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RESUMEN

Entre todos los tipos de cancer, el carcinoma hepatocelular (HCC) se encuentra en
el quinto lugar en incidencia y en el tercero en mortalidad a nivel mundial.
Recientemente se ha encontrado que la esteatosis hepatica no alcohdlica (NAFLD)
es un factor de riesgo para el HCC. Se ha reportado que en la NAFLD es la
acumulacion de colesterol, mas que de otro tipo de lipido, lo que sensibiliza los
hepatocitos al dafio. El objetivo de esta tesis es determinar el efecto de la esteatosis
producida por una dieta hipercolesterolémica sobre la induccion y progresion del
HCC producido por un hepatocarcinégeno quimico. Para esto se utilizaron ratones
de la cepa C57BL/6 de catorce dias de nacidos que fueron inyectados via i.p. con
n-dietilnitrosamina (DEN, 10 pg/g de peso corporal) y se alimentaron con dieta
hipercolesterolémica (DHC, 2% de colesterol y 0.5% de colato de sodio). Los
ratones se sacrificaron a distintos tiempos y se aisl6 la proteina de muestras de
tejido para realizar ensayos de Western Blot. Parte del tejido se recuperd para
realizar analisis histolégicos con tinciones de hematoxilina-eosina, tricromicas de
Masson e inmunohistoquimicas con distintos marcadores de proliferacion celular.
Los resultados muestran que los ratones DHC tienen un desarrollo acelerado de
tumores comparado con los ratones alimentados con una dieta balanceada. A los 8
meses de tratamiento la dieta hipercolesterolémica genera esteatosis y fibrosis. Los
ratones DHC presentan tumores mas grandes, en mayor cantidad y con mayor
vascularizacion en relacion con los controles. Los Western blots revelan incremento
en la activacion de STATS3, expresion elevada de ciclina D1 y disminucion de p27
en los ratones DHC. Por lo que podemos concluir que la sobrecarga de colesterol

en el higado acelera la carcinogénesis inducida con DEN activando la via de STATS3.
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ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the predominant type of primary liver cancer rated
as fifth among all cancers in incidence and as third in mortality. Recently non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD) has been recognized as an important risk factor for HCC.
Recent findings show that in NALFD cholesterol accumulation more than any other
type of lipid sensitizes hepatocytes to damage. The aim of this thesis is to determine
the effect of the steatosis induced by a hypercholesterolemic diet over the induction
and progression of liver cancer produced by a chemical hepatocarcinogen. To do this
thirteen days-old C57BL/6 male mice were fed with a hypercholesterolemic diet (DHC,
2% cholesterol and 0.5% sodium cholate) and were treated with a single dose of N-
diethylnitrosamine (DEN, 10 pg/g body weight, i.p.) at fourteen days of age. Mice were
sacrificed at different times, proteins were isolated from liver tissue samples to perform
Western blot assays and pieces of tissue were embedded in paraffin for H&E and
Masson’s trichrome routine staining and for immunohistochemestry. Our data revealed
accelerated tumor growth in animals fed with a high cholesterol diet compared with
those fed with a standard diet. After 8 months of high cholesterol intake mice generated
liver steatosis and fibrosis. DHC mice had larger tumors, in greater number and more
vascularized than mice fed with the standard diet. Western blots analysis revealed an
increase in STAT3 activation, overexpression of cyclin D1 and a decrease in p27
expression in DHC mice. In conclusion our data show that cholesterol overload in liver

accelerates DEN induced carcinogenesis over activating Stat3 pathway.
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INTRODUCCION

Obesidad como factor de riesgo para el cancer

La obesidad se ha convertido en uno de los problemas de salud publica mas serios a
nivel mundial y su prevalencia ha incrementado draméticamente en las ultimas
décadas (Sun y Karin, 2012). Una persona presenta obesidad cuando su indice de
masa corporal (IMC) es mayor o igual a 30 kg/m? (Haslam y James, 2005). El
incremento de la incidencia de la obesidad a nivel mundial, particularmente en nifios,
ha llamado la atencion de la Organizacion Mundial de Salud (Rocchini, 2002). La
Secretaria de Salud en nuestro Pais afirma que el sobrepeso y la obesidad afectan a
70% de la poblacion de 20 o mas afios de edad, a 31% de los adolescentes y al 26 %

de los nifos entre 5y 11 afios.

La obesidad puede ser causa de multiples enfermedades como el sindrome
metabdlico, la diabetes tipo 2, la enfermedad de higado graso no alcohdlica (NAFLD,
por su siglas en inglés) y la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, por sus siglas en
inglés) (Sun y Karin, 2012). Recientemente también se ha reconocido a la obesidad
como un factor de riesgo mayor para multiples tipos de cancer, entre los cuales el
cancer de pancreas y de higado mostraron el mayor aumento de riesgo (Haslam y

James, 2005).

Multiples estudios epidemiolégicos confirman la importancia de la obesidad como un

factor de riesgo independiente para el carcinoma hepatocelular (HCC), la forma mas



comun de cancer hepatico (Regimbeau, y col., 2004). Moller y col., (1994) observaron
un incremento en el riesgo de cancer entre pacientes obesos dados de alta de
hospitales daneses, con un riesgo relativo de 1.9. Otro estudio en Estados Unidos
mostrd que las mujeres obesas tienen mas riesgos de morir por cancer de higado
(riesgo relativo 1.68) que sus contrapartes no obesas, mientras que los hombres

presentaron un riesgo de 4.52 veces mas que hombres no obesos (Calle, y col., 2003).

Debido a su mayor prevalencia y a que se encuentra mas repartida alrededor del
mundo, la obesidad se puede considerar como un factor de riesgo mayor que las

infecciones por el virus de la hepatitis B (HBV) o C (HCV) (Sun y Karin, 2012).

HCC y NAFLD

El HCC es la forma mas comun de carcinoma hepatico primario, entre todos los tipos
de cancer se encuentra en el quinto lugar en incidencia y en el tercero en mortalidad
a nivel mundial (Venook y col., 2010). En México, las muertes por HCC muestran una

tendencia creciente del 2004 al 2006 aumentando 14% (Uribe, 2010).

El HCC se desarrolla frecuentemente en el higado previamente dafiado; los
principales factores de riesgo son las cirrosis causadas por hepatitis viral (infecciones
por HBV o0 HCV) o por el abuso de alcohol (Blonski y col., 2010), sin embargo, el rapido
desarrollo de potentes agentes antivirales y la creciente incidencia de cirrosis asociada
a NASH y al sobrepeso pueden modificar el panorama etiolégico de las enfermedades

hepaticas crénicas en las proximas décadas (Ascha y col., 2010).



Es muy probable que en los Estados Unidos de Norteamérica y en México, la obesidad
sea el primer factor de riesgo junto con otros factores no virales como la diabetes

mellitus tipo 2, el alcohol, el tabaco y anticonceptivos orales (Blonskiy col., 2010).

La mayor manifestacién hepéatica de la obesidad es la NAFLD y se ha relacionado con
el HCC (Abdelmalek y Diehl, 2007). La NAFLD se ha convertido en la enfermedad
hepatica mas comun en Estados Unidos y otros paises industrializados, afecta al 30%
de la poblacion adulta general y a 90% de los pacientes con obesidad mérbida (IMC
mayor o igual a 40 kg/m2) (Lazo y Clark, 2008). La mayoria de los individuos con
NAFLD tienen sélo esteatosis, sin embargo, aproximadamente el 20% de todos los
casos presenta esteatohepatitis, la cual consiste en esteatosis e inflamacion
parenquimal y portal, algunos pacientes también pueden presentar distintos niveles

de fibrosis con el potencial de progresar a cirrosis (Rafiq y col., 2009).

