 2018), los
lugares en que mas los consumen y estudian son Asia, Latinoamérica y Africa (Bukkens,
1997). Derivado del estudio de los beneficios terapéuticos de los insectos, se han realizado

extracciones para potencializar sus efectos, como se muestra en la Tabla 3.



S Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo < .
N ’CAp Area Académica de Ing. Agroindustrial Y Alimentos Lm H

Instituto de Ciencias Agropecuarias

Tabla 2. Uso terapéutico de diferentes insectos

Insecto

Uso terapéutico

Cita

Piojos
Pediculus humanus L.
Cucarachas

Periplaneta americana L.
Blatella sp.

Libélulas
Aeschnidae, Coenagrionidae

Termitas
Reticulitermes banyulensis

Chapulines
Gryllus domesticus L.

Moscas
Musca domestica L.

Tenebrio
Ulomoides dermestoides

Tenebrio molitor

Dolor dental
Bronquitis asmaética,
epilepsia, alcoholismo,

asma, dolor de oido,
colicos, dolor muscular,
furdnculo y cancer

Mordedura de serpientes

Asma

Asma

Calvicie

Impotencia sexual, asma,
artritis, tuberculosis,
fortificante

Célicos intestinales vy
uterinos, asmay gripa

(Costa-Neto y Oliveira, 2000)

(Costa y Pacheco, 2005)

(Costa-Neto y Oliveira, 2000)

(Costa-Neto y Oliveira, 2000)

(Costa et al., 2006).
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Tabla 3. Accidn terapéutica de sustancias aisladas de insectos

Especie Sustancia Accion Terapéutica
Escarabajo rinoceronte
Allomyrina dichotomus L. Dicostatina Anti-cancer

Abeja italiana
Apis mellifera L. Propéleo (Mezcla) Anti-cancer, anti-VIH

Mariposa pomona

Catopsilia crocale (Cramer) Isoxantopterina Anti-cancer

Chinche

Euschistus crenator S. Taninos Anti-téxica, anti-tumoral,
anti-viral

Mariposa

Prioneris thestylis Doubleday Isoguanina Anti-cancer

Chapulin de la milpa

Sphenarium purpurescens Iridoides,carotenoides Anti-microbiana, tonica,

Ch. anti-inflamatoria, actividad
de provitamina A

(Costa et al., 2006)

La entomoterapia es conocida por estudiar el uso terapéutico de los insectos y productos
derivados de ellos (Cahuich-Campos y Flores, 2014). La utilizacién de insectos en la
medicina es una practica antigua, pero amplia y hasta cierto punto desconocida
actualmente (Costa y Pacheco, 2005) Se conocen coleOpteros con actividades terapéuticas
obtenidas a partir de péptidos bioactivos, como es el caso de Pachymerus nucleorum,
utilizado para el tratamiento de la caspa e insectos del género Megaphanaeus utilizados en

casos de asma y derrame cerebral (Costa et al., 2006).
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2.4 Péptidos bioactivos con actividad terapéutica

En Japon, algunas bebidas enriquecidas con péptidos bioactivos se clasifican como
alimentos para uso especifico de salud (FOSHU), tienen la aprobacién del gobierno japonés
para hacer declaraciones de propiedades saludables, como alimentos que regulan la
presion arterial y los triacilgliceroles (TAG); se utilizan péptidos naturales de hidrolizados
enzimaticos y de hongos de carne de sardina, proteina de sésamo, proteina de jalea real y

hemoglobina porcina (Sato y Kiyono, 2016).

Por otro lado, los efectos anticancerigeno, antioxidante y antibacteriano, son atribuidos a la
presencia de péptidos bioactivos (Vioque y Millan, 2005; Shahidi y Zhong, 2008), de los
cuales se conocen al menos 5 000 de origen natural, provenientes de animales, plantas,
hongos, insectos y bacterias (Olascoaga-Del Angel et al., 2018). Los péptidos bioactivos
presentes en los insectos estimulan células inmunocompetentes, y tienen efecto

citomodulador (Borja, 2014), como se muestra en la Tabla 4 (Montafio y Vargas, 2002).

Tabla 4. Actividad terapéutica de péptidos bioactivos de insectos

Péptido Tipo Actividad
Cecropinas Hélice alfa Contra bacterias Gram (-)
Defensinas Defensina Contra bacterias Gram (-)
Apidaecina Prolina Contra bacterias Gram (-)
Royalisina Prolina Contra bacterias Gram (-)
Drosomicina Defensina Fungicida

(Montafio y Vargas, 2002)
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2.5 Tenebrio molitor

El T. molitor es un insecto del orden Coledptera, muchas de sus especies son plagas de
plantas cultivadas, arboles frutales y forestales, pertenece a la familia Tenebrionidae la cual
es la mas rica en especies, dispersa en zonas calidas y aridas del planeta (Barrientos,
2004). Este insecto mide en estado adulto de 2.5-3 cm (Feng, 2018), es altamente resistente
a cambios de temperatura lo cual lo hace ideal para su produccién y reproduccién

(Menhinick y Crossley, 1968).

2.5.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. molitor, se divide en cuatro fases: huevo (1-2 semanas), larva (12-16
semanas), pupa o crisalida (3-4 semanas) y adulto (8-12 semanas) (Figura 1). Las hembras
ovopositan por primera vez alos 11.5 d de edad. La vida del insecto es de aproximadamente
280 d, dependiendo de la temperatura, calidad y accesibilidad de alimento (Mendaza,

2017).

Larva Pupa Adulto hembra

Figura 1. Estadios del Tenebrio molitor (Herrera, 2019, México)

Autoria propia
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2.5.2 Cultivo de T. molitor

Los requerimientos basicos para la alimentacién del T. molitor, son fuentes ricas en glucosa,
almidén, sal, vitamina B y agua (Fraenkel et al., 1950), pueden roer cartébn y madera
(Intriago y Valencia, 2014); se pueden alimentar con salvado de trigo y lechuga (Figura 2)
(Garcia, 2018), la cama de salvado debe ser aproximadamente de 3 cm, y se debe cambiar
cada 3 d, lalechuga se debe administrar cada dos dias cuidando que la cama y el ambiente
no este demasiado humedo, ya que esto puede propiciar el crecimiento de hongos
indeseables (Leyuan et al., 2016), sin embargo, se ha demostrado que la inmunidad de T.
molitor, es adaptativa, ya que tiene la capacidad de responder con una actividad
antimicrobiana de larga duracion (Moret y Silva-Jothy, 2003). Aunado a lo anterior, se ha
demostrado que a mayor densidad de poblacion en el alojamiento se obtendra menor

crecimiento de los insectos (Connat, 1991).

ol T8 i
ma de salvado de trigo (Herrera, 2019, México)

Figura 2. Tenebrio molitor sobre ca

Autoria propia
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2.5.3 Valor nutricional

El valor nutricional de T. molitor, puede variar dependiendo de los estadios, tal como se
muestra en la Tabla 5. EI T. molitor, es considerado una excelente fuente de proteina,
aunque el estadio que mas se consume es la larva, llegando a aportar hasta un 62 % de
proteina, tiene un ligero sabor a avellana y al ser cocinada adquiere facilmente el sabor de
los alimentos complementarios; se comercializa frita o deshidratada, posee textura
crujiente, lo cual la hace ideal para consumo en forma de snack o topping. Puede ademas

ser agregada a licuados como fuente de proteina (Bovera et al., 2016).

Tabla 5. Valor nutricional de Tenebrio molitor

Larva Pupa Adulto
g/100¢g
Hidratos de carbono 5 4 5
Grasa 37 42 46
Fibra 6.5 2 8
Proteina 52 58 64

(Castro-Le6n et al., 2017)
2.6 Utilizacion del raton (C57BL/6), como modelo experimental en
protocolos para estudiar cancer
Estudios donde se emplean modelos animales proveen la oportunidad de probar y definir
el papel de los factores exdgenos y enddgenos en la etiologia del cancer (Ojeda, 2007).
Las contribuciones de investigaciones basadas en el empleo de ratones de laboratorio han
ayudado al desarrollo de las ciencias biologicas, permitiendo prevenir y curar ciertas
enfermedades, mejorando la calidad y expectativa de vida. Los ratones Mus musculus de

la cepa C57BL/6 son utilizados en este tipo de investigaciones ya que se consideran ratones

13
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dociles, viven en colonias grandes, el tamafio del ratén adulto varia entre 12 a 15 cm de la
punta de la nariz a la punta de la cola, con un peso aproximado de 30 g, estos ratones son
animales de actividad nocturna, su vista y oido esta muy desarrollada, poseen un agudo
instinto de defensa de territorio, son de facil manejo, bajos costos de manutencién, y de
vida relativamente corta (12-18 meses) lo que las hace ideales para ensayos crénicos de
toxicologia, microbiologia, virologia, farmacologia y oncologia; la cepa C57BL/6 es una de
las cepas endocrinas mas utilizadas, su genoma esta completamente secuenciado y se
pueden inducir varios tipos de tumores en ellas, permitiendo estudiar el mecanismo de
accion, dosis letales de distintos tratamientos y respuestas del individuo o de grupos frente

a esta enfermedad (Montes, 2017).
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lll. JUSTIFICACION

