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RESUMEN

El cancer hepatico es la 3er causa de muerte a nivel mundial. La etiologia de
esta enfermedad es diversa, entre las que destacan, las infecciones virales por
el virus de la hepatitis B y C, la infeccion por la aflatoxina Bltras la ingestion de
cereales contaminados por el hongo Aspergillus flavus. Ademas, el incremento
la ingesta de lipidos en varios paises alrededor del mundo, induce la
acumulacion de este lipido en el higado, lo que genera higado graso no
alcoholico (NALD), que a pesar de ser una condicion reversible, puede generar
inflamacion en el 6rgano, a lo que se le conoce como esteatohepatitis no
alcoholica (NASH). La presencia constante de citosinas pro-inflamatorias se ha
relacionado con la evolucion de la NASH hacia el desarrollo del hepatocarcinoma
(HCC), el principal cancer hepatico primario. Mediante diversos modelos
experimentales, se ha llegado a la conclusion de dependiendo de la naturaleza
del lipido, sera la respuesta fisiologia. Por ello los efectos de la sobrecarga de
colesterol, han sido ampliamente investigados mediante el uso de diversos
modelos experimentales, con el fin de entender su posible participacion en el
desarrollo del cancer hepatico. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual el
colesterol pudiera participar como un co-carcinégeno todavia no es dilucidada.
En México, desde hace méas de una década, la obesidad ha ido en aumento,
afectando con mayor proporcién a jévenes y nifios. Interesantemente, el nimero
de casos nuevo de HCC parecen incrementar con la misma tendencia,
sugiriendo una relacién estrecha entre los efectos de la obesidad en el higado
con el desarrollo de HCC , lo que representa un problema de salud realmente
grave, es por ello que es urgente entender los efectos directos de la sobrecarga
hepatica de colesterol sobre la hepatocarcinogénesis, asi como la identificacion
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de blancos terapéuticos que permitan un diagndstico temprano y un efectivo para
que disminuya la mortalidad causada por esta patologia. Por ello, el objetivo de
este trabajo fue identificar cambios fisiolégicos, celulares y moleculares en el
higado, bajo un modelo de carcinogénesis inducida paralelo al consumo crénico
de una dieta hipercolesterolémica. Para lograr este objetivo, ratones machos
neonatos (14 dias de edad) de la cepa C57BL/6, fueron o no tratados con una
dosis Unica de N-dietilnitrosamina (DEN, 10ug/g, i.p) por diferentes tiempos y se
alimentaron o no con una dieta hipercolesterolémica (HC, 2% colesterol, 0.5%
colato de sodio) que se ofreci6 at libitum. Los resultaron demostraron que el dafio
hepatico se increment6 en los ratones tratados con la DEN y la dieta HC, con
respecto a los animales que sélo se trataron con la DEN, por un periodo de 7
dias. La sobre generacion de ROS acompafiada de una drastica disminucion de
las enzimas de respuesta antioxidante y destoxificacion hepatica, fueron las
causantes del dafio observado. Las ROS inducidas por la DEN y potenciadas
por la dieta HC, promovieron la oxidacién de lipidos y dafio oxidante al ADN.
Estos efectos fueron revertidos exitosamente a través de la suplementacién la
N-acetilcisteina (NAC) por 7 dias ya que disminuyé la presencia de ROS, la
oxidacion lipidica y el dafio oxidante al ADN. La NAC es un potente antioxidante
ya que permite el restablecimiento del “pool” de glutatidn reducido, necesario
ante un ambiente celular oxidante, por lo que este resultado, sugiere fuertemente
gue el mecanismo por el cual, el colesterol potencia el dafio inducido por la DEN
en el higado, es la sobre generacion de ROS. Tras la respuesta hepatica aguda
observada, inducida por el carcinégeno y la sobrecarga de colesterol, disminuyé
tras 14 dias de iniciados los tratamientos, sugiriendo una respuesta hormética

del higado ante ambas agresiones.
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Sin embargo, la sobrecarga de colesterol disminuy6é la actividad de las
principales proteinas involucradas en la reparacion del dafio al ADN, lo que
representa el primer paso hacia la carcinogénesis. Consecuentemente, luego de
3 meses de iniciados los tratamientos, se observd transformacion celular
determinada por parametros histolégicos como, nucleos gigantes, incremento de
la actividad metabdlica, mayor nimero de nucléolos e incremento mitogénico en

higados de animales tratados con DEN y HC.