La acumulacion de lipidos debido a la ingesta excesiva de calorias, factores genéticos
u otras enfermedades puede resultar en disfuncién hepatica debido a que el higado
sintetiza mas triglicéridos y no puede exportarlos, en consecuencia los triglicéridos se

acumulan en los hepatocitos, provocando esteatosis hepatica (Baffy y col., 2012).

La NALFD es un desorden reversible cuyas causas pueden ser tratadas e inhibidas
en etapas tempranas (Eriksson y col., 1986). Sin embargo, sin el tratamiento correcto
la NAFLD puede progresar a inflamacion hepatica cronica (NASH), que puede llevar
la enfermedad hasta cirrosis causando graves complicaciones incluyendo falla
hepatica y HCC (Park y col., 2010). Ademas la NAFLD puede ser un cofactor en otras
enfermedades hepaticas y exacerbar la herida hepatica (Powell y col., 2005). Hasta
la fecha, se ha subestimado el papel de la NAFLD en el desarrollo de HCC, por lo que
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es probable que la NAFLD y otros factores relacionados con el metabolismo actien

sinérgicamente con otras condiciones para promover la hepatocarcinogénesis.

Colesterol

La literatura especializada ha reportado datos en los ultimos afios con estudios que
ya no dejan la menor duda de la relacion que tiene la NAFLD y el HCC (Starley y col.,
2010, Tokushige y col., 2010). Sin embargo se ha descuidado el papel que tiene
particularmente el colesterol en el inicio y progresion del HCC, sobre todo en
poblaciones donde la ingesta de colesterol de la dieta es sumamente importante como
es el caso de los mexicanos, en donde el contenido de colesterol en la dieta es 10

veces superior a la que tienen paises europeos (Enurbal, 2007).

El colesterol es importante para el buen funcionamiento celular. Es componente
central de las membranas plasmaéticas y, en patrticular, de las balsas lipidicas por lo
que una disminucién o aumento de los niveles de colesterol afecta seriamente a los
componentes proteicos de las balsas, sobre todo cuando se trata de receptores a
factores de crecimiento o citocinas. Datos de nuestro laboratorio muestran que el
consumo de una dieta alta en colesterol durante 48 horas provoca acumulacion de
triglicéridos en los hepatocitos. Los hepatocitos no son células especializadas en el
almacenamiento de lipidos y frente a esta sobrecarga de triglicéridos producen de
especies reactivas de oxigeno (ERO) las cuales se han relacionado con diferentes

procesos patolégicos como el cancer (Baffy y col., 2012).

Recientemente se han caracterizado, por el grupo del Dr. Fernandez-Checa (Hospital



Clinic | Provincial, Barcelona, Espafa), los efectos que tiene la sobrecarga de
colesterol en los hepatocitos de animales alimentados con wuna dieta
hipercolesterolémica compuesta por alimento base para roedores (Purina # 5001)
suplementada con 2% de colesterol y 0.5% de colato de sodio, el cual ayuda a mejorar
la absorcién del colesterol en el intestino (Mari y col., 2006). Este grupo de
investigacion reporta que es el tipo de lipido més que la cantidad del mismo lo que
determina la susceptibilidad del higado graso de progresar a NASH. Los resultados
muestran que es el colesterol libre, pero no los &cidos grasos libres o los triglicéridos,
el que sensibiliza al hepatocito a la NASH mediada por el factor de necrosis tumoral

alpha (TNF-a) y Fas.

Por otro lado, en relacion a estudios sobre el cancer, el mismo grupo de
investigacion reportd que el colesterol mitocondrial brinda resistencia a la
guimioterapia a células de HCC por un mecanismo dependiente del incremento en
el orden de membrana mitocondrial. Ademas, se ha reportado que el tratamiento
con estatinas induce la sensibilidad de las células del HCC a la doxorubicina
(Montero y col., 2008), demostrando que al menos existe un efecto conferido por el

colesterol en la resistencia a las terapias anticancerosas.

Mecanismos de hepatocarcinogénesis en NAFLD

La hepatocarcinogénesis es un proceso de varios pasos que puede tardar varias
décadas para evolucionar en enfermedad hepéatica cronica (Farazi y DePinho, 2006).

La desregulacion del balance entre los procesos de proliferacion y muerte celular tiene



un efecto tumorigénico. En el HCC humano generalmente se asocia con la activacion
de las sefiales de proliferacion e inhibicion del proceso de muerte celular que llevan a
la sobrevivencia y luego proliferacion de las células afectadas (Fabregat y col., 2007).
Multiples mecanismos pueden estar interviniendo en la creacion de un ambiente
favorable para la formacion de tumores en el HCC relacionado con la NAFLD. La
obesidad se caracteriza por una respuesta inflamatoria cronica de bajo grado, que es
un factor de riesgo para el HCC. Cuando el tejido adiposo se expande promueve la
liberacién de citocinas proinflamatorias, como la interleucina 6 (IL-6) que pueden
activar rutas proto-oncogénicas como la que involucra a STAT3 (transductor de sefal

y activador de la transcripcion 3) (Stickel y Hellerbrand, 2010).

Las células cancerosas a menudo exhiben alta sintesis alta de acidos grasos y
acumulacion de lipidos (Menendez y Lupu, 2007), esto sugiere que el incremento en
la disponibilidad de lipidos en los hepatocitos puede proveer energia y soporte
estructural a la rapida proliferacion de las células del HCC (Baffy y col., 2012). La
lipotoxicidad se define como la disfuncion celular ocasionada por acumulacién de
grasa en tejidos no adiposos como el hepatico (Unger y col.,, 2010). Cuando la
oxidacion de acidos grasos elevada se producen peréxidos lipidicos y radicales libres
gue ocasionan tanto estrés del reticulo endoplasmico como disfuncion mitocondrial
incrementando la produccién de ERO (Weiy col., 2006). Las ERO activan a las células
estelares que producen varios factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF), que pueden estimular vias oncogénicas que contribuyen en la

expansién y seleccién de los clones neoplasicos de hepatocitos (Baffy y col., 2012).

El HGF también activa las vias de sefalizacion RAS/ERK (cinasa de proteinas



regulada por sefales extracelulares) y fosfatidilinositol cinasa 3 (PI3K)/Akt (Fabregat
y col., 2007). Se ha encontrado una activaciéon aberrante de la via RAS/ERK en el
HCC humano (Tsuboi y col., 2004). Ademas, la proliferacion de tumores inducida por
la activacion de ERK esta asociada a la resistencia contra cualquier tipo de terapia
como la radiacién y la quimioterapia (Yoshiday col., 2006), sin embargo, el mecanismo

de la desregulacion de ERK aun no se conoce del todo.

La via PI3K/Akt también juega un papel importante en la regulacion del blanco de la
proteina “blanco de la rapamicina en mamiferos” (MTOR) el cual regula el crecimiento
celular en respuesta al ambiente nutricional celular. Akt también podria estar
sobreactivando sefiales antiapoptoticas como proteinas de la familia de Bcl-2, Mcl-1

(Schulze-Bergkamen y col., 2004).

Modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la N-dietilnitrosamina

La N-dietilnitrosamina (DEN) ha sido usada extensivamente en el pasado como un
carcindégeno, un iniciador de lesiones en modelos animales de carcinogénesis o
ambos. La DEN induce lesiones hepaticas neoplasicas y preneoplasicas en ratones.
Para inducir tumores con DEN se utilizan ratones infantes (14 dias de edad) debido a
que el higado en desarrollo es susceptible especialmente a carcinégenos quimicos
(Vesselinovitch y col., 1984). Este modelo es uno de los mas utilizados para estudiar
las diferentes etapas de la hepatocarcinogénesis (Fausto y Campbell, 2010). La DEN
se metaboliza en un agente alquilante que induce dafio en el ADN, mutaciones (Verna

y col.,, 1996) y muerte de los hepatocitos (Farber y Gerson, 1984). Los eventos



moleculares resultantes de la exposicion a la DEN reflejan la situaciéon del HCC

humano con mal prondéstico.
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JUSTIFICACION

En la actualidad, la poblacion mexicana tanto adulta como infantil presenta una
prevalencia muy alta de obesidad. El contenido de colesterol de la dieta del mexicano
es 10 veces superior a la que tienen paises europeos, sobre todo los de las costas del
Mediterraneo. Ademés, en su dieta, el consumo de grasas es superior al valor
recomendado, lo cual nos lleva a considerar que una proporciébn muy alta de la
poblacion mexicana debe de tener higado graso. La acumulacion de lipidos en el
higado provoca un estado inflamatorio que puede llevar a HCC. La evolucion de
NAFDL a HCC es un proceso lento, que puede tomar hasta 30 afios, por lo que datos
concretos de la relacion higado graso — HCC no existen por el momento.
Considerando que el estado de estrés oxidante crénico en los hepatocitos acelera el
proceso carcinogénico, que la ingesta alta de colesterol provoca un estado de estrés
oxidante y el aumento en el consumo de alimentos con alto contenido calérico tanto
en adultos como en nifios, es facilmente predecible que en los préximos 20 afios se
observara un aumento alarmante en casos de HCC, siendo todavia mas preocupante
gue puede irse presentado en edades mucho mas tempranas. La caracterizacion de
las rutas de sobrevivencia y proliferacién afectadas en modelos experimentales de
esteatosis y HCC inducido por DEN nos permitira conocer mas acerca de esta
fisiopatologia e identificar marcadores pronéstico de seguimiento y progresion del

proceso hepatocarcinogénico en el higado graso.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Puede una dieta rica en colesterol favorecer la progresion del cancer hepatico

inducido por la N-dietilnitrosamina?

12



HIPOTESIS

La esteatosis generada por el consumo de una dieta hipercolesterolémica acelerara
el proceso carcinogénico inducido por la N-dietilnitrosamina, incrementando la
activacion de las rutas de proliferacion celular y disminuyendo las relacionadas con

la muerte celular.

13



OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la esteatosis producida por la dieta hipercolesterolémica

sobre la induccion y progresion de la hepatocarcinogénesis quimica.

14



OBJETIVOS PARTICULARES

1)

2)

3)

Determinar el efecto de una dieta hipercolesterolémica sobre la proliferacion
celular y generacion de lesiones en un modelo de carcinogénesis quimica
inducida por la N-dietilnitrosamina.

Determinar los cambios histolégicos producidos por el efecto de una dieta
hipercolesterolémica en el cancer hepatico inducido por la N-dietilnitrosamina,
Determinar el efecto de una dieta hipercolesterolémica sobre las rutas de
sobrevivencia y proliferacion STAT3 y ERK en carcinogénesis quimica inducida

por la N-dietilnitrosamina.
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MATERIAL Y METODOS

Todos los reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich de México, salvo cuando se
indique lo contrario. Los anticuerpos primarios y secundarios se adquirieron de

Santa Cruz Biotechnology EUA, salvo cuando se indique lo contrario.

Animales

Para el presente estudio se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6 de 13 dias
de nacidos que se mantuvieron en el bioterio del Instituto Nacional de Rehabilitacion
de la Ciudad de México hasta el dia del sacrificio. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones libres de patdégenos, ciclos de luz y oscuridad 12/12h y se mantuvieron

con su madre hasta cumplir 1 mes de edad.

Tratamientos

Los ratones se dividieron en cuatro grupos que se describen a continuacion:

e Los ratones control consiste fueron alimentados con una dieta estandar para
roedores (Chow, Purina Inc) durante todo su tratamiento, grupo CW. A los 14

dias de edad se les administré una inyeccion de 50 ul de solucién salina (SS)

viai. p.
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e En el grupo DCW los ratones fueron alimentados con dieta Chow hasta el dia
de su sacrificio. A los 14 dias de nacidos se les administré una inyeccion de
DEN diluido en SS a una concentracion de 10 pg/g de peso corporal via i. p.

e Los ratones del grupo HC se alimentaron desde los 13 dias de nacidos y hasta
su sacrificio con una dieta hipercolesterolémica compuesta por con una dieta
base Chow suplementada con 2% de colesterol y 0.5% de colato de sodio
(Dyets Inc.). 24 horas después se les administré SS por via i. p.

e El grupo DHC esta compuesto por ratones que se alimentaron con la dieta
hipercolesterolémica desde los 13 dias de nacidos y hasta su sacrificio. Al dia

siguiente se les administré DEN por via i.p.

Seis ratones de cada grupo se sacrificaron en los dias 0, 1, 2, 7, 15, 31 (1 mes), 84 (3
meses), 140 (5 meses) y 224 (8 meses) a partir del inicio de la dieta. El dia del sacrificio
los ratones se anestesiaron con 0.6 ml de tribromoetanol (avertina) por via i. p. para
después pesarlos y tomar una muestra de sangre por puncion cardiaca. El area
abdominal se desinfecté con etanol al 70% y se realizé una incision en forma de V
para dejar expuesto al higado. Los higados fueron resecados, pesados y
fotografiados. Se cont6 el numero de lesiones visibles macroscopicamente asi como
el nimero de tumores mayores a 1 mm. Fragmentos de higado o de tumores
(dependiendo del tratamiento y del tiempo) se fijaron en formalina al 10%, otros en
paraformaldehido al 4% y otros se congelaron en nitroégeno liquido. En el caso de los

tumores también se congel6 tejido circundante.

17



Histologia

Los fragmentos de tejido hepatico preservados en formalina se deshidrataron con
etanol para luego ser embebidos en parafina. A partir de los bloques de parafinas, se
realizaron cortes de 5 ym que se depositaron sobre portaobjetos. Los portaobjetos se
introdujeron 10 min a una estufa a 60°C, luego se desparafinizaron con xileno y se
hidrataron con concentraciones de etanol del 100 al 50% por 5 min cada uno para
acabar con un lavado en agua por 5 min. Después se colocaron en hematoxilina de
Harris por 5 min y a continuacién se lavaron en agua por 5 min, se continud
sumergiéndolos en HCI-EtOH96% hasta que aparecid un color rojizo, después se
sumergieron en agua amoniacal (200 ml de agua destilada con 3-4 gotas de
amoniaco) hasta que aparecié un color azul. Se volvié a lavar con agua corriente
durante 2 min y con agua destilada otros 2 min. En seguida se colocaron los
portaobjetos en eosina alcohdlica 1 min. Posteriormente se deshidrataron las
muestras en etanol del 50% al 100% se sumergieron 1 min en xileno y se montaron

con Dako Cytomaton, USA.