A nivel mundial, el carcinoma hepatocelular, se encuentra en el sexto lugar de
incidencia y el tercer lugar de mortalidad. Existen mas de 748 000 personas
diagnosticadas con cancer hepético al afio en el mundo, de estas se reportan
600 000 muertes. El uso de quimioterapia como tratamiento para ayudar a
combatir el cancer es ampliamente conocido y en la mayoria de los casos
efectiva; sin embargo, los medicamentos quimioterapéuticos afectan muchas de
las células normales del cuerpo: en la sangre, la boca, el tubo digestivo, la nariz,
las ufas, la vagina y el cabello, ademas de que existen efectos secundarios
indeseables como lo son la caida del cabello, ulceras en la boca, cansancio y un
incremento significativo en el riesgo de contraer una infeccion bacteriana,
afectando no solo la salud fisica, sino también la mental del paciente oncologico.
Por tal motivo, se han buscado alternativas para aminorar estas afecciones, tal
es el caso de los insectos, como Tenebrio molitor, que posee propiedades
citotoxicas hacia células cancerigenas que se encuentran en el higado, siendo
el estadio de pupa el de mayor actividad. Es por esto, que al elaborar un alimento
funcional a base extractos proteicos del estadio de pupa de T. molitor representa

un avance en la terapéutica experimental y alternativa contra el cancer hepatico.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de un alimento funcional suplementado con extracto de
un grupo de péptidos de 65 a 110 kDa de peso molecular del estadio de
pupa de Tenebrio molitor, sobre la hepatocarcinogénesis experimental en
ratones C57BL/6, mediante su estudio histopatolégico, con la finalidad de
observar su viabilidad como tratamiento alternativo o complementario de

este tipo de cancer.

4.2 Objetivos especificos

e Evaluar el rendimiento de tres métodos de extraccion proteica del estadio
de pupa de Tenebrio molitor, para elegir el que presente mejor corrida
electroforética.

e Identificar el perfil proteico del estadio de pupa de Tenebrio molitor,
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, para su posterior
aislamiento.

e Aislar un grupo de péptidos de 65 a 110 kDa de peso molecular, mediante
electroelucion y dialisis, para su posterior uso en un alimento funcional
para ratones.

e Evaluar el efecto de la inclusiéon de un grupo de péptidos de 65 a 110 kDa
de peso molecular, en el alimento de ratones inducidos con carcinoma
hepatocelular, mediante el monitoreo de peso y consumo, para evaluar la

condicion fisica de los animales.
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e Evaluar el efecto de la inclusién de un grupo de péptidos de 65 a 110 kDa
de peso molecular, en el alimento de ratones, inducidos con carcinoma
hepatocelular, mediante su estudio histopatolégico para conocer el grado

de dafio tisular en higado.
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V. HIPOTESIS

La inclusion del extracto de un grupo de péptidos de 65 a 110 kDa de peso
molecular, aislados del estadio de pupa de Tenebrio molitor, en la alimentacion
de ratones C57BL/6 inducidos con cancer hepético, inhibe el progreso de la

enfermedad.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién de pupa de Tenebrio molitor

Los insectos T. molitor, se cultivaron en el Laboratorio de Bioquimica y Biologia
Celular del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma del
Estado de Hidalgo. Para lo cual se alojaron en contenedores de plastico de 15 x
14 x 9 cm, con una cama de 1 cm de salvado de trigo (con cambio cada 7 d) y
una porcion de lechuga de 5 cm (con cambio cada 3 d), a una temperatura de
24° C y humedad relativa de 52 %, monitoreadas diariamente con un
Termohigrometro (RadioShack 1X60752G). Los insectos fueron separados por
estadios de larva, pupa y adulto, con una densidad de poblacion de 1000, 100 y
100, respectivamente. Las pupas obtenidas fueron almacenadas a — 20°C, para

su posterior utilizacion (Garcia, 2018).

6.2 Obtencidn de extractos proteicos

Para la obtencidn de extractos proteicos, se utilizaron los siguientes métodos:

1. Método RIPA: Se utilizaron 5 mL de detergente RIPA (Tris-HCI, pH 7.5,
50 mM; EDTA 1 mM; NaCl 100 mM; NP-40 1 %), y se mezclaron con 1 g
de pupa de T. molitor, posteriormente se sonicaron (UP250 Portatil
Sonicator 250W, West tune) con 3 pulsos al 70%, durante 30 s y se
agitaron durante 30 min a 4°C, se centrifugaron a 10 000 r.p.m durante 30
min a 37 °C y el sobrenadante fue conservado a -20 °C (Winyard y

Willoughby, 2003).
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Método mecéanico por calor: Se mezclaron 5 mL de agua destiladay 1 g
de pupa de T. molitor, posteriormente se ajusto el pH a 10, con NaOH 1N
y se sonico (UP250 Portatil Sonicator 250W, West tune) con 3 pulsos al
70%, durante 30 s, con agitacion durante una hora a 45°C, para
posteriormente ser centrifugado a 10 000 r.p.m por 30 min a 37 °C, el
sobrenadante se conservé a -20 °C (Azagoh et al., 2016).

Método MET: Se mezcl6 1 g del estadio de pupa de T. molitor con 5 mL
de amortiguador MET (Manitol, 300mM; EDTA, 5 mM; Tris, 20 mM; pH
7.2), posteriormente se sonicO (UP250 Portatil Sonicator 250W, West
Tune) con 3 pulsos al 70%, durante 30 s, se agitdo por 10 min a 4 °C,
posteriormente se centrifugé a 10 000 r.p.m por 30 min a 37 °C y el

sobrenadante fue conservado a -20 °C (Dammak et al., 2010).

6.3 Determinacion de proteina soluble

Una vez obtenidos los extractos proteicos del estadio de pupa de T. molitor, por

los métodos de RIPA, mecanico con calor y MET, se realizé la determinacion de

proteina soluble (mg mL), mediante un kit comercial (Quick Start Bradford

Protein Assay de Bio-Rad), utilizando la proteina gamma globulina bovina (BGG),

como estandar de la curva patrén (Bradford, 1976).
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6.4 Determinacion de perfil de proteinas

Se realizé el perfil de proteinas, mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE), de los extractos proteicos del estadio de pupa de T.
molitor, obtenidos por los métodos de RIPA, mecéanico con calor y MET,
ajustando la concentraciéon de proteina de 9.27 mg mL™. Se realizaron por
triplicado el gel de poliacrilamida (separador a una concentracion de 10 % y
concentrador al 5%). Se sometieron a ebullicion durante 5 min, la mezcla de una
parte de amortiguador de muestra (0.36 mL de Tris-HCI, 1 M, pH 6.8; 3 mL de
glicerol 50 %; 1.2 mL duodecil sulfato de Na al 10 %; 0.3 mL de 2-mercaptoetanol;
0.06 % de azul de bromofenol; 5.14 mL de agua destilada) y dos partes de
extracto proteico ajustado. Posteriormente se colocaron 20 pL de mezcla de
amortiguador de muestra: extracto proteico en cada pozo. La corrida
electroforética se realiz6 en una camara vertical a 70 V por 20 min, aumentando
la intensidad a 120 V, durante 6 h, dentro de una camara fria con una
temperatura de 3°C. Cada gel fue tefiido con azul de Coomassie G-250 (Kapp y

Vinogradov, 1978).

6.5 Aislamiento del péptido

Al identificar el extracto peptidico obtenido por el método MET, con mejor corrida
electroforética, se realizaron 45 geles de 30 x 25 cm, para aislar el grupo de
péptidos con un rango de peso molecular de 65 a 110 kDa por medio de

electroelucion vy dialisis, para lo cual el gel se corté con ayuda de un bisturi
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(Burgess, 2009); la porcion cortada de gel se coloc6é en una cdmara vertical de
electroforesis con 6 aditamentos para extraccion de proteinas y se llevo a cabo
la corrida por tres horas a 90 V, transcurrido este tiempo se recuperoé el péptido
con ayuda de una pipeta y se colocé en membranas semipermeables (Spectrum,
Spectra/Por, 2 RC Dialysis Membrane Tubing 12 000 to 14 000 Dalton MWCO;
Molecularporous), con un diametro de 16 mm y una longitud de 15 m, las cuales
fueron preparadas para su uso metiéndolas en agua hirviendo por 5 min. Para la
dialisis, se sumergieron las membranas en 4 L de Tris 0.5 mM y se mantuvieron
en una camara fria a 3° C, en agitacion constante durante cuatro dias (Kapp y
Vinogradov, 1978). El grupo de péptidos de 65 a 110 kDa aislado, se almaceno

a -20 °C, para su posterior incorporacion en el alimento funcional.