Finalmente tras 5 y 8 meses de tratamiento, en la fase de progresion tumoral, se
observé que la incidencia de tumores, el tamafio y el fenotipo agresivo, fue mayor
en los animales tratados con la DEN y la dieta HC, en comparacion con los
inducidos solo por el carcindbgeno, lo que podria ser resultado de la
sobreexpresion de Bcl-2 con respecto a BAX, observada durante la fase de
respuesta aguda. La caracterizacidon molecular de los tumores resultantes del
DEN vy la dieta HC, mostré expresion incrementada del factor de transcripcion
STAT3 con respecto a los tumores inducidos so6lo por el carcindgeno y la
expresion diferencial de Mcl-1, siendo detectable solamente en los tumores

inducidos por la DEN vy la dieta HC.

Para determinar la participacién del colato de sodio presente en la dieta (0.5%)
en los procesos observados se utilizaron dos dietas control, una que solamente
contenia colesterol (2%) y otra que solamente estaba enriquecida con colato de
sodio (0.5%). Los datos demostraron que no hay participacion del colesterol en
ninguno de los eventos analizados. Por lo que nuestro estudio sugiere que es el
colesterol es un co-carcinégeno en la oncogénesis inducida por la DEN, por lo
gue, el consumo excesivo de colesterol en la dieta, se puede considerar como

un importante factor de riesgo para el desarrollo del HCC
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ABSTRACT

Primary liver cancers represent the second leading cause of cancer-related
deaths worldwide. Diverse etiological factors include chronic viral hepatitis,
aflatoxin and alcohol exposure as well as aberrant liver lipid overload. Cholesterol
has been identified as a key inducer of metabolic impairment, oxidative stress
and promoter of cellular dysfunction. The aim of this work was to address the
oxidative stress-mediated DNA damage induced by cholesterol overload, and its
role in the development of hepatocellular carcinoma. C57BL/6 male mice were
fed with a high cholesterol diet, followed by a single dose of N-diethylnitrosamine
(DEN, 10 pg/g, i.p). Reactive oxygen species generation, DNA oxidation,
antioxidant and DNA repair proteins were analyzed at different time points. Diet-
induced cholesterol overload caused enhanced oxidative DNA damage in the
liver and was associated with a decrease in key DNA repair genes as early as 7
days. Interestingly, we found a cell survival response, induced by cholesterol,
judged by a decrement in Bax to Bcl2 ratio. Importantly, N-acetyl-cysteine
supplementation significantly prevented DNA oxidation damage. Furthermore, at
8 months after DEN administration tumor growth was significantly enhanced in
mice under cholesterol diet in comparison to control animals. Together, these
results suggest that cholesterol overload exerts an oxidative stress-mediated

effects and promotes the development of liver cancer.
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.  INTRODUCCION

Obesidad

La obesidad es un problema de salud publica grave a nivel mundial con una
prevalencia que ha va en incrementando dramaticamente en las Ultimas décadas
[1]. Su diagnéstico se realiza, cuando un individuo excede el indice de masa
corporal (IMC) de 30 kg/m2 [2]. Esta patologia es considerada como una
epidamia mundial, ya que la padecen mas de 600 millones de personas, es decir,
el 13% de la poblacién mundial, segun los datos registrados hasta 2014 (OMS,
2015). La Asociacion Médica Americana, reconocié esta condicion fisiolégica,
como una enfermedad en 2013. Ademas al menos 3.6% de los casos nuevos de
diversos tipos de cancer, son atribuibles al exceso de tejido adiposo y al menos

el 63% del cancer de coldn correlaciona con altos indices de masa corporal (IBM)
[3].

El excedente de peso también ha incrementado la mortalidad por cancer de 14%
al 20% en hombres y mujeres. Particularmente, el incremento de la obesidad
infantil a, ha preocupado a instituciones internacionales, como la Organizacién
Mundial de Salud (OMS) [4], mientras que en México la Secretaria de Salud
estima que el 70% de la poblacion general, 31% de adolescentes y el 26 % de

los nifios entre 5y 11 afios en México, son obesos[5].

El exceso de acumulacién de grasa en el cuerpo debido a la ganancia de peso
tiene un impacto negativo en la salud, como el incremento del riesgo a
desarrollar diabetes tipo Il y enfermedades cardiovasculares. Ademas esta

asociada al riesgo de mortalidad de diversos tipos de cancer. Un estudio
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epidemiologico demostré que la reduccion del exceso de peso, reduce también
el riego de padecer algunos tipos de cancer, sugiriendo la pérdida de peso como

un tratamiento terapéutico [6].