Para la tincion tricromica de Masson los portaobjetos con las secciones hidratadas se
colocaron en solucion de Bouin durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente los portaobjetos se lavaron y enfriaron con agua corriente para luego tefirse
en hematoxilina de Gill durante 5 min. Después de lavar y aclarar con agua
desionizada se tifieron las secciones en una solucion de fucsina acida-escarlata de
Bierich por 5 min. Se aclaré con agua desionizada y se colocaron los portaobjetos en
solucion de acido fosfotungstico/fosfomolibdico (esta solucion se preparé mezclando
1 volumen de &cido fosfotingstico y 1 volumen de acido fosfomolibdico con 2
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volimenes de agua desionizada) durante 5 min. Posteriormente se colocaron los
portaobjetos en una solucién de azul de anilina durante 5 min. Después se

deshidrataron, aclararon con xileno y montaron.

Tincién con plata de los centros organizadores nucleolares

Secciones de biopsias hepaticas de 5 pum se desparafinizaron con xileno y
rehidrataron como se explicdé previamente. Posteriormente las muestras se
sumergieron en una solucién de 10 mM de citrato de sodio pH 6.0 y se introdujeron
en una autoclave a 120°C por 20 min. A continuacion las secciones se lavaron en
agua desionizada 2 veces por 5 min y se tifieron con una solucién compuesta de un
volumen de 2% de gelatina en 1% acido férmico acuoso y dos volumenes de nitrato
de plata al 50%. La tincién se llevé a cabo en una incubadora a 37°C por 11 min.
Posteriormente se lavaron las muestras con agua desionizada 3 veces por 5 min.

Después se deshidrataron, aclararon con xileno y montaron.

Inmunohistoquimica

Para los estudios inmunohistoquimicos las secciones de 5 um se desparafinizaron y
rehidrataron de igual forma que las muestras que se utilizaron para las tinciones
histoldgicas. Para la recuperacion antigénica los portaobjetos se sumergieron en una
solucion de 10 mM de citrato de sodio pH 6.0 y se introdujeron en una autoclave a

120°C por 20 min. Posteriormente las muestras se lavaron en agua desionizada 2
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veces por 5 min y se bloquearon por 1 h con TBS-Tween suplementado con 5% de
leche descremada. A continuacion se quité la solucion de bloqueo, se depositaron 200
ul de la solucion con el anticuerpo primario diluido en TBS-Tween y se incubd durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se quité el anticuerpo y se lavaron las secciones
3 veces en TBS-Tween por 5 min cada lavado. Se agregoé el anticuerpo secundario
biotinilado durante 30 min a temperatura ambiente y después se lavaron las muestras
con TBS-Tween 2 veces por 5 min. Se les agrego reactivo ABC (Vector Laboratories,
Inc.) y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente, después se lavaron 2 veces
con TBS-Tween por 5 min. Luego se agregaron 200 ul de reactivo DAB se monitoreo
la tincién y una vez tefiidos se lavaron los portaobjetos en agua desionizada. A
continuacion las muestras se deshidrataron y montaron. Los anticuerpos primarios

utilizados contra mTOR, PCNA y EpCAM pertenecen a la marca Cell Signaling.

Extraccién y cuantificacion de proteina

Se tomdé un fragmento de aproximadamente 100 mg de tejido hepético y se
homogeniz6é en 1ml de PBS, posteriormente se centrifugé a 8900 g durante 1 min a
4°C. El sobrenadante se elimind y el botdén celular se resuspendié en 300ul de
amortiguador de lisis T-PER (Pierce Chemical, USA) con mezcla de inhibidores de
fosfatasas y de proteasas (Roche). Se incubo en hielo durante 15 min y después se
centrifugd a 17000 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se recuperé y se guardo

a - 80°C en alicuotas hasta ser cuantificadas.
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La concentracion de proteinas se determind colorimétricamente utilizando el estuche
comercial BCA (Pierce Chemical), basado en la reaccion de Biuret 6 del &cido

bicinconico. Como curva patron se utilizé albumina sérica de bovino.

Western blot

De las proteinas obtenidas de homogenizados de tejido hepético se tomaron 100 ug
de proteina total y se les agregd un amortiguador de muestra constituido por Tris-HCI
0.1 M a pH 6.8, glicerol (J. T. Baker, México), dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20%
(BioRad, EUA), 2--mercaptoetanol al 10% (BioRad, EUA) y azul de bromofenol al 1.0%
(BioRad, EUA). Las muestras se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 min y se
separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS 0.1
% en una camara de electroforesis mini-Protean Il (BioRad, EUA) a un voltaje de 120
V durante 90 min. Posteriormente las proteinas se transfirieron a una membrana de
PVDF (GE Healthcare Life Science) durante 120 min a 120 V en un sistema transblot
(Biorad, USA). La membrana fue bloqueada con TBS-Tween suplementado con 5%
de leche descremada durante 1 h en agitacion constante. Para la deteccién de cada
proteina de interés, la membrana se incubé con anticuerpos especificos durante toda
la noche en agitacion constante a 4°C. Transcurrido el tiempo se lavo 2 veces en TBS-
Tween por 15 min y se incubo con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
de rabano por 1 h. Después se lavo 2 veces por 10 min con TBS-Tween y 1 vez con
TBS por 5 min. Después se revelo usando un agente quimioluminicente comercial

(Roche). Las bandas se cuantificaron por densitometria usando el fotoducumentador
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Gel logic 1500 (Kodak, USA). Los anticuerpos primarios que se utilizaron fueron anti-
STATS3 fosforilado (S727), anti-STAT3 fosforilado (Y705), anti-ERK1/2 y anti-ERK1/2
fosforilado (Cell Signaling), y anti-STAT3, anti-ciclina D1, anti-p27 y anti-SOD1 (Santa

Cruz). Se empleé a la GAPDH (Santa Cruz) como control de normalizacién de carga.

Analisis Estadistico

Cada experimento se realizé por triplicado en por lo menos 3 eventos independientes.
El andlisis estadistico de los resultados se hara por analisis de varianza (ANOVA)

seguida por la prueba de Tukey. El nivel de significancia considerado fue de p < 0.05.
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RESULTADOS

Efecto de ladietay de la DEN en el peso de los higados de los ratones

Los primeros cambios a evaluar fueron el efecto de la dieta y de la DEN en el peso de
los higados de los ratones a diferentes tiempos. Los datos muestran que empieza a
haber una diferencia significativa entre el peso de los higados tratados con dieta CW
y los que fueron tratados con dieta HC partir de los 14 dias de tratamiento en donde
se puede observar un incremento de dos veces en el cociente del peso de higado
entre el peso total de raton (Fig. 1C). Este aumento significativo en los dos grupos
tratados con la dieta HC continla hasta los 8 meses de tratamiento (Fig. 1C, D, E, F,
G y H). El grupo DCW no muestra cambios significativos cuando se compara con el

grupo control CW en ninguno de los tiempos.