6.6 Formulacion y elaboracion de dietas

Considerando los resultados obtenidos por Garcia (2018), quien demostro la
presencia de un efecto citotoxico hacia células cancerigenas del higado, al
administrar 218.75 ug d* de proteina soluble via oral, obtenida de pupa de T.
molitor, a cada raton C57BL/6. En esta investigacion se decidié administrar 270
y 405 ug d*, de proteina soluble a cada raton, ya que la cantidad obtenida en el
extracto de péptidos de estadio de pupa de T. molitor fue de 60 mg mL%, y se
proyectd un consumo de alimento diario de 4.5 g por animal (NOM-062-ZO0O-
1999), buscando administrar la misma dosis que en la investigacién de Garcia
(2018) y un 50 % mas, por lo que se formularon tres dietas (sin extracto, 60 y 90

ug de extracto peptidico g* alimento) (Tabla 6), para lo cual se consideraron los
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requerimientos nutricionales de ratones (Mus musculus) (NRC, 1995, NOM-062-
Z00-1999) y la composicion nutricional de los ingredientes (FEDNA, 2019). Los
ingredientes fueron mezclados y peletizados en una maquina modelo SKJ120
(Shandong, China), las dietas elaboradas fueron almacenadas en recipientes

herméticos a 4°C.
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Tabla 6. Formulacion y composicién nutricional de las dietas ofrecidas
a ratones (C57BL/6)

Base humeda kg

Sin

extracto 60puggl 90ugg?
Ingrediente
Sorgo 5 5 5
DDGS Cebada 25 25 25
Melaza de caina 30 30 30
Semilla de girasol 590 590 590
Linaza 270 270 270
Aceite de soya 60 60 60
Premezcla de microingredientes 10 10 10
Carbonato de calcio 10 10 10
Agua destilada (mL) 30 30 30
Extracto peptidico de pupa de T. molitor (mL)* 0 1 1.5
Nutriente
Proteina cruda (%) 17
Fibra cruda (%) 13
Energia metabolizable (Mcal kg* MS) 4.7

DDGS: Granos secos de destileria
Composicion nutricional calculada utilizando valores de FEDNA (2019)
*Concentracion de 60 mg mL, de proteina soluble (rango de peso molecular de 65 a 110 kDa)

6.7 Animales

Se utilizaron 20 ratones (Mus musculus) machos de la cepa C57BL/6, de 20.4 g
peso vivo promedio y 6 semanas de edad, los cuales se obtuvieron de la Unidad
de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL)
CINVESTAV-IPN, Ciudad de México, México, con Certificado de Salud Animal
(30644/30646/39930) (Anexo 1). Los cuales fueron asignados completamente al
azar en 4 grupos, control negativo (sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico),

control positivo (con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico), tratamiento 1 (con
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dietilnitrosamina + 60 ug extracto peptidico g* de alimento), tratamiento 2 (con
dietilnitrosamina + 90 g extracto peptidico g* de alimento), fueron alojados en
jaulas para raton de acrilico de 6mm, con dimensiones de 25 x 40 x 15 cm, con
cama aserrin esterilizado (cambiada semanalmente), con bebederos de
polipropileno de 250 mL, en ambiente controlado con una temperatura de 20 a
26° C, humedad relativa de 49 a 53 %, medidos con un termohigrometro
(RadioShack 1X60752G), con ciclos de 12/12 h luz/oscuridad. El experimento
duro 12 semanas, durante el cual los animales tuvieron acceso a agua y alimento

ad libitum.

6.8 Protocolo de evaluacion experimental de carcinoma
hepatocelular en raton

6.8.1 Aprobacién del comité de ética

Esta investigacion se desarrollé con la aprobacion num. CICUAL/014/2019
(Anexo 2) del Comité de Etica de Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio del
Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autbnoma del Estado de

Hidalgo.

6.8.2 Periodo de adaptacion (Semana 1)

Durante este periodo los animales fueron pesados, para obtener el peso inicial,

se les ofrecié agua y alimento ad libitum, sin ningiin manejo adicional.
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6.8.3 Periodo de induccién de cancer, administracion de tratamientos y
monitoreo de condicion fisica (Semana 2 a 11)

Durante este periodo a cada raton de los grupos control positivo, tratamiento 1y
tratamiento 2, se le administro dietilnitrosamina (DEN) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) a una dosis de 20 mg.Kg* PV, via intraperitoneal, dos veces por semana.
Se ofrecio diariamente a las 8:30 a.m., el alimento correspondiente a cada grupo,
previamente pesado. Los animales fueron pesados cada semana a las 8:00 a.m.
En la semana 7 se realizO una inspeccion fisica externa, para verificar la

existencia o ausencia de alopecia.

6.8.4 Periodo de finalizacion (Semana 12)

Durante este periodo los ratones permanecieron sin la aplicacion de DEN. Al
término del experimento se realizé una hepatectomia total, para lo cual, los
ratones fueron inducidos y mantenidos en anestesia general con sevoflurano al
4.5 % para induccion y 1-2 % para mantenimiento (SEVORANE 100 % liquido
para inhalacion del vapor, Vademecum), dentro del quiréfano del Centro Clinico
Veterinario Tulancingo, la cirugia duro aproximadamente 4 min por raton,
seguido del sacrificio de acuerdo a la NOM-033-SAG/Z00-2014, con una
sobredosis intracardiaca de pentobarbital sédico a razén de 120 mg Kg* (Penta-
Hypnol; Agrovet Market). El tejido hepatico se conservo en formaldehido (JT
Baker) bufferado con fosfatos al 4 % en solucion acuosa (Schiffer et al., 2005)

por al menos 24 h.
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6.9 Condicién fisica de los animales

Para evaluar la condicién fisica de los animales, se realizd la medicién de
consumo (pesando diariamente el alimento ofrecido y el rechazado) de cada
grupo; y el peso de los ratones (semanalmente), en una balanza analitica
(0.0001, AR2140 OHAUS, China). Asi como la presencia o ausencia de alopecia
(en la séptima semana) en cada uno de los individuos, ubicados en los diferentes

tratamientos.

6.10 Histopatologia

Las muestras de tejido hepatico fueron procesadas por el método de inclusion
en parafina (Prophet et al.,, 1995), mediante un procesador automatizado de
tejidos (Microm, modelo TP120) (Tabla 7) y cortadas a 4 um en un microtomo de
rotacion manual (Leica, modelo RM125RT). Posteriormente se tifieron con el
método de hematoxilina y eosina (H-E) (Tabla 8) o con el método de tricromica

de Gomori (Prophet et al., 1995) (Tabla 9).

Posterior a cada tincion, las laminillas fueron cubiertas con una gota de resina
sintética y un cubreobjetos (Prophet et al., 1995), para su posterior observacion
en un microscopio compuesto de campo claro (Olympus; modelo BX41), donde
se analizaron los cambios tisulares observados y se capturaron las imagenes
correspondientes mediante una camara Evolution VF (Microsystems) vy

procesadas con el software ImagePro v. 6.0 (Microsystems), en una PC Vaio con
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procesador Pentium y 4 GB de RAM. Para el analisis histologico se realizé un

analisis cualitativo (morfolégico) del tejido hepatico.

Tabla 7. Procesamiento automatizado del tejido hepético (Modificado de

manual AFIP, 1995)

Paso Reactivo Tlempp de

procesamiento (h)
Lavado 1 Agua destilada 1
2 Alcohol isopropilico 60 % 1
3 Alcohol isopropilico 70 % 1
4 Alcohol isopropilico 80 % 1
Deshidratacion 5 Alcohol isopropilico 96 % 1
6 Alcohol isopropilico 96 % 2
7 Alcohol isopropilico 100 % 1
8 Alcohol isopropilico 100 % 2
Aclaracion 9 Xileno 1
10 Xileno 2
Infiltracion 11 Parafina 1
12 Parafina 2

Modificado de Prophet et al., 1995.
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Tabla 8. Tinciébn Hematoxilina y Eosina (Modificado de Prophet et al., 1995)

Tinciéon H-E

Tiempo (min)

Inicio

Montar

Xileno
Xileno

Alcohol isopropilico 100 %
Alcohol isopropilico 100 %

Alcohol isopropilico 95 %
Alcohol isopropilico 95 %
Alcohol isopropilico 80 %
Alcohol isopropilico 70 %
Agua destilada
Hematoxilina de Harris
Agua corriente

Alcohol &cido

Agua amoniacal

Agua corriente

Alcohol isopropilico 70 %
Eosina-Floxina

Alcohol isopropilico 80 %
Alcohol isopropilico 95 %
Alcohol isopropilico 95 %

Alcohol isopropilico 100 %
Alcohol isopropilico 100 %

Xileno
Xileno
Resina

2

N NDNDNDNDNDDN

0.1

10

2-5

0.1
Cambie a azul

=
o

N DNDNDNDNDDNDNDNODN

Resultados: epitelio rosa intenso a violeta, conectivo rosa
claro, muscular rosa intenso y nervioso rosa claro
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Tabla 9. Tincién tricromica de Gomori (Modificado de manual AFIP, 1995)

=

\ " H @
Univarsidad Au snoma del Eslade de | idalge

Tincién tricrdémica de Gomori

Tiempo (min)

Inicio  Xileno
Xileno
Alcohol isopropilico 100 %
Alcohol isopropilico 100 %
Alcohol isopropilico 95 %
Alcohol isopropilico 95 %
Alcohol isopropilico 80 %
Alcohol isopropilico 70 %
Agua destilada
Fijador de Bouin, en el horno a 60 °C
Lavados de agua destilada hasta que las
secciones se aclaren
Hematoxilina de hierro de Weigert
Enjuagar con agua corriente
Solucion tricromica de Gomori
Enjuagar acido acético 1 %
Enjuagar con agua destilada
Etanol 95 %
Etanol 95 %
Etanol 100 %
Etanol 100 %
Xileno
Xileno

2

N NDNDNMNDNDNDN

01
1 hora

10

15-20

NDNDNDNDNDN

Montar Resina

Resultados: colageno verde oscuro-celeste, fibras musculares rojo,

citoplasma rosado, nucleos de azul a negro
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6.11 Analisis estadistico

La concentracion proteica de los extractos de pupa de Tenebrio molitor, peso y
consumo de los animales, se analizaron bajo un disefio completamente al azar
mediante un analisis de varianza, cuando existieron diferencias estadisticas, se
hizo una prueba de Tukey (p<0.05). Todos los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el software SPSS ver 20 (IBM, Chicago, IL, USA).