Obesidad e inflamacion

La obesidad es un estado cronico de inflamacion subclinica; la inflamacion
sostenida incrementa la prevalencia del cancer y su mortalidad y representa un
componente central del desarrollo y progresion tumoral, debido a los productos
de células inflamatorias que pueden actuar como inductores de la proliferacién,

activando la angiogenesis, migracion y metastasis[7] .

Las infecciones por Helicobacter pylori, virus de papiloma humano y la hepatitis
B y C, promueven un estado de inflamacion crénica, que ha permitido la relacion
con al menos 18% de los casos por cancer gastrico, cérvico uterino y hepético,

respectivamente [8].

Una de las alteraciones fisioldgicas mas importantes derivadas de la obesidad
es la inflamacién, que aunque moderada se mantiene constante por lo que
acelera la evolucion del NAFLD hacia la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) y
mas adelante hacia el HCC. La obesidad induce inflamacion a través del estrés
oxidante causado por el incremento excesivo de lipidos, incluyendo acidos
grados libres y colesterol libre, resultando en la activacion de las células de
Kupffer, que a su vez, favorecen el proceso inflamatorio mediante la liberacion
de citosinas pro-inflamatorias [9]. Asimismo, las llamadas proteinas obeso-
génicas modulan los patrones de sefalizacion que inducen lipogénesis y

generacion de ROS, lo que deriva en citotoxicidad. Ademas, de actuar como
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efectores de citosinas pro-inflamatorias como la IL-6, que induce el incremento

de la expresion del factor de transcripcion STAT3 [10].

La inflamacién aguda se caracteriza por la acumulacion de células T CD8 y
células “natural killer” (NK), sin embargo, son menos abundantes en zonas de
inflamacion baja, por lo que la inflamacion asociada a obesidad podria ser un
marcador de riesgo para desarrollar cancer. La obesidad con presencia de
inflamacion, se caracteriza por alteraciones metabdlicas como, resistencia a la
insulina, dislipidemia e hiperglucemia, incrementando el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y cancer. La inflamacion asociada a la obesidad incrementa la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian la mitocondria y
el ADN. Las células tumorales y las que se encuentran circundando el tejido
transformado, expresan diversas citosinas pro-inflamatorias, tales como, IL-1f,
IL-6, TNFa y prostaglandina E2, que pueden inducir la progresion tumoral. La
expresion de IL-6 en células tumorales y estroméaticas es elevada, en diversos
tipos de tumores y puede inducir la transcripcion de genes que dirigen la
transicion epitelio-mesénguima migracion e invasion, reclutamiento de células
madre. Estableciendo una conexion entre los niveles de expresion de la IL-6 con

la sobrevivencia del paciente [11].

.STAT3 es un potente efector de la sefnalizacion de IL-6 y regula genes que
median la proliferacion celular del cancer. La activacion aberrante de STAT3 es
frecuentemente asociada con varios canceres incluyendo el HCC. De esta
manera, la inhibicion de la sefalizacion de STAT3 puede disminuir el riesgo de

oncogénesis mediada por la inflamacion cronica [10]
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Por otro lado, aunque la NAFLD es una manifestacion hepatica de la obesidad e
incluye esteatosis no alcohdlica y cirrosis, su etiopatogenia parece ser
multifactorial. La obesidad, diabetes tipo Il y la hipertrigliceridemia son asociados
a esteatosis hepdtica, y aunque no necesariamente induce NASH, el higado
graso es vulnerable al dafio hepatocelular iniciado por ROS [1]. Es critico
entender no solo los desencadenantes de la hepatitis (dafio e inflamacion) en
NASH, sino como esto desencadena una enfermedad crénica en el higado.
Previos reportes han mostrado que la resistencia a insulina es un factor
patogénico de NASH, esto favorece la acumulacién de acidos grasos libres en el
higado y predispone al estrés oxidativo por la estimulacion de peroxidasas de
lipidos microsomales y por el directo efecto de altos niveles de insulina en la

disminuida beta oxidacion mitocondrial [7, 11, 13].

Por lo tanto, se puede concluir que la disfuncién lipogénica tiene un impacto
negativo en muchas patologias, como el sindrome metabdlico y la obesidad, que
se ha relacionado con la prognosis en el desarrollo tumoral. Fisiol6gicamente,
los lipidos son biomoléculas indispensables para la sintesis de membrana
celular, aporte energético y para llevar a cabo modificaciones post-
traduccionales de proteinas relacionadas con la progresion del ciclo celular,

como Ras o proteinas G heterotriméricas [2, 3].