Cambios histoldgicos hepaticos inducidos por la dietay la DEN a corto plazo

Las micrografias de las secciones hepaticas tefiidas con hematoxilina eosina
muestran esteatosis en las muestras de 14 dias y de 1 mes de tratamiento con dieta
HC tanto en los ratones inyectados con SS y con DEN (Fig 2.). En las muestras
tratadas con DEN se observan células mas claras alrededor de la vena central que
son indicativas de dafio pericentral a los 7 y 14 desde la administracion de la DEN. En
el grupo DCW el dafio a los hepatocitos pericentrales ya no es visible al mes de

tratamiento.
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Figura 1. Cambios en el cociente del peso del higado entre el peso total del

raton en los distintos tiempos de tratamiento. Cocientes del peso del higado
entre el peso del raton a tiempos de 1 dia (1d), 2 dias (2d), 7 dias (7d), 14 dias
(14d), 1 mes (1m), 3 meses (3m), 5 meses (5m) y a 8 meses (8m). Los tratamientos
administrados a los ratones son CW: dieta balanceada Chow, DCW: dieta Chow y
DEN, HC: dieta hipercolesterolémica, y DHC: dieta hipercolesterolémica y DEN.
Las columnas representan el promedio de experimentos independientes * error
estandar. Los resultados fueron analizados por medio de un analisis de varianza
ANOVA seguido por una prueba de Tukey, n 25. ** P < 0.01; ***, P < 0,001; ****,
P < 0.0001.
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7 dias

14 dias

| mes

Figura 2. Tinciones con hematoxilina eosina de biopsias hepaticas de ratones

a tiempos cortos. Microscopias de tinciones con hematoxilina de muestras
hepéticas de ratones CW, DCW, HC y DHC de 7, 14 dias y 1 mes de tratamiento.
En las muestras de los ratones alimentados con la dieta HC se pueden apreciar
desde los 14 dias, vesiculas lipidicas (flechas negras) que confirman la presencia
de esteatosis. VC = Vena Central; VP = Vena Porta.
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Evaluacion molecular de larespuesta temprana a la agresion con la DEN y la

dieta

La DEN es una sustancia quimica que se biotransforma en los hepatocitos gracias al
citicromo P450 2E1 (CYP2E1) el cual activa el carcind6geno a un agente electrofilico
(Kang y col., 2007). Estos agentes generan estrés oxidante por lo que inducen una
respuesta antioxidante en la que participan enzimas como la superoxido dismutasa 1
(SOD1). Ademés se ha visto que las células cancerosas presentan una actividad
reducida de la SOD1 (Derenziniy Trere, 1994). Es por esto que se analizé la expresion
de la SOD1 desde tiempos cortos por medio de Western Blots. Estos muestran que a
los 7 dias de tratamiento los niveles de expresion de la SOD1 aumentan tanto en el
grupo DCW como en el HC (Fig. 3A), y se encuentra significativamente incrementados
en el tejido DHC en comparacion con el control CW (Fig. 3B). A los 14 dias y al mes
de tratamiento los patrones de expresion de la proteina SOD1 muestran un
comportamiento inverso al de los 7 dias, ya que su expresion disminuye en los grupos
DCW, HC y DHC en comparacion con el grupo control. El grupo DHC es el que

presenta la menor cantidad de SOD1 (Fig. 3Ay B).

Una de las varias vias que se pueden encontrar involucradas en el inicio y la
progresion del HCC es la ruta de Ras/ERK (Naugler y col., 2007). Debido a esto se
evalué su expresion desde tiempos cortos. Los resultados de la hibridacién por
Western Blot mostraron que al poco tiempo después de la administracion de la DEN
(2 dias) los niveles de expresion de la proteina ERK fosforilada son casi nulos y, a los

14 dias, la DEN impide su expresion tanto en el grupo DCW y DHC (Fig. 4A y B).
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Figura 3. Respuesta antioxidante mediada por SOD1 ante la agresiéon con dieta
hipercolesterolémica y DEN. Western Blots representativos de lisados celulares de
higados de ratones tratados desde 2 dias hasta 1 mes. A) Niveles de expresion de
SODL1 a tiempos de 7, 14 dias y de 1 mes de tratamiento. B) Analisis densitométrico
de los Western Blots de SOD1. Cada columna de las graficas representa el promedio
+ error estandar (EE) de al menos 3 experimentos independientes. Los resultados
fueron analizados por medio de un analisis de varianza ANOVA seguido por una

prueba de Tukey, n = 3.*, P < 0.05 **,

27



HC = = + + = = - -

DEN - + & +
PERK 1 (44kDa) e SHESSs S
PERK 2 (42kDa) ‘amst SSai s S

ERK 1 (44kDa)
ERK 2 (42kDa) . .
Actina (42 kDa) gl NP e’ S M

pPERK1/2 a los 14 dias

w

PERK1/2 alos 2 dias [ ] pERK 1

B oERK 2

1.59
1.0+

0

il

CW DCW HC DHC

(5]

Unidades densitométricas arbitrarias
Unidades densitométricas arbitrarias

CW DCW HC DHC

Figura 3. Respuesta temprana de ERK ante la dieta hipercolesterolémica y la DEN.
Western Blots representativos de lisados celulares de higados de ratones tratados desde
2 dias hasta 1 mes. A) Niveles de expresion de ERK fosforilado en muestras de 2 y 14
dias de trata miento. B) Analisis densitométrico de los Western Blots de ERK fosforilado.
Cada columna de las gréficas representa el promedio + EE de al menos 3 experimentos
independientes. Los resultados fueron analizados por medio de un analisis de varianza
ANOVA seguido por una prueba de Tukey, n =3.*,P < 0.05 **, P < 0.01; *** P < 0,001;
ek *vs pPERK 1y # vs pERK 2
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La dieta hipercolesterolémica promueve la proliferacion inducida por el DEN

Para determinar el efecto de la dieta y el DEN sobre la proliferacion celular se
realizaron tinciones de plata de las regiones organizadoras nucleolares (NORS). Las
cuales son los sitios en donde se transcribe el RNA ribosomal. Varias proteinas
involucradas en este proceso son argiréfilas por lo que se pueden tefiir con plata y
permiten visualizar los NORs al microscopio (Wang y col., 2011). Estos aparecen
como unos puntos negros dentro del nicleo y se conocen como AgNORs. Se ha
reportado que las células cancerosas exhiben frecuentemente una mayor cantidad de
proteinas AgNORs al compararlas con células no transformadas siendo estos

marcadores de incremento en la proliferacion celular (Derenzini y Trere, 1994).

Las micrografias (Fig. 5) muestran que los nucleos de los hepatocitos de las muestras
tratadas con DEN por 3 meses presentan un mayor numero de AQNORs. Aunque la
muestra control también presenta algunos nucleos ricos en AQNORSs, la muestra del
grupo DHC es la que presenta un mayor niumero de AgNORSs en los nucleos de los
hepatocitos, que ademas son mas grandes que otros nucleos, indicando que las
células tienen una taza de proliferacion mas alta en comparacién con las muestra de

los otros grupos.