Para las variables perfil proteico, alopecia y evaluacién histopatolégica del
higado, se realizo un analisis descriptivo, considerando los tratamientos a los

cuales fueron asignadas las muestras.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Determinacion de proteina soluble

Al utilizar el método mecanico con detergente RIPA, se obtuvo una mayor
(p<0.05) concentracion de proteina soluble del estadio de pupa de T. molitor, que
con los métodos mecanico con calor y mecanico con amortiguador MET (Tabla

10).

Tabla 10. Concentracion de proteina soluble, del estadio de pupa de T. molitor,
obtenida con diferentes métodos de extraccion

Método de extraccion mg mL?
Mecénico con detergente RIPA 18.232
Mecanico con calor 15.74°
Mecéanico con amortiguador MET 9.27°¢

Literales diferentes ¢ indican diferencia significativa (p<0.05), mediante la prueba Tukey.
RIPA :Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM; EDTA 1 mM; NaCl 100 mM; NP-40 1 %
MET:Manitol, 300mM; EDTA, 5 mM; Tris, 20 mM; pH 7.2

7.2 Determinacion de perfil de proteinas

Al utilizar el método mecéanico con amortiguador MET, se obtuvo un extracto de
proteinas del estadio de pupa de T. molitor, que presentdé una corrida
electroforética con mejor patron de bandeo, y resolucion, ademas de ser
repetible. A diferencia de los extractos de proteinas del estadio de pupa de T.
molitor obtenidos por los métodos con calor y con detergente RIPA, los cuales
presentaron bandas sin definicion - con mala resolucion y bandas bien definidas

con resolucién media, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Patrén electroforético de extractos de proteinas del estadio de pupa de
T. molitor, obtenidos por diferentes métodos de extraccion.

La letra A, muestra la columna que corresponde al extracto de proteinas del estadio de pupa de
T. molitor obtenido por el método mecanico con detergente RIPA (Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM; EDTA
1 mM; NaCl 100 mM; NP-40 1 %); la letra B, el obtenido con calor y la letra C con amortiguador
MET (Manitol, 300mM; EDTA, 5 mM; Tris, 20 mM; pH 7.2)

7.3 Condicion fisica de los animales

En la Tabla 11, se muestra el consumo promedio de alimento de cada grupo de
ratones C57BL/6, sometidos a diferentes tratamientos. En la cual se observa que
los animales del grupo de control positivo (con dietilnitrosamina y sin extracto
peptidico), consumieron menor cantidad de alimento que aquellos que se
encontraban en el grupo control negativo (sin dietilnitrosamina y sin extracto
peptidico), tratamiento 1 (con dietilnitrosamina + 60 pg extracto peptidico g de
alimento) y tratamiento 2 (con dietilnitrosamina + 90 g extracto peptidico g de
alimento). Cabe sefialar que el grupo control positivo, presenté una mortalidad

del 100 %, en la semana 8 del experimento.
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Tabla 11. Consumo de alimento de ratones (C57BL/6), utilizados en el modelo
experimental de carcinoma hepatocelular

Grupo gd?

Control negativo” 50.03 2+ 2.89
Control positivo™ 21.48"°+4.23
Tratamiento 1" 42,992+ 2.89
Tratamiento 2" 46.08 2+ 2.89

Control positivo: Con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico

Control negativo: Sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico

Tratamiento 1: Con dietilnitrosamina + 60 pg extracto peptidico g de alimento
Tratamiento 2: Con dietilnitrosamina + 90 pg extracto peptidico g de alimento
Media + Error estandar

Literales diferentes ® ® indican diferencia significativa (p<0.05), mediante la
prueba de Tukey

* Grupo con 5 individuos durante las 12 semanas de experimento

** Grupo con 5 individuos hasta la semana 7 de experimento

En la Figura 4, se muestra el peso de los ratones a través de las 12 semanas de
experimento, en la cual se puede observar que los animales del grupo de control
positivo (con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico), tuvieron una disminucion
drastica de peso a partir de la tercera semana, lo cual se logro estabilizar de la
guinta a la séptima semana, sin embargo, en la octava semana se presentd una
mortalidad del 100 % de los animales; de manera similar el tratamiento 2 (con
dietilnitrosamina + 90 pg extracto peptidico g* de alimento), presentd una
disminucién de peso hasta la semana siete, sin embargo, se logré estabilizar
hasta la semana 8 e incremento ligeramente hasta la décima semana, que
alcanz6 la estabilidad; en cambio, en el grupo de control negativo (sin
dietilnitrosamina y sin extracto peptidico) y el tratamiento 1 (con dietilnitrosamina
+ 60 pg extracto peptidico g de alimento), se mantuvo un incremento constante
de peso, durante todo el experimento, excepto en la quinta semana, en la cual,
se registré una ligera disminuciéon de peso; sin embargo presentaron un claro

incremento de peso entre la semana 7 y la 12.
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Figura 4. Peso semanal de ratones (C57BL/6), utilizados en el modelo
experimental de carcinoma hepatocelular

Control positivo: Con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico
Control negativo: Sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico
Tratamiento 1: Con dietilnitrosamina + 60 pg extracto peptidico g de alimento
Tratamiento 2: Con dietilnitrosamina + 90 pg extracto peptidico g de alimento

Al analizar el peso promedio global de las 12 semanas del experimento, se
encontr6 que el peso de los animales del grupo control positivo (con
dietilnitrosamina y sin extracto peptidico) y el tratamiento 2 (con dietilnitrosamina
+ 90 g extracto peptidico g* de alimento), fue menor (P<0.05), que el
presentado en el grupo del control negativo (sin dietilnitrosamina y sin extracto
peptidico) y el tratamiento 1 (con dietilnitrosamina + 60 g extracto peptidico g*

de alimento) (Tabla 11).
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Tabla 12. Peso de ratones (C57BL/6), utilizados en el modelo experimental de
carcinoma hepatocelular

Grupo Control negativo
Control negativo 22.302+£0.28
Control positivo 21.10°+0.41

Tratamiento 1 22.662+ 0.30
Tratamiento 2 21.58°+ 0.29

Control positivo: Con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico

Control negativo: Sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico

Tratamiento 1: Con dietilnitrosamina + 60 pg extracto peptidico g de alimento
Tratamiento 2: Con dietilnitrosamina + 90 pg extracto peptidico g de alimento
Media + Error estandar

Literales diferentes ® ® indican diferencia significativa (p<0.05), mediante la
prueba de Tukey

En la Figura 5, se puede observar la ausencia de alopecia en el raton del grupo
de control negativo (sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico); de manera
contraria a lo que se percibe en el animal del grupo de control positivo (con
dietilnitrosamina y sin extracto peptidico), tratamiento 2 (con dietilnitrosamina +
90 ug extracto peptidico gt de alimento) y tratamiento 1 (con dietilnitrosamina +
60 pg extracto peptidico g* de alimento), los cuales muestran un nivel de

alopecia maxima, media y minima, respectivamente.
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Figura 5. Nivel de alopecia en ratones C57BL/6, presentada en la semana 7 de
la induccion de carcinoma hepatocelular

A. Animal del grupo control negativo (sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico)

B. Animal del grupo control positivo (con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico)

C. Animal del grupo del tratamiento 1 (con dietilnitrosamina + 60 pg extracto peptidico g** de D.

alimento)
D. Animal del grupo del Tratamiento 2 (con dietilnitrosamina + 90 pg extracto peptidico g* de

alimento)
Nivel de alopecia: - nulo, + minimo, ++ medio, + maximo

7.4 Histopatologia

7.4.1 Tincién Hematoxilina y Eosina

En la Figura 6 se muestran higados de animales de los 4 distintos tratamientos

a un aumento de 100 x. El control negativo (sin dietilnitrosamina y sin extracto
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peptidico) -Fig. 6A- presentd arquitectura tisular normal, con sus hepatocitos con
citoplasma homogéneo, con pequefias vacuolas y particulas acidéfilas y
nacleo(s) con cromatina dispersa y nucléolo(s) aparentes. En algunos animales
se observo hiperemia moderada. El control positivo (con dietilnitrosamina y sin
extracto peptidico) -Fig. 6B- presentd pérdida estructural de los cordones de
hepatocitos y forma de los lobulillos hepaticos en zonas amplias del 6rgano. Se
observa necrosis hepéatica, con picnosis, cariolisis, cariorexis y anisocariosis. Los
hepatocitos presentan un citoplasma acidoéfilo con vacuolas dispersas; muchos
de ellos estan fusionados entre si. También se observan fragmentos
citoplasmicos aislados, asi como pérdida de la forma celular, muchas de ellas se
observan redondeadas o bien, pleomérficas. Se observa hiperemia severa en el
tejido y moderada infiltracion de neutrofilos. El tratamiento 1 (con
dietilnitrosamina + 60 pg extracto peptidico g de alimento) -Fig. 6C- presento
pérdida ligera de la arquitectura tisular, con sus hepatocitos con vacuolizacion y
presencia de hiperemia en venas centrales. El tratamiento 2 (con
dietilnitrosamina + 90 ug extracto peptidico g de alimento) -Fig. 6D- conserva
mayoritariamente la arquitectura tisular del 6rgano, aunque hay algunas zonas
con hepatocitos redondeados, con vacuolas en su citoplasma y anisocariosis,
también se observa hiperemia severa. Cabe mencionar que un animal de este
grupo (20 %) presentd mayor dafio tisular, con cambios similares a los del control

positivo.
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A. Control negativo. Arquitectura tisular normal, sin cambios. B. Control
positivo. Se observan grandes zonas de hepatocitos vacuolados y pleomorficos
(a) con disrupcién de los cordones de hepatocitos. C. Tratamiento 1. Los
cambios tisulares son minimos, con algunos hepatocitos vacuolados y aumento
del diametro de los capilares sinusoides. D. Tratamiento 2. Tejido hepéatico de
aspecto normal, salvo por algunas zonas con hepatocitos vacuolados (b).