Colesterol

La Encuesta Urbana de Alimentacion y Nutricion de la Zona Metropolitana de la
Ciudad de México (Enurbal), menciona que el consumo de colesterol entre los
capitalinos, ronda entre los 374 a 452 mg/dia, cuando lo recomendado por la

OMS es de 240 a 260 mg/dia. Algunos estudios epidemiolégicos sugieren una
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asociacion positiva entre los niveles de colesterol sérico y el riesgo de padecer
ciertos tipos de cancer. Ademas de que se ha demostrado que el uso de
estatinas disminuye el riesgo de padecer melanoma, linfoma no Hodking,
endometrial y cancer de mama. Sin embargo, a pesar de que la ingesta elevada
de este lipido puede determinar un estilo de vida poco saludable y por lo tanto
propensa a desarrollar diversas enfermedades, no existe hasta la fecha, asocian
directa entre el colesterol y coa oncogénesis. Los niveles de colesterol
intracelular, fluctian a través del ciclo celular tanto en homeostasis como en las
células de diferentes tipos de céncer, lo que incrementa la posibilidad de
considerar al colesterol como un indicador para la clasificacion de estadios
patologicos. Fisiolégicamente, el colesterol participa activamente en la
regulacion de la homeostasis celular, ademas de ser un precursor de hormonas
esteroideas, componente de la membrana celular y de los dominios de
sefalizacion celular, conocidos como balsas lipidicas.La sintesis de colesterol se
lleva a cabo en el higado y se transporta a través del plasma hacia tejidos extra-
hepéticos unido con lipoproteinas de baja densidad (LDL). Las LDL son
endocitadas en la célula y transportadas a los lisosomas, donde se hidrolizan
para liberar colesterol libre que es transportado a la membrana celular y a otros
organelos membranosos [12]. La homeostasis del colesterol se lleva a cabo
mediante diferentes procesos que involucran su importe, sintesis, exportacion,
metabolismo y esterificacion. El factor de transcripcion de la proteina de union al
elemento de respuesta a los esteroles (SREBPF2) y los receptores hepaticos X
(LXR) son los principales reguladores de la homeostasis del colesterol. Los
niveles intracelulares de colesterol, son censados en el reticulo endoplasmico; la

sintesis de colesterol es mediada por SREBP2 y regulada por la activacion de
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receptores LXR mediada por oxiesteroles, para promover su exportacion. El
Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) ha dado a conocer los perfiles
transcripcionales y el grado de mutaciones existentes en diversos tumores. En
sarcoma, leucemia mieloide aguda y melanoma, 7 genes que participan en la
sintesis de colesterol, se encuentran sobre-expresados y correlacionan
negativamente con la sobrevivencia del paciente. Sin embargo, en gliomas de
bajo grado, el incremento de la sintesis de colesterol, mostrd increment6 del
tiempo de sobrevida esperado. Por lo que se puede concluir que solamente
algunos tipos de cancer se podrian asociar con la activacién de la via de la
sintesis del colesterol. La activacion constitutiva de la via de sefalizaciéon
PISK/AKT incrementa la biosintesis e importacion de colesterol e inhibe la
exportacion mediada por ABCA-1, lo que contribuye al crecimiento celular. La
sobre-activacion de AKT se ha visto relacionada con el incremento de la

agresividad y metastasis en hueso, en cancer de prostata [13].

Otro gen que participa en la regulacion de la homeostasis de colesterol es TP53.
La pérdida de TP53 modifica la sintesis de colesterol en cancer de mama, lo que
es suficiente para dafiar la arquitectura del tejido mamario. El mantenimiento de
este fenotipo depende de la prenilacidn proteica. La activacion de la sintesis de
colesterol inducida por TP53 induce la proliferacion y regeneracion en células de
cancer de mama mediante la prenilacion de la GTPasa Rho.Por otra parte, los
niveles elevados de colesterol en la mitocondria, inducen resistencia a la
sefalizacion apoptotica. Las proteinas STAR y STARDS regulan la importacion
mitocondrial de colesterol. STARD3 esta asociado con la pérdida de adhesion

celular en cancer de mama, lo que induce la metastasis. La disminucion de la
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actividad de ABCA-1 promueve la sobrevivencia de las células transformadas,

mediante el incremento de los niveles de colesterol mitocondrial[14, 15].