La dieta hipercolesterolémica aceleray promueve la hepatocarcinogénesis

inducida por el DEN

Los ratones del grupo DHC desarrollan neoplasias antes que los del grupo DCW que
se alimentaron de una dieta balanceada. Las lesiones en los ratones DHC son visibles
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desde los 3 meses después del tratamiento con DEN en el 80% de los ratones del
grupo (Fig. 6A, By C). A los 5 meses, todos los higados de los ratones DHC muestran
una alta multiplicidad de ndédulos comparados con los ratones del grupo DCW en los
que so6lo un 60% presenta nodulos (Fig. 6A y B). Ademas la cantidad de nodulos
presentes en los ratones del grupo DHC es 6 veces mas alta que en los del grupo
DCW (Fig. 6C). A los 8 meses los ratones DHC presentan en promedio el doble de
tumores que los ratones DCW (Fig. 6C), de mayor tamafo y que aparentan ser mucho

mas vascularizados (Fig. 6A).
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Figura 5. Efecto de los tratamientos sobre la presencia de centros
organizadores nucleolares (NOR). Micrografias representativas de biopsias de
higados de ratones tratados o no con dieta HC y DEN por 3 meses que fueron

tefiidas con plata. Las flechas sefialan células que presentan multiples AQNORs.
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Figura 5. La dieta hipercolesterolémica acelera y promueve el proceso
carcinogénico inducido por el DEN. A) Apariencia de los higados de los ratones
tratados con DEN y con la dieta HC o la dieta control a los 3, 5y 8 meses. Las
flechas sefialan lesiones preneoplasicas a los 3y 5 meses y tumores en los ratones
de 8 meses. Escala en centimetros. B) Nimero de ratones con lesiones hepaticas
a lo largo del tiempo de 1 a 8 meses después de la administracion de la DEN. n =
6 para cada tratamiento y a cada tiempo. C) Numero promedio de lesiones
presentadas en el higado de cada raton a los 3, 5 y 8 meses después de la
administracion de la DEN. n = 6 para cada tratamiento y a cada tiempo. Las
columnas representan el promedio de experimentos independientes + EE. Los
resultados fueron analizados por medio de un analisis de varianza ANOVA seguido

por una prueba de Tukey. *, P < 0.05.
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Los tumores que se generaron en presencia de la dieta hipercolesterolémica

parecen ser mas agresivos

Las micrografias de las biopsias tefiidas con hematoxilina eosina muestran que los
tumores en los ratones DHC de 8 meses tienen una estructura trabecular y que estan
altamente vascularizados en comparacion con los tumores de los ratones del grupo
DCW de la misma edad (Fig. 7A). Las tinciones tricromicas de las secciones hepéaticas
revelaron que la dieta HC genera fibrosis a los 8 meses la cual no se aprecia en las
muestras CW ni DCW (Fig. 7B). En las muestras HC se pueden observar fibras de
tejido conectivo que se extienden a lo largo del sinusoide hepético y rodean pequefios
grupos de hepatocitos o uno sélo, lo cual es caracteristico de la fibrosis pericelular.
Las micrografias de los ratones DHC de 8 meses muestran fibrosis en puente que

conecta venas portales y centrales.

Los resultados de la deteccion por inmunohistoquimica de marcadores de proliferacion
EpCAM (molécula de adhesion epitelial), PCNA (antigeno nuclear de proliferacion) y
p-mTOR (blanco de rapamicina en mamiferos) confirman el proceso carcinogénico
inducido por la dieta HC (Fig. 8). La deteccion inmunohistoquimica para PCNA
muestra que existen mas células positivas a PCNA en los tumores de los ratones DHC
gue en los tumores de los ratones del grupo DCW. Se aprecian mas células positivas
a EpCAM en la biopsia del tumor del raton DHC; sin embargo, también la muestra del
ratén alimentado con la dieta HC y sin DEN presenta células positivas a EpCAM. En
la tincién para la proteina mTOR fosforilada se pueden apreciar mas células positivas

en el corte del tumor del ratbn DHC que en las otras muestras. Todo esto indica que
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los tumores de los ratones pertenecientes al grupo DHC tienen mayor proliferacién

gue los tumores de los ratones DCW.
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Figura 6. Morfologia microscépica de los tumores. A) Tinciones con
hematoxilina-eosina de las microscopias de los tumores en los ratones de 8
meses con dieta balanceada y con dieta HC. B) Tinciones tricromicas de Masson
de secciones hepéticas de ratones de 8 meses de tratamiento con dieta CW o
HC y con DEN (+DEN) o sin (-DEN).
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Figura 7. El proceso carcinogénico se encuentra acelerado por la dieta
hipercolesterolémica. Tinciones inmunohistoquimicas con anticuerpos contra
EpCAM, PCNA y p-mTOR de secciones hepéticas de muestras de ratones CW,
DCW, HC, DHC tratados por 8 meses. Las muestras presentadas en éste panel
de los ratones DCW y DHC corresponden a cortes de tumores.
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La dieta hipercolesterolémica promueve la proliferacion de células tumorales

por medio de la via STAT3.

El transductor y activador de sefial STAT3 es un factor de transcripcion que puede ser
activado por citocinas y factores de crecimiento, por lo que juega un papel muy
importante en la sobrevivencia, proliferacién y diferenciacién celular (Wang y col.,
2011). Estudios en muestras de pacientes han reportado que STAT3 se activa en el
HCC y se considera un factor importante de la iniciacion, el desarrollo y la progresion
de este cancer hepatico (Naugler y col., 2007). Es por esto que se analizo la activacion

de STAT3 en este modelo de hepatocarcinogénesis.

Los resultados obtenidos en los Western blots revelan que la ruta de STAT3 se
encuentra activada desde los 3 meses de tratamiento con DEN tanto en los ratones
HC como en los ratones CW (Fig. 9A). A los 3 meses STAT3 se activa por medio de
la fosforilacion en serina 727, mientras que a tiempos mas largos (5 meses) la
fosforilacién en tirosina 705 aumenta en los ratones tratados con DEN (Fig. 9A). La
muestra de los ratones alimentados con la dieta HC por 5 meses presenta un

incremento en los niveles de los niveles de STAT3 fosforilado en serina 727 (Fig. 9A).

STATS3 regula a varias proteinas que intervienen en el ciclo celular como ciclina D1 o
p27. Los niveles de expresion de ciclina D1 se encuentran elevados desde los 3 meses
después del tratamiento con DEN en los grupos DCW y DHC mientras que los de p27
se encuentran disminuidos, en conjunto esto es indicativo de aumento en la
proliferacion celular y es mas notorio en los ratones 5 meses después del tratamiento

con DEN en ambos grupos (Fig. 9A).

37



La cinasa ERK que puede fosforilar STAT3 en serina pero también puede activar
otras rutas de proliferacion se encuentra activada en los ratones HC a los tres meses,
incluso en el ratén que no fue tratado con DEN (Fig. 9B). Sin embargo, a los 5 meses
pareceria que la ruta de ERK se encuentra mayormente involucrada en la progresion
de los tumores de los ratones del grupo DCW que en los ratones con DHC (Fig. 9B).
De igual forma, los tumores de los ratones DHC presentan menor expresion de
cinasas ERK activas que los tumores de los animales control (Fig. 9C). Los tumores
de los ratones de 8 meses expresan alfa-fetoproteina (AFP) lo cual es una

caracteristica de los tumores generados por la DEN (Fig. 9C).
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DISCUSION

El HCC representa la tercera causa de mortalidad relacionada con cancer a nivel
mundial (McGlynn y London, 2011). En los ultimos afios se ha asociado la
manifestacion del HCC con factores como la obesidad y su manifestacién hepatica
la NAFLD (Calle y col., 2003), lo cual es alarmante debido a la alta prevalencia
global de esta ultima condicion. Nuestro grupo de investigacién ha comprobado que
una dieta rica en colesterol genera esteatosis en tan solo dos dias en ratones
adultos. En México la ingesta de colesterol es mucho mayor a la recomendada
(ENURBAL, 2007). Ademas, se ha visto que el colesterol brinda resistencia ante la
quimioterapia a las células tumorales (Montero y col., 2008); sin embargo, el efecto

del colesterol en el inicio y en la progresion de cancer hepético aln se desconoce.