Control positivo: Con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico
Control negativo: Sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico
Tratamiento 1: Con dietilnitrosamina + 60 pg extracto peptidico g de alimento
Tratamiento 2: Con dietilnitrosamina + 90 pug extracto peptidico g de alimento
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7.4.2 Tincién Tricrémica de Gomori

Como se puede observar en la Figura 7, los higados de animales del control
negativo (sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico), tratamiento 1 (con
dietilnitrosamina + 60 g extracto peptidico g' de alimento) -Fig. 7A- vy
tratamiento 2 (con dietilnitrosamina + 90 ug extracto peptidico g* de alimento) -
Fig. 7B- presentaron una arquitectura tisular normal, con sus hepatocitos con
citoplasma rojizo-violeta, con vacuolas pequefas, granulos rojizos y nacleos en
tonalidad violacea, con particulas cromatinicas y nucléolo(s) visibles. Sélo se

observa colagena en pequefas cantidades, asociada al subendotelio de los

vasos sanguineos. Hiperemia moderada asociada a algunas venas centrales.

Figura 6. Higado de raton C57BL/6 (Tricromica de Gomori). 100X.

MR )

A. Control negativo: La arquitectura tisular es normal, la presencia de colagena
(azul) esté restringida a los espacios subendoteliales de los vasos sanguineos
(flechas). B. Control positivo: Aunque la arquitectura tisular esta visiblemente
alterada, con grandes zonas de hepatocitos vacuolados (a), la fibrosis es muy
escasa, estando la colagena visible de nuevo en asociacién con los vasos
sanguineos (flechas).

Control positivo: Con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico
Control negativo: Sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico
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Aunado a lo descrito previamente, en el grupo control positivo (con
dietilnitrosamina y sin extracto peptidico), se observan pequefias zonas con

proliferacién de coldgena, asociadas a los canales portales.
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VIIl. DISCUSION

8.1 Determinacion de proteina soluble

Debido a que los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos inactivos
dentro de la proteina, al ser liberados por la desnaturalizacién, confieren
diferentes actividades bioldgicas, por ende, al cuantificar la proteina soluble
contenida en los extractos proteicos obtenidos por diferentes métodos, se
conoce de manera indirecta el rendimiento que ofrecen estos (Martinez et al.,
2019). Al utilizar los métodos mecanicos con detergente RIPA (Tris-HCI, pH 7.5,
50 mM; EDTA 1 mM; NaCl 100 mM; NP-40 1 %), con calor y con amortiguador
MET (Manitol, 300mM; EDTA, 5 mM; Tris, 20 mM; pH 7.2), se obtuvo 9.1, 7.8 y
4.6 g por cada 100 g de insecto, respectivamente; valores menores a los
obtenidos por Yi et al., (2013 y 2017), 19.6 y 11.6 g por cada 100 g de insecto,
en extracto proteico de larva. Y mayores a lo obtenido por Avelino et al., (2000)
guienes obtuvieron de 4.7 a 8 g por cada 100 g de pupa de Catolacsus grandis
burks, insecto himenodptero. Considerando que la solubilidad de la proteina, esta
directamente relacionada con el pH, la temperatura y el tiempo de extraccion al
obtener mayor (P<0.05) concentracion (Tabla 10) de proteina soluble del
extracto proteico de estadio de pupa de T. molitor, al utilizar el método RIPA
(Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM; EDTA 1 mM; NaCl 100 mM; NP-40 1 %), coincide con
lo reportado Yi et al., (2017), quienes al obtener un extracto proteico de larva de
T. molitor, demostraron que al utilizar pH entre 6 y 11 se obtenia mayor
solubilidad de la proteina, la cual se favorece por la formacién de aminoacidos

cargados con mayor punto isoeléctrico provocado repulsion electrostatica.
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Aunque el amortiguador de MET se manejé a un pH de 7.2, al tener menor
concentracion de Tris y EDTA, la concentracion de proteina soluble fue menor
(P<0.05). En cambio, al utilizar una temperatura de 45 °C en el método mecanico
con calor, se obtuvo una concentracion intermedia de proteina soluble, al
compararlo con los métodos, en los que no se incrementé la temperatura, debido
a que para lograr una mejor solubilidad proteica se necesita entre 30 y 60 °C

(Urribarri et al., 2004).

8.2 Determinacion de perfil de proteinas

Aunque con el método mecanico de extraccion proteica del estadio de pupa de
T. molitor con detergente RIPA (Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM; EDTA 1 mM; NacCl
100 mM; NP-40 1 %), se obtuvo una mayor concentracion de extracto proteico,
al realizar su corrida electroforética, el patron de bandeo se mostré con menor
resolucién, debido a que contiene Tris el cual al ser un buffer zwitteriénico
empleado cominmente para la separacion de péptidos y proteinas por ser de
baja conductividad permite reducir el calentamiento por efecto joule, sin embargo
al combinarlo con cloruros y fosfatos se afecta la conformacion de las proteinas
e impacta sobre su separacion (Castagnino, 2000). En cambio, al utilizar para la
extraccion proteica del estadio de pupa de T. molitor el amortiguador con MET
(Manitol, 300mM; EDTA, 5 mM; Tris, 20 mM; pH 7.2), prevalece el beneficio de
utilizar Tris por su baja conductividad, permitiendo la separacion de las proteinas
en bandas bien definidas, ya que no incluye cloruros ni sulfatos (Figura 3). Por

tal motivo este método de extraccion fue el seleccionado para realizar el
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aislamiento del extracto peptidico de pupa de T. molitor, con un rango de 65-110
kDa. Considerando lo obtenido por Yi et al., (2013), quienes evaluaron el perfil
proteico del estadio de larva de T. molitor, encontrando un patrén de bandeo de
<14, 14-32, 32-95 y >95 kDa, relacionando que de 8.5 a 13 kDa son proteinas
internas incluida la hemolinfa, de 14 a 32 kDa de cuticula y de 32 a 95 kDa
posiblemente sean proteinas ligadas a enzimas y otras proteinas (43 kDa-
proteina inhibidora de la melanizacion, 59 kDa- -glicosidasa, 85 kDa- proteinas
gue participan en la melanizacion). Al observar (Figura 3) el patrén de bandeo
del extracto proteico de la pupa de T. molitor obtenido con el método con
amortiguador MET (pH 7.2) se aprecia que existe una mayor expresion de
bandas en el rango de 65 a 110 kDa, lo cual coincide con lo reportado por Yi et
al., (2017) quienes con un pH entre 7-8, muestran mayor expresion de bandas

en el rango de 45-120 kDa.

8.3 Condicioén fisica de los animales

Durante la evaluacion experimental de carcinoma hepatocelular, los animales del
grupo de control positivo (con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico)
consumieron menor (P<0.05) cantidad de alimento (Tabla 11) lo cual provoco
una disminucion de peso (Figura 4) a partir de la semana tres y el 100 % de
mortalidad en la semana ocho en raton, lo cual se explica por la fisiopatologia de
la caquexia neoplasica descrita por Argiles et al., (2006), quienes explican que
existe una relacion entre la etapa del cancer y la falta de apetito, a medida que

avanza el cancer, se incrementa la probabilidad de padecer anemia, causando
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fatiga cronica, nduseas, vomitos e ictericia, debido a que mecanismos como la
produccién de bilis, glucogénesis y regulacion de niveles de aminoécidos en
sangre, se ven afectados durante el proceso tumoral. Ya que la regulacion del
apetito esta controlada por factores gastrointestinales, metabdlicos, nutricionales
y neuronales, que al ser alterados por el cancer los pacientes oncoldgicos
presentan una sensacién de saciedad precoz y con ello la disminucién del
apetito. Aunado a la pérdida de apetito causada, por el mal funcionamiento del
higado, con presencia de dolor lo cual puede presentar un deterioro cerebral, ya
gue el higado no elimina las sustancias toxicas que al acumularse en la sangre,
causa encefalopatia hepatica (Pereira y Zubizarreta, 2006). La malnutricion
debida a una menor ingesta de alimentos agrava el estado caquéctico,

propiciando la muerte del paciente (Argilés et al., 2006).