El citocromo P450, residente mitocondrial, se encarga de metabolizar el
colesterol para sintetizar esteroles y oxiesteroles. Los oxiesteroles son
metabolitos que inhiben la sintesis de colesterol, mediante el incremento de la
actividad de los LXRs. Se han detectado al menos15 proteinas involucradas en
la via de la sintesis de colesterol con potencial terapéutico. El tratamiento con
estatinas demostré efectos anti-tumorigénicos que incrementan su efectividad
junto con el uso de otros agentes quimioterapéuticos. Los biofosfonatos y
tocotrienoles, también inhiben la sintesis de colesterol y su uso en estudios pre-
clinicos, suprimio el crecimiento celular in vitro. Otra via secundaria de la sintesis
del colesterol, involucra la geranil-geranilacion proteica, que parece ser esencial
para mantener el estado “stemness” en células de cancer de mama. La inhibicion
de la absorcion intestinal de colesterol, también ha sido propuesta como
tratamiento para el cancer. El farmaco Ezetimiba, disminuy6 el crecimiento
tumoral en cancer de préstata, mediante la inhibicion de la absorcion del
colesterol en el intestino. Estos antecedentes muestran evidencia del efecto del
colesterol con el desarrollo del cancer. La expresion alterada y los niveles de
mutacion de los genes involucrados en la homeostasis del colesterol han sido ya
identificados en diversos tipos de cancer. Esto se debe al incremento en el
namero de copias de los genes de biosintesis, importe y exportacion del
colesterol, lo que promueve niveles intracelulares elevados de este lipido

facilitando la proliferacion de las células transformadas[6, 16]

Hepatocarcinomay colesterol
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El carcinoma hepatocelular (HCC) es la neoplasia primaria del higado mas
frecuente, constituye del 80-90% de los tumores hepaticos malignos primarios
con mortalidad de medio millon de personas por afio. Su incidencia es mayor en
hombres que mujeres (4:2), de 35 a 65 afios. EIHCC es una patologia compleja,
debido a su heterogeneidad fenotipica y molecular. Los factores de riesgo mas
importantes son las infecciones virales (hepatitis B y C) [17]. No obstante que la
infeccion por hepatitis B ha disminuido (<5 casos/100,000 individuos) debido a
los regimenes de inmunizacibn mandatorios para recién nacidos y que los
tratamientos contra la hepatitis C, son cada vez mas efectivos, el HCC ha
incrementado progresivamente su incidencia en paises industrializados, por lo
que hoy en dia, es la tercera neoplasia méas frecuente, la segunda causa de
muerte por cancer y la nimero uno en pacientes con cirrosis hepatica a nivel
mundial, lo que hace evidente que existen otros factores de riesgo para el
desarrollo de HCC [18]. Uno de ellos es la enfermedad de higado graso no
alcohdlica (NAFLD) y el sindrome metabdlico, principalmente[18]. La NAFLD
puede clasificarse como esteatosis simple o como esteatohepatitis no alcohdlica,
que se caracteriza por la presencia de inflamacién vy fibrosis. La NAFLD, es la
manifestacion clinica del sindrome metabdlico y la causa mas comudn de
enfermedad hepatica cronica. De acuerdo con la teoria de multiples “hits” o
dafos, el sindrome metabdlico, el estrés oxidante, las citosinas pro-inflamatorias,
las endotoxinas y la resistencia a insulina se asocian directamente con la

progresion de NASH hacia el HCC [19 ,20]

La patogénesis del HCC es dirigida por dos mecanismos: la cirrosis asociada
con regeneracion del tejido hepatico tras dafio tisular, inducida por infecciones

virales (hepatitis B o C), alcohol, aflatoxina, esteatosis hepatica no alcohdlica
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(NASH) y/o factores metabdlicos, como la resistencia a la insulina, diabetes tipo
2 y la obesidad asi como las mutaciones en oncogenes o0 genes supresores de
tumores y la disfuncibn de las vias de sefializacion que dirigen eventos
oncogeénicos. El estudio y entendimiento de las vias de sefializacion involucradas
en la oncogénesis son la clave para la identificacion de nuevos blancos
terapéuticos para el tratamiento del HCC, que pudieran incluirse como parte de
andlisis clinicos de rutina, para la deteccion de tumores. Actualmente, el HCC se
diagnostica mediante técnicas tomograficas, resonancia magnética y biopsias,
en algunos casos. Entre los tratamientos con mejores resultados se encuentran
la ablacion percutanea, la cirugia de reseccion, y el trasplante de higado, segun
la etapa de desarrollo en la que se encuentre del tumor, y el nivel de

funcionalidad hepética [21].