Diferencias entre los pesos corporales de ratones de distintos grupos de estudio
son muy comunes lo que hace complicada la comparacion entre el peso de los
organos. Es por esta razén que se evaluaron los cambios en el cociente del peso
del higado entre el peso corporal para evaluar el peso relativo del higado y poder
comparar entre los grupos de estudio. Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que el consumo de la dieta HC por 14 dias aumenta significativamente el
peso del higado en ratones en crecimiento. El tratameinto con DEN no mostro
cambios significativos generados por la inyeccion de éste agente ya que no
aumenta o disminuye el peso del higado comparado a su grupo control que
consumié la misma dieta y al que se le administré unicamente SS (Fig. 1). Por lo
tanto, el cambio de peso se observa Unicamente por la esteatosis que genera la

dieta HC de los 14 dias hasta los 8 meses de tratamiento.
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Al ver las micrografias de las secciones hepaticas tefiidas con hematoxilina eosina
de la figura 2, se confirma el aumento de peso del higado a partir de los 14 dias ya
que se observa esteatosis en los hepatocitos de los ratones HC de 14 dias y de 1
mes. El dafo pericentral que se aprecia en las muestras de los ratones tratados
con DEN es caracteristico de las agresiones con agentes quimicos debido a que es
en ésta zona donde se encuentra méas expresado el CYP2E1 (Jeong y col., 2000).
En el grupo DCW el dafio pericentral ya no es visible un mes después de la
administracion de la DEN mientras que en la muestra DHC del mismo tiempo sigue
apreciandose. Esto sugiere un mecanismo de reparacion deficiente en los ratones
que tienen previamente a la administracion de la DEN, una agresion con la dieta

HC.

La dieta HC induce no solo la acumulacién de colesterol en los hepatocitos sino
también genera sintesis y almacenamiento de triglicéridos que se sintetizan para
exportar el colesterol de la célula (Mari y col., 2006). Esta acumulacién de lipidos
genera estrés oxidante en los hepatocitos (Wei y col., 2006). Asimismo, el CYP2E1
oxida a la DEN a productos reactivos generando estrés oxidante (Kangy col., 2007).
El estrés oxidante es comun en las enfermedades que preceden el desarrollo de
tumores hepéticos. Debido a esto es importante evaluar la respuesta antioxidante

del higado frente a la agresion con DEN y con la dieta HC.

La enzima antioxidante que se evalu6 en este estudio fue la SOD1 debido a que
varios estudios han mostrado que existe una relacion entre niveles bajos de SOD1
y la severidad del HCC (Casaril y col., 1994; Liaw y col., 1997). Los resultados de

esta tesis (Fig. 3A) muestran que la respuesta inicial del higado frente a la agresion
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con DEN, con la dieta HC o ambos es incrementar los niveles de la SOD1 para
contrarrestar el estrés oxidante; sin embargo, a los 14 dias y al mes de tratamiento
los niveles de SOD bajan a tal punto que se vuelven inferiores en las muestras
tratadas con respecto al control CW. La muestra DHC es la que presenta niveles
mas bajos de SOD1 tanto a los 14 dias como al mes de tratamiento lo cual sugiere
que los ratones inyectados con la DEN y tratados con dieta HC son mas

susceptibles a desarrollar un cancer mas severo que los ratones del grupo DCW.

La via de sefalizacibon de ERK participa en procesos celulares como la
proliferacion, la sobrevivencia, la diferenciacion y la motilidad. Esta via se encuentra
frecuentemente sobreactivada en tumores humanos (Kohno y Pouyssegur, 2006).
Se ha reportado que en el HCC humano la activacion aberrante de ésta via se
relaciona con un fenotipo maligno (Cheny col,. 2011), por lo que resulté interesante
investigar si esta via se encuentra involucrada en el proceso carcinogénico de este
modelo. A tiempos cortos es comprensible que la fosforilacion de ERK se abrogue
ya que el higado sigue dafiado por las ROS generadas por la biotransformacion de

la DEN y necesita repararse antes de proliferar.

Se sabe que la cantidad de AQNORs es mayor en las neoplasias que en los tejidos
benignos que les corresponden (Derenzini y col., 1993) debido a que la cantidad de
AgNORs en la interfase es indicativa de proliferacion, por lo que a mayor niamero
de AgNORs haya en el nucleo de una célula durante la interfase, mayor sera la
proliferacion celular (Derenzini y col., 1990). Durante la interfase el volumen del
nacleo celular se duplica (Maeshima y col., 2011). Los nucleos de mayor tamafio y

con mayor niumero de AgNORs se encontraron en la muestra DHC (Fig. 5). Los
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resultados de las biopsias tefiidas con plata muestran que desde los tres meses de
tratamiento con DEN y con dieta HC hay mayor proliferacion que en los demas
grupos del mismo tiempo. Se ha reportado que una cantidad alta de AQNORs en
los hepatocitos se asocia a una mayor incidencia de HCC (Derenzini y col., 1993).
Por lo que estos resultados sugieren que los ratones HC tienen una mayor

predisposicion a generar HCC en presencia de un carcindégeno, en este caso DEN.

La DEN es un carcinégeno reconocido por generar lesiones en roedores que
mimetizan los diferentes tipos de tumores hepaticos en humanos (Park y col.,
2009). Dependiendo de la dosis a la que se administre se puede controlar la
enfermedad hepética generada. La dosis de 10 mg/kg de peso induce Unicamente
la iniciacion de la carcinogénesis (Kim y col., 2005); sin embargo, dosis mayores a
25-30 mg/kg de peso llevan a la promocién y progresion del cancer hepatico (Verna
y col., 1996). Para realizar esta tesis se administr6 a los ratones una Unica dosis de
10 mg/kg de peso a los ratones infantes. Esto se hizo para inducir la carcinogénesis
y evaluar los efectos de la dieta HC en la promocién y progresion del cancer

hepatico.

Los resultados encontrados muestran que la dieta HC incrementa la susceptibilidad
a la hepatocarcinogénesis inducida por la DEN. En los ratones alimentados con la
dieta HC los tumores se desarrollaron antes y fueron mas grandes (Fig. 6A). EI 80%
de los ratones del grupo DHC desarrollo lesiones hepéticas a los 3 meses mientras
qgue en el grupo DCW ningan raton presentaba lesiones macroscépicas. A los 5
meses todos los ratones del grupo DHC presentaban nédulos (Fig. 6B). Esto

sugiere que la dieta hipercolesterolémica acelera el proceso carcinogénico. El
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namero de neoplasias promedio por ratdn visibles a simple vista fue
significativamente diferente a los 5 meses entre el grupo DCW y DHC pero no a los
8 meses (Fig. 6C). Esto se debe a que los nddulos que se aprecian en los higados
a los 5 meses contintan proliferando y se unen para formar grandes tumores a los

8 meses de tratamiento.

La angiogénesis hepatica patolégica genera capilarizacion en los sinusoides
hepaticos provocando su distorsion. Esta capilarizacion sinusoidal es un proceso
angiogénico que es comun en el HCC (Yang and Poon 2008). La presencia de
vasos sanguineos mas grandes en los tumores de los ratones que se alimentaron
con la dieta HC (Fig. 7A) es indice de transformacion maligna del tejido tumoral ya
gue la angiogénesis es imprescindible para el crecimiento invasivo tumoral y la
diseminaciébn de un cancer, o metastasis. Las células cancerosas pueden
desprenderse de un tumor sélido determinado, entrar en un vaso sanguineo, y
trasladarse a un sitio distante, donde pueden implantarse y comenzar el crecimiento
de un tumor secundario o metastasis. Como respuesta al dafio crénico originado
por la alta ingesta de colesterol durante 8 meses se genera fibrosis hepatica. Este
es uno de los escenarios que no se ven en los ratones tratados solamente con DEN
(Fig. 7B) y podria darle ventajas proliferativas a los tumores de los ratones HC y
brindarles sostén estructural. La fibrosis puede activar proteinas proliferativas
como el factor de crecimiento del tejido conectivo que promueve crecimiento de
tumores, angiogénesis, migracion e invasion (De Minicis y col., 2013). La fibrosis

en puente que presentan los tumores de los ratones DHC va de la mano con la
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generacion de vasos sanguineos que se aprecian en los septos de tejido conectivo

(Paternostro y col,. 2010).

