EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON QUESO DE BUFALA
S Bl SOBRE EL DESARROLLO DE NEOPLASIASY FOCOS DE CRIPTAS DISPLASICAS EN
COLON DE RATAS
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Se utilizaron 20 ratas Wistar, machos, de 6 semanas de edad, de 160 g de peso corporal, alojados en jaulas metalicas _____
individuales y mantenidos a temperatura de 212C, con agua y dieta con alimento balanceado comercial (ABC). Los animales Y
fueron divididos al azar en 2 grupos: Grupo Control (GC): (n=10) dieta con ABC. Grupo Dieta Queso (GQ): (n=10) dieta con ABC, 2¥*
suplementado con 25% de queso de bufalas. La experiencia durd 7 meses. La induccion al cancer de colon fue realizada mediante
la inoculacién por via SC de 20 mg de DMH/kg/semana, totalizando 10 inoculaciones. En la necropsia el aparato digestivo
completo fue retirado para su examen macroscopico, histolégico y ultraestructural mediante microscopia electronica de barrido
(MEB) donde secciones de intestino fueron fijados en glutaraldehido al 3%, deshidratados, montados sobre cabos de aluminioy
cubiertos con oro paladio. Los tumores y las secciones del intestino grueso fueron procesados segun la técnica histologica clasica
para bloques parafinados, cortados a 5 um y coloreados con H-E. En el estudio macroscopico se determind, el nimero, el Figura1l: Rata alimentada con ABCy
tamafio, el aspecto macroscopico y la localizacién de las neoplasias en los diferentes segmentos anatémicos del intestino grueso. 1Y¢>° de bufala.
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Estudios epidemiologicos en seres humanos y experimentales en animales de laboratorio, sugieren que la leche y productos lacteos pueden ejercer efectos
inhibitorios sobre el desarrollo de varios tipos de tumores. Nuestro grupo de investigacion, ha realizado varias experiencias con leche de vaca y de bufala
demostrando su efecto inhibidor sobre el desarrollo de cancer de colon en ratas. En su composicion quimica, la leche bubalina presenta mayores valores de soélidos
totales, grasa, proteina y lactosa que la leche de vaca. Por esto resulta importante evaluar el efecto de la administracion de queso elaborado con leche de bufala
sobre el desarrollo del cancer de colon en ratas, inducido con 1,2 dimetilhidrazina (DMH). Estos datos seran utilizados como valores basales para una proxima
experiencia en la que se evaluara el efecto de un queso de bufala con alto contenido de acido linoleico conjugado y omega 3 y bajas concentraciones de acidos grasos
saturados y de omega 6 sobre el desarrollo de cancer de colon en ratas.

En este trabajo, se destaca el uso de |a rata debido a su gran susceptibilidad a desarrollar neoplasias y FCD inducidas con el carcinogeno DMH. El consumo de
gueso de bufala no modifico la frecuencia, el tamano, la localizaciéon y el tipo histologico de tumores, como asi tampoco la frecuencia de FCD en este modelo. Estos
resultados permitiran evaluar en una segunda experiencia, el efecto anticancerigeno de un queso bubalino funcional, con alto contenido de acido linoléico conjugado
y omega 3 y bajas concentraciones de acidos grasos saturados sobre el desarrollo del cancer de colon en ratas.

El estudio macroscopico registro 26 tumores en GC y 32 en GQ, sin diferencia significativa entre ambos grupos (p>0,05). Para el tamano, los tumores fueron
agrupados en 5 categorias o rangos expresados en mm. El mayor numero de neoplasias observadas macroscopicamente (Tabla 2) correspondid al tipo Polipoide con
base sésil (TPS) (Figura 2), sin diferencias significativas en los TPS (p= 0,0681) y en los tumores tipos Polipoide pediculado (p>0,999) entre GCy GQ. En ambos grupos,
el mayor numero de neoplasias se localizo en colon distal, sin diferencias significativas entre los grupos (p>0,05). El tipo histolégico hallado con mayor frecuencia en
ambos grupos fue el adenocarcinoma tipo tubulo velloso (28 neoplasias), seguido por el adenocarcinoma tubular (17 neoplasias) y 8 adenocarcinomas tipo velloso.
Se observo 4 tumores del tipo carcinoma mixto y solo 1 carcinoma de células en anillo de sello sin diferencias significativas entre los grupos (p>0,05). Se registraron
66 focos de criptas displasicas (FCD) (Figura 3) en los animales del GCy 93 en GQ, sin significancia estadistica entre ambos grupos (p= 0,1999).

Tabla 1: Numero de neoplasias por rango en ambos Tabla 2: Frecuencia de los diferentes tipos de neoplasias Tabla 3: Localizacion de neoplasias en los segmentos
grupos tratados con DMH. en ambos lotes tratados. del intestino .
Milimetros |GC |GQ |p valor Tinos| Polipoide | Polipoide | o Observados Localizacién | Recto| C010N| Colon |
1a5mm 7] 10| 0,3823 P Sésil Pediculado Microscopicamente distal | Proximal 9
6al0 mm 12| 16| 0,5234 GC 10 11 3 p) GC 2 22 2 -
11 a 15 mm 6| 3] 0,279
’ GQ 21 11 - - GQ 1| 27 3 1
16 a 20 mm 0) 2| 0,3434
Mas de 20 mm 1 1/ >0,999 e Vo
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- > Seccitn de : r as r Figura 3. Focos de criptas displasicas de bajo grado, con basofilia, seudoestratificacion y
|gur? ' ’ e(_:glog be mtee:,tl_r;o nggjelscr)] D.etr?t‘;’ cr?n neopiasias, de moderada dilatacion de la luz y disminucidon de células mucosas. En A se observa un FCD
aspecto polipoide de base sesil en Colon Distal (flechas). en la superficie de la mucosa. En B y C FCD en la profundidad de la mucosa de colon distal