Desgraciadamente, estos tratamientos, incrementan la esperanza de sobrevida
del paciente, por 5 afios, maximo. Ademas, en etapas avanzadas, el HCC no es
sensible a embolizacion o quimioterapia, dada la particularidad de un tumor con
respecto a otro. Es por ello que, el trasplante hepatico se considera la mejor
opcion de tratamiento, pues incrementa significativamente la sobrevida del
paciente; sin embargo, el 70% del diagnostico del HCC se hace de manera
tardia, debido a la ausencia de sintomas, cuando los tumores miden mas de

5cm de diametro, por lo que esta opcién no es no es viable [22, 23].

El hepatocarcinoma (HCC), es uno de los canceres mas frecuentes a nivel
mundial. Para su mantenimiento, los tumores de HCC dependen principalmente
de la sintesis lipidica [4]. Ademas, la agresividad de esta patologia se asocia

positivamente con los niveles de expresion de enzimas lipogénicas, tanto de
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acidos grasos como de colesterol. Existen varios reportes que demuestran que
enzimas como la acetil-CoA carboxilasa (ACC), la mevalonato cinasa (MVK), la
esqualeno sintasa (SQS) y la 3-hidroxil-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGCR)
pueden dirigir los procesos tumorigénicos, incrementar la agresividad tumoral y

asi, disminuir el tiempo de sobrevida del paciente [5-7].

Varios reportes sefialan que el exceso de acidos grasos libres tiene un efecto
importante en el desarrollo del cancer [8], sin embargo se desconoce el aporte
dietario del exceso de colesterol en este contexto. Recientemente, se ha
demostrado que en el HCC humano la expresiéon de HMGCR y la MVK es
significativamente mayor que en el tejido circundante al tumor y que en el tejido
hepatico normal [6]. Adicionalmente, andlisis de higados de pacientes que
padecen de esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) han revelado un incremento
de colesterol libre, debido al aumento en la expresion de la proteina de union al
elemento regulador del esterol (SREBP) 2 asi como de la proteina reguladora
aguda esteroidogénica (StAR) [9], ambas involucradas con el desarrollo y la

progresion del HCC [10].

Nuestro equipo de investigacion ha demostrado previamente que la sobrecarga
de colesterol en el higado induce desbalance en el estado redox celular que
provoca la complicacién de diferentes enfermedades hepéaticas cronicas [11-14],
mediante alteraciones en la homeostasis del ciclo del glutation (GSH) [15, 16].
Debido al incremento de las especies reactivas de oxigeno, los sistemas de
defensa celular antioxidante se ven rebasados, |0 que genera estrés oxidante
celular, un evento indispensable para producir dafio al ADN y por lo tanto,

carcinogénesis [17]. Es por esta razon que el exceso de colesterol tiene la
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capacidad de incrementar los efectos carcinogénicos de inductores de dafio al
ADN como los observados tras el tratamiento con la N-dietilnitrosamina (DEN)
[18]. Debido a las propiedades biolégicas y quimicas del colesterol, asi como sus
efectos en el estado redox celular, nuestra hipotesis fue que el colesterol podria
estar participando en los procesos oncogeénicos, particularmente como segunda
agresion, potenciando el dafio al ADN como evento temprano durante la

hepatocarcinogénesis.

Vias de sefializacion que participan en la oncogénesis y desarrollo del HCC

Las de sefalizacion celular, que se relacionan con la oncogénesis y el desarrollo
del HCC son diversas. Entre ellas, las més relevantes son p53, WNT/B-Catenina,
EGFR, c-MYC, HGF/c-Met, STAT3, sin embargo, todavia no se conoce con
detalle la relevancia de éstas y su contribucién durante del desarrollo de la
enfermedad. La oncogénesis, sin embargo, no es sélo un proceso que involucra,
sino ademas, la acumulacion de modificaciones genéticas y epigenéticas, que
derivan del dafio al microambiente hepatico, lo que permite la formacion de
nédulos y, acumulativamente culminan en el cancer avanzado. Por desgracia,

este campo sigue siendo un campo poco estudiado [24, 25]