De manera contraria los animales de los grupos, tratamiento 1 (con
dietilnitrosamina + 60 pg extracto peptidico g de alimento) y tratamiento 2 (con
dietilnitrosamina + 90 pg extracto peptidico g* de alimento), durante la
evaluacion experimental de carcinoma hepatocelular, consumieron mayor
(P<0.05) cantidad de alimento (Tabla 11), lo que permitié que incrementaran su
peso (Figura 4) de la semana 7 a la 12, amortiguando las caidas ligeras de peso
delasemanab5 ala 7, en comparacion con los animales del grupo control positivo
(con dietilnitrosamina y sin extracto peptidico); sin presentar diferencia con el
control negativo (sin dietilnitrosamina y sin extracto peptidico). Lo cual se puede
explicar debido a que al consumir via oral péptidos bioactivos (contenidos en el
extracto peptidico de pupa de T. molitor) pueden actuar de manera local en el

aparato digestivo o sobrepasarlo hasta llegar a tejidos periféricos a través del
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sistema cardiovascular y ejercer sus propiedades fisioldgicas en otros aparatos
0 sistemas, como el propio sistema cardiovascular (incluyendo o6rganos y
estructuras linfoides), el aparato digestivo y el sistema nervioso (Martinez et al.,
2019), lo cual puede ejercer un efecto terapéutico evitando que se desarrolle la
caquexia neoplasica. Se conocen terapias alternativas y complementarias que
ayudan a disminuir hasta tres cuartas partes los signos indeseables que trae
consigo el cancer y la quimioterapia, un ejemplo de esto es la Dieta de Gerson,
la cual se basa en proporcionar los nutrientes adecuados para el mantenimiento
de energia, salud y bienestar, la desintoxicacion del cuerpo a través de los
alimentos igual esta implicita dentro de este régimen, disminuyendo menor

necesidad a tratamientos analgésicos (Gomez-Navarro, 2000).

Al realizar la exploracion fisica de los animales del grupo control positivo,
tratamiento 2 y tratamiento 1, en la semana 7 de la induccion de
hepatocarcinoma celular, mostraron un nivel de alopecia maximo, medio y
minimo, respectivamente (Figura 5); al ser la alopecia un signo de padecimiento
oncoldgico que se desarrolla como resultado de la caquexia cancerosa, que se
caracteriza por debilidad, pérdida marcada y progresiva de peso corporal, grasa
y masa muscular, anorexia, saciedad precoz; afectacion rapida del estado
general, lo que lleva a la alopecia por las alteraciones metabdlicas como son la
anemia, edemas, déficit vitaminas, alteracion hidroelectroliticas y déficit
inmunoldgico (Garcia-Luna, 2006), por tal motivo cuando los animales
consumieron el extracto peptidico de pupa de T. molitor se disminuyeron las
alteraciones metabdlicas y se fortalecid su sistema inmunolégico, sin embargo

fue mas efectiva la inclusién de 60 pug que 90 pg extracto peptidico g* de

(A H
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alimento, posiblemente a un proceso de hormesis, que se refiere a una dosis-
respuesta bifasica a un agente ambiental caracterizada por un efecto benéfico

con dosis baja y uno inhibidor o toxico con dosis alta (Mattson, 2008).

8.4 Histopatologia
8.4.1 Tinci6n Hematoxilinay Eosinay Tricrémico de Gomori

Al tefiir con H-E los higados de animales del grupo control positivo (con
dietilnitrosamina y sin extracto peptidico) (Figura 6B) de la evaluacion
experimental de carcinoma hepatocelular, se observo pérdida estructural de los
cordones de hepatocitos y forma de los lobulillos hepaticos en zonas amplias del
organo, necrosis hepatica, con picnosis, cariolisis, cariorexis y anisocariosis,
hepatocitos con citoplasma acidofilo, vacuolas dispersas; fusionados entre si, asi
como fragmentos citoplasmicos aislados, pérdida de la forma celular,
pleomdrficas, con hiperemia severa en el tejido y moderada infiltracion de
neutrofilos; similar a lo encontrado en los higados de animales del tratamiento 2
(con dietilnitrosamina + 90 g extracto peptidico g de alimento) (Figura 6D), en
lo referente a la presencia de hiperemia severa, zonas con hepatocitos
redondeados, con vacuolas en su citoplasma y anisocariosis, aunque, se
conserva mayoritariamente la arquitectura tisular del érgano; lo cual se puede
explicar debido a que la dietilnitrosamina (DEN) administrada durante el
protocolo de induccién a carcinoma hepatocelular, a una dosis de 20 mg kg de
peso vivo, promueve especies reactivas de oxigeno y produccion de 4-

hidroxinenal, infiltrado inflamatorio de proliferacién celular y fibrosis, que induce
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cancer de higado (Fuentes-Hernandez et al., 2019), la fibrosis hepatica se
considera una respuesta para la cicatrizacion, tiene el propoésito de limitar el dafio
tisular producido por lesiones hepaticas, pero cuando es persistente, como la
induccion de carcinoma hepatocelular con DEN, puede producir alteracion de la
arquitectura hepética por la aparicion de cirrosis, la cual se caracteriza por
bandas de fibrosis, nédulos parenquimatosos de regeneracion y distorsiéon
vascular (Paramo et al., 2010). Aunado a ello el dolor causado por el cancer
depende de la etapa y extensiéon de este, sin embargo, esto varia dependiendo
del individuo, la DEN causa un dafio estructural importante desde la primera
administracion (Martinez de Morentin y Hernandez, 1970), por otro lado el estrés
oxidativo generado por el metabolismo de DEN tiende a aumentar gradualmente,
causando necrosis hepatica (Delgado y Mas, 2013). Por tal motivo, se puede
llegar a una mortalidad del 45 %, como lo menciona Martinez de Morentin y
Hernandez (1970) en ratas inducidas con DEN en la semana 20, sin embargo,
en esta investigacion, fue en la semana 8, cuando los animales del grupo control

positivo, presentaron mortalidad del 100 %.

Contrario a lo observado en los higados de animales del control positivo, en el
grupo del tratamiento 1 (con dietilnitrosamina + 60 pg extracto peptidico g de
alimento) (Figura 6C), los cuales presentaron solo pérdida ligera de la
arquitectura tisular, con vacuolizacion de hepatocitos y presencia de hiperemia
en venas centrales, lo cual puede explicarse gracias al posible efecto terapéutico
del extracto peptidico del estadio de pupa de T. molitor incluido en el alimento
consumido durante 11 semanas de la evaluacion experimental de carcinoma

hepatocelular, ya que como mencionan Martinez et al., (2019) los péptidos
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bioactivos debido a su especificidad, amplio espectro, diversidad estructural,
bajos niveles de toxicidad y acumulacion en tejidos tienen la capacidad de
proveer de efectos benéficos en el sistema cardiovascular, el aparato digestivo,
el sistema nervioso y los diversos érganos y estructuras linfoides responsables
de la respuesta inmunolégica, como puede ser el caso de péptidos obtenidos de
insectos, de los cuales se ha reportado que ofrecen beneficios para contrarrestar
la anemia, asi como un efecto anticancerigeno (Seabrooks y Longqin, 2017), por
tal motivo ha tenido relevancia la coledptero-terapia, que es el consumo de
coledpteros que han mostrado tener un efecto citotoxico frente a ceélulas
cancerigenas, un ejemplo de esto es el consumo de Ulomoides dermestoides y
coleopteros de la familia Cantharidae usados en el tratamiento del cancer de
pulmén e higado (Deloya-Brito y Deloya, 2014). Por tal motivo, el extracto
proteico de T. molitor, puede ser una opcion de terapia complementaria, ya que
ayudo a mantener la integridad del tejido, lo cual permitié evitar la mortalidad de
los animales a los cuales se les indujo el carcinoma hepatocelular, al evitar la

progresion rapida de la enfermedad, como lo mencionan Kosola et al. (2001).
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IX. CONCLUSIONES

El método mecénico con amortiguador MET (Manitol, 300mM; EDTA, 5 mM; Tris,
20 mM; pH 7.2), permite aislar un extracto peptidico del estadio de pupa de T.
molitor en un rango de 65-110 kDa, factible de ser utilizado en alimentos
funcionales para el tratamiento complementario de carcinoma hepatocelular.

La utilizacion de un alimento funcional que contenga un extracto peptidico
obtenido del estadio de pupa de T. molitor, es una alternativa viable de
tratamiento complementario de carcinoma hepatocelular, ya que evita la
presencia de alopecia, contribuye a estabilizar el consumo de alimento y el peso

corporal, ademas de mantener la arquitectura tisular del higado.
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X. PERSPECTIVAS

Para posteriores investigaciones, se recomienda hacer mas evaluaciones
experimentales de la dosis del extracto peptidico de estadio de pupa de T. molitor
(65 a 110 kDa) y su respuesta al carcinoma hepatocelular, debido a su posible

mecanismo de hormesis.