Para determinar la actividad proliferativa en las muestras de 8 meses se realizaron
tinciones inmunohistoquimicas para PCNA, el cual es una proteina nuclear que se
sintetiza durante la fase G1 temprana y la fase S del ciclo celular. Sirve como
cofactor para a ADN polimerasa delta en la fase S del ciclo celular y se encuentra
involucrada en la reparacion del ADN durante su sintesis (Gramantieri y col., 2003).
Es este patrén temporal de su expresion que lo hace una muy buena herramienta
para estudiar la proliferacidon celular ya que se expresa Unicamente en células que
se dividen. ElI PCNA se empieza a acumular en la fase G1, alcanza su nivel de
mayor abundancia durante la fase S y disminuye durante G2/M (Tan y col., 1987).
Los datos obtenidos muestran que existe mayor proliferacion en las muestras de

tumores de los ratones DHC (Fig. 8).

Para que las neoplasias inicien y proliferen se necesita una fraccion de células con
alto potencial de crecimiento que se llaman células madres cancerosas. Para
identificar la presencia de estas células son necesarios marcadores de superficie
que las discriminen de las otras. Estudios recientes han encontrado que el
marcador EpCAM es de alta utilidad para la identificacién de poblaciones de células
con alta capacidad tumoral. En el higado las células que expresan EpCAM son las
células ovales o las que recién derivadas de ellas (Yoon y col,. 2011). Se ha
demostrado que las células que expresan EpCAM en los tumores eventualmente
dejan de expresarlo probablemente debido a la diferenciacion celular (Kimuray col.,

2010). Nuestros resultados muestran que las biopsias de los ratones alimentados
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con dieta HC, tanto con DEN como sin él, muestran células positivas a EpCAM. En
la muestra del tumor perteneciente a un raton DCW no se aprecian células positivas
a EpCAM. Existe un estudio que muestra que las lineas celulares de cancer
hepatico que expresan EpCAM tienen mas propiedades formadoras de tumores
que las que no lo expresan (Kimura y col., 2010). Esto podria sugerir que los
tumores de los ratones DHC son méas agresivos que los tumores de los ratones

DCW.

La cinasa mTOR juega un papel central en la regulacion del crecimiento, de la
proliferacion y la sobrevivencia celular dependiendo del estado nutricional y
energético de la célula (Kudo, 2011). El anticuerpo para mTOR fosforilado utilizado
para las tinciones inmunohistoquimicas es especifico para la fosforilacion de mTOR
en SER-2448. Esta fosforilacion se lleva a cabo por la via PI3BK/AKT (Altomare y
col., 2004). La via PI3BK/AKT/mTOR se encuentra frecuentemente alterada en el
cancer hepatico debido a su papel central en la regulacion de la proliferacion,
migracion, sobrevivencia celular y angiogénesis (Engelman, 2009). Los resultados
muestran que la biopsia del tumor DHC presentaba mas células positivas a mTOR
fosforilado que las deméas muestras corroborando que existe mas proliferacion en

ésta muestra.

Una de las rutas que se encuentra activada en el proceso carcinogénico tanto de
los ratones DCW como de los DHC es la ruta de STAT3 (Fig. 9A). La activacion
inapropiada de la ruta de STAT3 ocurre en varios tipos de cancer incluyendo en el
HCC (Yu, 2009). La fosforilacion de STAT3 en la tirosina 705 (Y705) resulta en la

formacion de un dimero que se une al DNA e induce la expresion de genes
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especificos. STAT3 también puede activarse por mecanismos independientes de la
fosforilacion en Y705. La fosforilacion en serina 727 (S727) maximiza la actividad
transcripcional de STAT3 (Miyakoshi, 2012). Se ha encontrado que en tiempos
tempranos después del tratamiento con DEN la fosforilacion por la cual se lleva a
cabo la activacion de STAT3 es la de S727 y a tiempos més largos la que participa
es la de Y705 (Miyakoshi y col., 2012) por lo que nuestros datos concuerdan con
eso tanto en los ratones DCW como en los DHC. Los ratones HC de 5 meses de
dieta presentaron niveles altos de STAT3 S727 ademas las muestras de 8 meses
muestran células positivas a EpCAM, esto indica que la dieta HC por si sola induce

proliferacion celular.

Existen varios estudios que indican que existen varias alteraciones en los
reguladores del ciclo celular que se pueden observar en el HCC. La sobreexpresion
de ciclina D1 ha sido reportada en varios tumores humanos y se ha sefialado que
Su activacion es un evento que ocurre en la hepatocarcinogénesis temprana y que
juega un papel importante en la diferenciacién del tumor (Joo y col., 2001). La
proteina p27 posee la habilidad de unirse e inhibir los complejos ciclina/CDK
llevando a un arresto en la fase G1 del ciclo celular. La disminucion en la expresion
de p27 se han implicado en la génesis y progresion del HCC (Guo y col., 2013).
Tanto en los ratones de 5 meses y de 8 meses la expresion de las cinasas ERK se
ve mas elevada en las muestra de los ratones del grupo DCW que en los ratones
DHC, lo cual sugiere que en los ratones DHC ERK no es la Unica que fosforila a
STAT3 en serina 727. Terapias contra el HCC enfocadas a inhibir esa ruta, como

el sorafenib (Abdel-Rahman and Fouad 2014), podrian no ser efectivas para el
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tratamiento del HCC en higado con esteatosis. Una de las proteinas que puede
estar compensando la falta de la cinasa ERK es mTOR debido a que esta proteina

se encuentra en su forma activa particularmente en los tumores de los ratones DHC.
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CONCLUSION

En nuestro laboratorio hemos probado que la dieta hipercolesterolémica produce
estrés oxidante en los hepatocitos debido a la acumulacion de lipidos. Los datos
mostrados en el presente trabajo revelan que el consumo constante y prolongado de

la dieta hipercolesterolémica promueve la enfermedad hepatica generando fibrosis.

Se sabe que el colesterol brinda resistencia ante la quimioterapia a células de HCC,
sin embargo, no se ha estudiado el efecto del alto consumo de colesterol en la
progresién del cancer hepético. Los resultados de esta tesis dejan claro que el dafio
constante que recibe el higado por una alimentacién con alto nivel de colesterol

acelera y promueve el efecto carcinogénico inducido por la N-dietilnitrosamina.

Las vias de sefializacion que se analizaron en este trabajo y que parecen jugar un
papel importante en el desarrollo del cancer hepatico cuando hay una dieta rica en
colesterol son las rutas de STAT3 y de mTOR las cuales son comunes en tumores

agresivos y con mal pronadstico.

A pesar de que se evalub de manera muy general el efecto de la dieta
hipercolesterolémica sobre la progresion del cancer hepatico, lo resultados obtenidos
permiten poner las pautas sobre las rutas de sefializacidon que participan en el proceso
carcinogénico y los tiempos de tratamiento con dieta hipercolesterolémica para futuras

investigaciones.
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