en rata de GC.
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res normalesy uniformes. MEB-50x
B- Colon distal. Tumor de 1,5 x 3mm, con superficie irregular (T). El circulo destaca un FCD, compuesto por 8 criptas, gue sobresalen de la superficie mucosa, con aberturas irregulares, y

paredes engrosadas. MEB-27x
C- Colon distal. El circulo delimita un Foco de criptas displasicas, formada por numerosas criptas glandulares, con aberturas irregulares, agrandadas y paredes engrosadas. A la izquierda

se observa un tumor (T), notese la intensa irregularidad de las superficies glandulares. MEB-50x
D- Superficie mucosa normal, se observan criptas con paredes y aberturas uniformes.
E- Con el mismo aumento (550x) se observan menor nidmero de criptas, con aberturas irregulares y paredes engrosadas.

eSanchez Negrette, M., Montenegro, M. A., Catuogno, M. S., Lértora, W. J.,; Guanziroli, M. C. 2007. Decrease of intestinal tumors induced by 1, 2-dimethylhydrazine in rats fed with cow milk and buffalo milk. Biocell, 31(3): 391-396.
ePatifio, E.M. 2009. El Bufalo. Leche bubalina: Produccion mundial. Comparacion con la leche bovina. Alimentos funcionales derivados de la leche. On line: http://www.produccion-animal.com.ar/informacion_tecnica/razas_de_bufalos/65-bufalo.pdf
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IDENTIFICACION DE LEPTOSPIRAS POR TECNICA DE
BIOLOGIA MOLECULAR EN FUENTES DE AGUAS
NATURALES EN LA CIUDAD DE CORRIENTES
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Debido a la presencia de roedores positivos a leptospiras detectados en previos trabajos realizados por nuestro equipo de investigacion en el area de estudio, nuestro

presente objetivo fue detectar Leptospira sp. en fuentes de agua de la misma zona.

La leptospirosis es una enfermedad zoonaoticas de distribucion mundial, causada por diversos serovares de leptospiras. EI hombre puede

adquirir la enfermedad al entrar en

contacto directo con orina de animales infectados con la bacteria o indirectamente con aguas y suelos contaminados con la orina de estos animales. La deteccion de este

patdgeno por metodos convencionales a partir de fuentes de agua ha demostrado ser una metodologia tediosa y complicada. Este hecho es atribuible, al menos en parte, al

tiempo que requiere en medios de cultivo o el crecimiento de microorganismos de morfologia similar, lo que dificulta el aislamiento de los

mismos. Por esta razon, han surgido

técnicas moleculares que permiten superar estas limitaciones ofreciendo resultados con un alto grado de sensibilidad y de facil reproducibilidad.

TRANSPARENTES TURRIAS leptospiras por esta técnica (figura 1).

Para las reacciones de PCR simple se e

Icteroahemorragiae, cultivos provenientes

De un total de 30 muestras de agua (20 claras y 10 turbias) se logro extraer ADN a partir

de filtros de agua, 2 de ellas revelaron bandas de 430 pb considerandolas detectables a

mplearon controles positivos elaborados por

nuestro equipo de trabajo en el laboratorio del Servicio de Biologia Molecular a partir de L.

del Instituto de Patobiologia, Centro de

SISTEMA DE FILTRADO Investigacion en Ciencias Veterinarias y Agrondmicas (CICV y A) INTA Castelar (Buenos

Alres).
C—— Filtrosd20.45um
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e Filtros d20.22 um Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Tecnica de PCR Simple ARNr 16s

TECNICA DE PCR A PARTIR DE FILTROS DE 022 um

Acondictonamiento de filtros

| Extraccionde ADN

/
DETECCION DE LEPTOSPIRAS
= PCR CONVENCIONAL
" GEN ARNy 16s
::.: Calle 1 (MPM)_: marcador de peso molecular _(cienmarke
/' Icteroahemorragiae. Calle 3 (C-): control negativo. Calles

Calles 5y 8 (m+): ADN/muestras de Agua detectables.
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r). Calle 2 (C+): control positivo ADN/RE-RE-BOILING L.
4- 6- 7- 9 al 12 (m-): ADN/muestras de Agua no detectables.

Para comprender el ciclo de vida de las leptospiras, uno de los mayores desafios estan dirigidos al monitoreo de sus reservorios, vias de contagio y fuentes de
contaminacion como lo es el agua, esta ultima, estas importantes por el constante contacto con la poblacion humana y también animal. En Argentina pocos son los
reportes de estudios de aislamiento de Leptospiras a partir de muestras de agua, probablemente vinculado a la alta contaminacion que presentan las muestras y su
alta complejidad en el aislamiento. El empleo de un sistema de filtracion como paso previo a la aplicacion de tecnicas de PCR demostro ser un metodo practico y

eficaz que permite eliminar las impurezas mas groseras y retener las espiroguetas en estudio teniendo en cuenta que de este

naso depende el exito de la deteccion

de la bacteria. Asi mismo, los resultados obtenidos en este trabajo a partir de PCR convencional, confirman la existencia de Leptospira en el area de estudio,

aportando un gran avance en el conocimiento epidemiologico de este microorganismo Yy el desafio de implementar técnicas ¢
especies patogenas, responsables de grandes brotes en animales y en el hombre.

e PCR dirigidas a la identificacion de
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