Asi como evaluar extractos peptidicos de pupa de T. molitor con diferentes
rangos de peso molecular, y sus efectos sobre el carcinoma hepatocelular, para

ofrecer mayores opciones de alimentos funcionales o farmacéuticos.
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XIll. ANEXOS

12.1 Certificado de salud animal

UPEAL

UNIBAD O PRODUCCIIN ¥ EXPERIMINTACION

TORIO
AT Cinvestav

CERTIFICADO DE SALUD ANIMAL

dios A dos del Instituto Politécnico Nacional

Centro de | igaciény de E

Av. Instituto Politécnico Nacional # 2508,
Col. San Podro Zacalencg, C.P. 07360, COMX, México.
SENASICA AUT-B-C-0419-051

c578U6 J

5 a6 semanas

Septimbre 06, 2019 'Es}

[ 20 [EWGEN macros_zo_ | reMeRAs_ K
5808 a00441206¢6r39930  [(Fmehas Diagnasticosy] DICIEMBRE 2018 VA

SEROLOGIA

Kiebslella oxytoca Ambiente Negativo Ectromolia virus Suero MIF Negativo
Mouse rotavirus (EDIM Suero MIF Negativo
bslella p I A PCR Negativo T
Citrobacter rodentl i PCR Negativo chorlomeningitls virus Suero MIF | Negativo
Clostridium plif Ambi {teny) —t 1—
Sagiemplion. LCh Negaﬂvq Mycoplasma pulmonis | Suero | MIF Negativo
Mousa rotavirus (ECIM) i PCR Negativo Mousoe adenovirus (MAV1) | " Suero 4“ O MIF Negztivcf
Halicobacter spp. Ambiente PCR Negativo Mouse adonovirus (MAV2) Newath }
f Helicobacter bilis i PCR Negativo - = A
— = == w:c;a hopatitis virus Negativo
g PCR Negativo
v ; T i e o Murine norovirus (MNV) Negativo |
Mouso parvovirus (MPV) Negativo
ipdcobsctey Ambiente | PCR Negativo
mastomyrinus Minuta virus of mice Negativo
b L Ambi PCR Negativo SNV .
T s e 3 2 Polyoma virus Nezativo
= 4 ECR Negativo P la virus of mice 3 MIF
Mouse adenovirus (MAV1) | Ambiente PCR Negativo PVM uero Negativo
Mouse sdenovirus (MAV2) | Ambiente PCR Negativo Roovlrus 3 (REQ3) Suero MIF Negativo
Thellor's murine
Mouse hepatitis virus A It Suero MIF Negativo
(MHV) Ambiente PCR Negativo :m;\a’t;-lomyol tis virus 23!
Murine norovirus (MNV) | A PCR Negativo Sendal virus Suero MIF | Negativo |
Mycoplasma pulmonis Ambiente PCR Negativo B ot ]
Minute virus of mi Los de io resultado de este diagndstice
(MVM? rus of mice Ambiente PCR Negativo nacieron en esta unidad y han sido mantenidos en la condicio!
de "centinelas", bajo las practicas de manejo establecidas par
Mouse parvovirus (MPV) | Ambiente PCR Negativo 1al efecto.
Pasteurella
pneumotropica biotype | Ambiente PCR Negativo
Jawetz
Pasteurella
pneumotropica blotype | Ambiente PCR Negativo =
Hoy!
Pseudom
o Ambiente | PCR | Negativo Medico Veterinario Certificado
Salmonella T Maria Antonleta Lopez Lopez
e Ambiente | PCR Negativo Cédula Profeslonal: 2759847

Este documento s valido con firma digitain
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12.2 Aprobacion CICUAL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

- L A 5
pr H COORDINACION ACADEMICA |OTERI
! DIRECCION DE SERVICIOS ACADEMICOS TR
DIRECCION DEL BIOTERIO
COMITE INTERNO DE ETICA
E)ICTAMEN 21 de septiembre del 2019

DR. ARMANDO ZEPEDA BASTIDA.
PROFESORINVESTIGADOR DE TIEMPO COMPLETO
AREA ACADEMICA DE MEDICINA VETERINARIA
INSTITUTO DE CIENCIAS AGROPECUARIAS, UAEH

Por medio de la presente, le informo que después de haber sido evaluado el protocolo intitulado
“Evaluacion del efecto de un alimento funcional a base del estadio de pupa de Tenebrio molitor sobre la
hepatocarcinogenesis experimental en el ratén”, donde participan el Dr. Sergio Soto Simental, la Dra.
Maricela Ayala Martinez y la M.V.Z. Tliana Aleli Herrera Soto, los miembros el CICUAL han decidido
aprobarlo y queda registrado con el Numero de Aprobacién CICUAL/014/2019.

Sin més otro particular, aprovechamos la ocasién desearle el mejor de los €xitos en su proyecto.

ATENTAMENTE
“AMOR, ORDEN y PROGRESO”

PRESIDENTE DEL CIECUAL DIRECTOR DEL BJOTERIO
g e
a2

“DR. LUIS DELGADO OLIVARES. ING. DXNIEL/

i et
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

‘.ﬁ H COORDINACION ACADEMICA ‘é;org@

DIRECCION DE SERVICIOS ACADEMICOS
DIRECCION DEL BIOTERIO
COMITE INTERNO DE

DICTAMEN DE EVALUACION
P ] ] FOLIO:
: INSTITUCION (Subdireccion, Departamento o Area de trabajo): | c1oUA1,/014/2019
Instituto de Ciencias de la Salud. Area Académica de Medicina -
Veterinaria, ICAP, UAEH. FECHA DE APORBACION:
24 de Septiembre de 2019
PROYECTO: RESPONSABLE DEL PROYECTO:
Evaluacién del efecto de un alimento funcional a base del estadio de Dr. Armando Zepeda Bastida
pupa de Tenebrio molitor sobre la hepatocarcinogenesis experimental | azepeda@uaeh.edu.mx
en el raton. Tel: 751245633

INVESTIGADORES QUE COLABORAN EN EL PROYECTO:
Dr. Sergio Soto Simental, Ext. 2449, sotos@uach.edu.mx, Cel 7751337155
Dra. Maricela Ayala Martinez Cel 7751565336

M.V.Z. lliana Aleli Herrera Soto
| ALUMNOS O PASANTES QUE PARTICIPAN EN EL PROYECTO:
No hay alumnos registrados

RESULTADO 1
ASPECTOS A EVALUAR: =
ACEPTABLE | NO ACEPTABLE | SUGERENCIAS
JUSTIFICACION DEL USO DE
ANIMALES DE X
LABORATORIOS
BIENESTAR Y ESTRES X
ANIMAL
PROCEDIMEINETOS Y
CUIDADOS APLICADOS EN EL X
ANIMAL |
ASPECTOS ETICOS DEL X
PROTOCOLO
PUNTO FINAL Y EUTANASIA X

OBSERVACIONES GENERALES

1) Para que se autorice la cntrada de animales externos al bioterio de la UAEH, cl investigador deber4 presentar el

certificado de salud correspondiente de los animales de laboratorio, el cual deberd ser otorgado por el MVZ

responsable de la Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
CINVESTAV.

FECHA DE REVISION RESULTADO SI | NO | OBSERVACIONES

APROBADO X
2 de septiembre del 2019 NEGADO

PROPUESTAS

0 CAMBIO ’
Fecha de inicio: septiembre de 2019 | Fecha de término: 31 de enero de 2020 [
CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES QUE SE PROPORCIONARAN: /\
Raton (Mus musculus) de la cepa CSTBL/6, los cuales seran adquiridos en el CINVESTAV [Va)
INVESTIGADOR PRINCIPAL PRESIDEN%‘DEL CIECUAL C /'lé RIO

X2 A re \
Dr. Armando Zepeda Bastida. Dr. Luis Delgado Olivares. ico. |

oA
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Ciencia de los Alimentos.

12.3.1 Articulo publicado en Boletin de Ciencias Agropecuarias ICAp.

Produccién y usos de Tenebrio molitor.

L’,ﬁ"a I I” hitps:/irepository.uaeh.edu.mx/revistas/index.php/icap/iss hive I C E P

Boletin de Ciencias Agropecuarias del ICAP
TSSN: 2448-5357
Publicacion semestral, Vol. 6, No. 12 (2020) 1-4

Produccion y usos de Tenebrio molitor

Production and uses of Tenebrio molitor

Hliana A. Herrera-Soto °, Sergio Soto-Simental °, Juan Ocampo-Lopez °, Maricela Ayala-
Martinez * Armando Zepeda-Bastida **

Abstract:

The aim of work is to propose the insect Tenebrio molitor as a nutritional alternative and report on their production methods,
because not only have nutritional characteristics needed for a good diet for its nutritional high, but also have a variety of qualities
beneficial to the health of consumers. It is well known that Mexico is a country with nutritional problems, due to lack of knowledge
about nutritional deficiencies and options that people have in their diet; so that an alternative to this problem is to expand
knowledge and food choices. Tenebrio molitor is known as a nutritional option for the large number of proteins containing, which
provide a nutritional option, in addition to the health benefits that may be due to the presence of bioactive peptides. Not much is
known about the management that these insects must have to avoid pests or infections during their production, in addition to the
specific care necessary for rapid and sustainable production.

Keywords:

Insect consumption, nutritional altemative, protein, coleopter

Resumen:

El objetivo del trabajo es proponer el insecto Tenebrio molitor como alternativa nutricional e informar sobre los métodos de
produccion de este, ya que no solo tienen las caracteristicas nutricionales necesarias para una buena dieta por su alto contenido
nutricional, sino que también tienen una variedad de cualidades benéficas para la salud de los consumidores. Es bien sabido que
Meéxico es un pais con problemas nutricionales, debido principalmente a la falta de conocimientos sobre opciones nutricionalesy a
las deficiencias que las personas tienen en su dieta; por lo que una alternativa a esta problemética es ampliar el conocimiento y
opciones alimenticias. El Tenebrio molitor es conocido como una opcidn nutricional por la gran cantidad de proteinas que contiene,
lo que proporcionan una opcién nutricional, ademads de los beneficios para la salud que pueden tener graciasa la presencia de
péptidos bioactivos. No se sabe mucho sobre el manejo que estos insectos deben tener para evitar plagas o infecciones durante su
produccion, ademas de los cuidados especificos necesarios para una produccién rapida y sostenible.