Uno de los principales factores de transcripcion estudiados por sus posibles
funciones oncoldgicas es STAT3. Modelos murinos y tumores humanos han
demostrado sobre expresion de STAT3. En células no transformadas la
activacion de STAT3 es transitoria, incluso en presencia de citosinas. Sin
embargo, las células cancerigenas han desarrollado un mecanismo de
retroalimentacion positiva para asegurar la activacion persistente de STAT3. Las

consecuencias fisiolégicas de la activacion persistente de STAT3 son la

ENRIQUEZ-CORTINA C



proliferacion tumoral, sobrevivencia, angiogénesis y metastasis, entre otras.
STAT1 es un antagonista de STAT3, que actia como un supresor de tumores.
STAT1 se encuentra disminuido tumores de HCC y variedad de patologias
asociadas al desbalance en la activacion de STAT1 y STAT3 [26]. Ademas, los
tumores establecidos expresan STAT3 no solo en las células que conforman el
tumor, sino en las células inflamatorias y células del estroma tumoral. Esta doble
activaciobn, es necesaria para establecer interacciones tumor-estroma,
promoviendo la tumorigénesis. Muchas citosinas, quimosinas y factores de
crecimiento como IL-6, son producidas en un mecanismo dependiente de
STAT3. Estos factores a su vez, activan STAT3 en células del estroma, que
también producen citosinas activadoras de STAT3, estableciendo una
retroalimentacion positiva entre las células tumorales y las células del
microambiente. En el HCC, la IL-17, amplifica esta retroalimentacion que induce
la produccion en un mecanismo que depende de la activacion de AKT y STAT3
[64]. La funcion de promocién tumoral de STAT3 en el microambiente del tumor,
esta mediada por diversos mecanismos moleculares y celulares. Existe ademas
entrecruzamiento entre STAT3 y NFkB, otro de los factores de transcripcion
importantes que asocia la inflamacion con el desarrollo del cancer [68]. RelA
(p65) la unidad mas importante del complejo de NF«kB, interactia fisicamente
con STAT3 [69, por lo que estos dos factores de transcripcion regulan en
conjunto diversos genes blanco. STAT3 es requerido para la activacion
constitutiva de NFkB en células tumorales y en célula del estroma
hematopoyético. La fosforilacion en Tyr-705- y Ser-727 de STAT3 promueve la
acetilacion de RelA, lo que permite localizacion nuclear prolongada y constitutiva

de NFkB [69]. Particularmente en el 60% de los tumores de HCC, STAT3 se
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encuentra constitutivamente activado como resultado de la inflamacién, estrés
oxidante, estimulacion de factores de crecimiento y silenciamiento epigenético

de SOCS, asi como la expresion disminuida de algunas fosfatasas [11].

La IL-6 y STAT3 son esenciales para el proceso tumorigénico en el higado del
ratén. Ratones deficientes de IL-6- 0 STAT3 presentan reduccion significativa de
carcinogénesis inducida por la N-dietilnitrosamina (DEN) en comparacion con los
ratones “wild type”. Recientemente, se ha observado que el farmaco Sorafenib
inhibe la fosforilacion de STAT3 en Tyr705 en una gran variedad de células
tumorales como, meduloblastoma, colangiocarcinoma [14] y HCC. La inhibicién
de la sefalizacion de STAT3 induce la disminucién de la expresion de Mcl-1 que
a su vez tiene una funcion fundamental en la induccion apoptética de estas
células. El mecanismo por el cual el Sorafenib inhibe la activacion de STAT3 ha
sido dilucidado por Gores y colaboradores en células de colangiocarcinoma. El
estudio muestra que el Sorafenib promueve la desfosforilacion de STAT3 en
Tyr705 mediante la activacion de la fosfatasa SHP2. De la misma forma, la
inhibicion quimica de la cinasas Raf, también resulta en la desfosforilacion de
STAT3 en Tyr705, por lo que se concluyé que el Sorafenib promueve la
desfosforilacion de STAT3 en Tyr705 mediante la inhibicion de Raf-1 en

colangiocarcinoma.

ENRIQUEZ-CORTINA C



JUSTIFICACION

En México la poblacion adulta e infantil se encuentra gravemente afectada por la
obesidad derivada de una dieta inadecuada, con exceso en lipidos,
principalmente colesterol. La hipercolesterolemia presente en la poblacion
mexicana ademas, tiene una relacion directa con la predisposicion genética al
desarrollo del sindrome metabdlico, lo que incrementa la prevalencia de NAFLD.
Ademas la dieta que se consume a nivel nacional, contiene el doble de colesterol
del que presentan dietas saludables, como las ingeridas en paises Europeos,

principalmente, en las costas del Mediterraneo.