Palabras Clave:
Consumo de insectos, alternatiy i , proteina, P
Introduction and Africa due to its high consumption reported in these
Insects are part of the dietin some regions, they are used places [6]. In tropical countries, mostinsects are collected
as a source of protein. Human consumption of insectis from nature, in an inventory carried out, more than 2000
associated with countries located in Asia, Latin America species of edible insects were recognized worldwide;
a Universidad Auténoma del Fstado de Hidalgo, Tnstituto de Ciencias Agropecuarias. Ave. Universidad s/n. ExHacienda de Aquetzalpa
Tulancingo, Hidalgo. MLIXICO. Iliana A. llerrera-Soto, aleli_herrera@hotmail.com; https://orcid.org/0000-0002-6923-0928 Scrgio Soto
Simental sotos(@uach.edu.mx https:/foreid.org/0000-0002-6923-0926 Juan  Ocampo  Lopez jocampo(@uach.edumx
htips:/orcid.org/0000-0002-9208-7216; Maricela Ayala Martinez, ayalam@uaeh.edumx, hups:forcid.org/0000-0001-5554-218X;
Armando Zepeda Bastida. azepeda@uach.cdu.mx, https://orcid.org/0000-0003-0 206

Autor de Correspondencia, Universidad Autonoma del Fstado de Hidalgo. https:/oreid.org/0000-0003-0572-5206, Fmail

azepeda@uach.edu.mx

Fecha de recepcion: 30/04/2020, Fecha de aceptacion: 04/05/2020, Fecha de publicacion: 05/07:2020
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12.3.2 Articulo publicado en Boletin de Ciencias Agropecuarias ICAp. Péptidos de
insectos: una alternativa antibacteriana.

L 'E I I ® hitps :/frepository.uaeh.edu.mx/revistas/index.php/icap/issue/archive I C AP

Boletin de Ciencias Agropecuarias del ICAP
ISSN: 2448-5357

Publicacién semestral, Vol. 6, No. 12 (2020) 5-8

Péptidos de insectos: una alternativa antibacteriana

Insect peptides: an antibacterial alternative

Carolina Costeira-Huerta “, lliana A. Herrera-Soto “, Maricela Ayala-Martinez , Sergio Soto-
Simental “, Juan Ocampo-Lopez . Armando Zepeda-Bastida "

Abstract:

Microorganisms causing diseases in humans and animals are constantly evolving, that is why it has become vital (o find new
alternatives to their treatment and prevention, since the antimicrobial resistance, defined by the WHO as theability of microorganisms
of preventing antimicrobials from acting against them, is a growing issue in our society. In 2016, the World Health Organization
published a report that had an estimated of 700 000 deaths caused by antimicrobial resistance in the world and established that these
numbers could ncrease over the next 35 years il appropriate measurements are not taken. By 2017, the WHO published a report
where around 51 new antimicrobials arc mentioned as an alternative to the treatment of some specific discases, however, only 8 of
those molecules are considered to have a therapeutic potential. The use of insects in medicine is not considered tobe a recent technique
since there are references to it that go back to the first human civilizations y has been proved to have beneficial aspects not only in
nutritional issucs, but in the health arcas. Tor instance, antimicrobial peptides have been described in several specics of organisms,
such as fungi, plants, humans and inscets, the latter being the ones where the most effective antimicrobial peptides have been
described.

Keywords:

Insects, Antibacterial alternative, Peptide

Resumen:

Los microor de enfermedades en ¢l humano y animales estan en constante evolucion, por lo que cs de vital

importancia encontrar alternativas para su tratamiento y prevencion. La resistencia antimicrobiana, definida por la OMS como la
capacidad que tienen los microorganismos de impedir que los antimicrobianos actien contra ellos, es un problema creciente en nuestra
sociedad. En el afio 2016, la Organizacion Mundial de la Salud publicd un informe en el que se estimd que para ese afio se atribuian
700 000 muertes a la resistencia a antimicrobianos en el mundo, y que la cifra puede ascender hasta 10 millones de muertes en los
proximos 35 afios si no se toman medidasadecuadas. Para el siguiente aiio, la OMS public6 un reporte donde se mencionan 51 nuevos
anlimicrobianos que pueden ser una allemativa al tratamiento de algunas enfermedades, sin embargo, solo 8 de estas moléculas se
consideran con potencial lerapéutico. El uso de insectos en la medicina no es considerado una practica reciente, ya que hay referencias
deella desdelas primeras civilizaciones y ha sido demostrado que tiene aspectos bené(icos no solo para la nutricién, sino para ambitos
de salud. Por ejemplo, los péptidos antimicrobianos se han descrito en muchas especies de organismos: hongos, plantas, humanos e
insectos, siendo estos ltimos en los que mas se han descrilo péptidos antimicrobianos eficaces.

Palabras Clave:

Insectos, Altemativa antibacterial, Péptidos

Universidad Autonoma del Listado de lidalgo, Instituto de Ciencias Agropecuarias. Ave. Universidad s/n. Lxllacienda de Aquetzalpa
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12.3.3 Presentacion en la Reunion cientifica de la asociacion mexicana para

la produccion animal y seguridad alimentaria.

83

P
* )’: REUNION CIENTIFICA DE ‘m :
LVI LA ASOCIACION MEXICANA
PARA LA PRODUCCION ANIMAL
Y SEGURIDAD ALIMENTARIA N
La Asociacién Mexicana para la Produccién Animal y Seguridad Alimentaria A.C
La Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
La Universidad Auténoma “Benito Judrez” de Oaxaca
otorgan la presente

Constancia a:

Barrios J.,

I.A., Apaez- Ocampo-Lépez J.,
Soto-Simental S.

Herrera-Soto
Zepeda-Bastida A.,

Ayala-Martinez M.,
Como ponente del cartel titulado “Calidad de la canal y de la
carne de conejos suplementados con Tenebrio molitor”, en la
XLVI Reunién Cientifica de la Asociacién Mexicana para la
A.C.

Produccién Animal y Seguridad Alimentaria,
a producciér

WorldHorseWelfare  Jaoam

Sustentabilidad y soberania alimentaria, un reto pa
animal en México
6-18 de Octubre del 2019, Oaxaca de Juarez, Oaxaca
7
M. en C. PATRICIA KARINA DR. JUA'%:AR'.OS MARTINEZ DR. JORGE HERNANDEZ
VICENTE CASTILLO GONZALEZ BAUTISTA
Directora, FMVZ, UABJO Presidente AMPA, AC Presidente del Comité Organizador
SEDAPA SECTUR SADER @ & m

oaxaca
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12.3.4 Articulo publicado en Revista mexicana de agrosistemas. Calidad
de la canal y de la carne de conejos suplementados con T. molitor.
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Revista Mexicana de Agroecosistemas
“ol. 6 (Suplemento 2), 2019 16-18 de octubre ISSN:2007-9559
Memoria de articulos en extenso y resumenes
“XLVI Reunion Cientifica de la Asociacion Mexicana para la Produccion
Animal y Seguridad Alimentaria, A. C.”

CALIDAD DE LA CANAL Y DE LA CARNE DE CONEJOS SUPLEMENTADOS CON
Tenebrio molitor

[CARCASS AND MEAT QUALITY OF RABBITS FED WITH Tenebrio molitor]

Iliana Aleli Herrera-Soto®, Jairo Apaez- Barrios, Juan Ocampo-Lépez, Maricela Ayala-Martinez,
Armando Zepeda-Bastida, Sergio Soto-5i

Unrversidad Autonoma del Estado de Hidalgo / Instituto de Ciencias Agropecuanas. Av. Universidad s/m km 1. Ex
Haciendza de A h Tulanci Hidalgo. Meéxico. CP. 43600. FfAutor para comespondencia:
(sotos(@uaeh edu.mx).

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de la inclusion de larva de Tenebrio
molitor en la alimentacion de conejos, sobre la calidad de la came y de 1a canal. Se utilizaron 20
conejos de 35 d de edad, distribuidos completamente al azar en dos tratamientos (sin tenebrio. con
tenebrio). con 5 repeticiones cada uno, en 28 d de engorda. en los cuales se evalud la calidad de la
canal y de 1a carne. Los resultados fueron analizados con ayuda de programa estadistico SPSS. Los
datos obtenidos demostraron que no tiene efecto (p = 0.05) sobre la calidad de 1a canal y de 1a carne
de conejos. Por lo cual se concluye que T. molitor insecto del orden Coleoptera, tiene potencial
para ser incluido como fuente de proteina en la dieta de conejos sin presentar alteraciones en la
calidad de la canal ni de la came.

Palabras clave: Capacidad de retencion de agua, coleoptero, insecto, pH.
ABSTRACT

The present work was the objective to determinate the effect of Tenebrio molitor inclusion. in the
feeding process of fattening rabbits on the quality of the carcass and meat. Were used 20 rabbits
weaned at 35 d and were subjected to a fattening of 28 days. This work have two treatments were
used (Without Tenebrio, with Tenebrio) with 5 repetitions. The results were evaluated with the
help of the SPSS program. The results obtained with the two diets offered have similarities. so it is
concluded that T. molifor, insect of the order Coleoptera, has potential to be included as a source
of protein in the diet of rabbits without presenting alterations in the quality of the carcass or meat.

Index words: Coleoptero. insect. pH, water retention capacity.
INTRODUCCION

La came de conejo es 20% mas barata que la carne de res (SAGARPA. 2015). es de facil digestion.
posee bajo contenido de colesterol. alto nivel de aminoacidos y un 21.5% de proteina (Camps.
1996), A pesar de estas cualidades. no es consumida frecuentemente; por ejemplo en México. el
consumo per capita es menor a 100 g (Marin. 2017). Lo anterior probablemente se debe a que el
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