La acumulacién de lipidos en el higado producida por la alta ingesta de estos,
induce a un estado de inflamacién crénica, que se sabe, es indispensable para
el desarrollo del hepatocarcinoma (HCC) y lleva a una progresion muy lenta (20-
30 afios) del dafio, lo que obstaculiza su deteccién y dificulta el estudio de la
relacion existente entre los estados tempranos de NAFLD y el HCC. La
inflamacion sostenida que se observa en la NAFLD acelera el avance hacia el
HCC, mientras que el colesterol promueve un estado redox celular desregulado.
Estas caracteristicas combinadas, han sido determinadas como la causa
principal por lo que se incrementaran los casos nuevos de HCC anuales,
afectando cada vez mas a las poblaciones de jovenes e infantes. Por lo tanto,
utilizando el modelo experimental de carcinogénesis, particularmente HCC,
inducido por la N-dietilnitrosamina, se podran dilucidar las vias de sefalizacion

involucradas y asi como la determinacion de posibles blancos terapéuticos que
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puedan utilizarse para combatir esta enfermedad dolorosa, costosa y de

consecuencias fatales.

I.  PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Cuél es el efecto de la sobrecarga de colesterol en el higado en la

carcinogénesis y progresion del hepatocarcinoma inducido por la N-

dietilnitrosamina?

.  HIPOTESIS
Si la concentracién de colesterol hepética incrementa, debido a la ingesta de una

dieta hipercolesterolémica, entonces se favorecera un estado celular oxidante,
que incrementara el dafio al ADN, y acelerard el proceso carcinogénico y de

promocion tumoral.

[ll.  OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion del colesterol en las fases de: carcinogénesis,
progresion y establecimiento del hepatocarcinoma inducido por N-

dietilnitrosamina en un modelo experimental in vivo.

e OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar los efectos fisiologicos y/o morfolégicos derivados de la ingesta
cronica de una dieta hipercolesterolémica en un modelo de carcinogénesis

guimica in vivo.

2) Definir el efecto de la sobrecarga de colesterol hepatica en las fases de inicio

y progresion de la carcinogénesis inducida por la N-dietilnitrosamina.
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3) Definir los cambios celulares y moleculares que sean dirigidos
especificamente por la sobrecarga de colesterol, en la fase inicial de la

carcinogénesis quimica.

4) Identificar las vias de sefalizacion y proteinas involucradas en los procesos
de proliferacion y sobrevivencia celular en la fase carcinogénica y aquellas
expresadas en el tumor derivadas de la ingesta cronica de altas cantidades de

colesterol en un modelo de carcinogénesis quimica.

5) Reconocer Identificar las proteinas expresadas diferencialmente en presencia
de altas concentraciones celulares de colesterol, como blancos terapéuticos

potenciales en un modelo de carcinogénesis quimica.

IV. MATERIAL Y METODOS
e Ratones

Los animales experimentales se obtuvieron en el bioterio de la Universidad
Autonoma Metropolitana- Xochimilco en condiciones SPF con macro ambiente
filtrado (filtros HEPA) y controlado (19-23°C, humedad relativa 45-55% y 15-18
vca/h, control de luz 12:12 y ruido < 85db). El encamado fue de importacion
Aspen Chip autoclaveado y fueron alimentados con alimento de importacion de
Purina PMI, Lab Diet férmula 5001 (Dieta Chow) y agua ozonizada, baja en sales
suministrados at libitum. Los animales se encontraron libres de antibioticos. Las
instalaciones cumplen con la NOM-062-Z00-1999. Se obtuvo certificado de
calidad genética y microbiologica (Charles River Laboratories). Los animales se
econtraron libres de enfermedades. Se utilizaron150 ratones sanos, nacidos y

criados en el Banco Genético de la UPEAL-Bioterio de sexo masculino de la cepa
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C57BL/6J con 14 dias de edad y se trataron acorde al disefio experimental

(Tabla 1).

e Modelo experimental y tratamientos

Los tratamientos, se clasificaron segun los cambios histologicos observados en:
“fase aguda” (7 dias), “fase adaptativa” (14 dias), “fase de iniciacion
tumoral” (1 y 3 meses), “fase de progresion tumoral” (5 y 8 meses) y
“caracterizacion de los tumores inducidos por el carcinégeno en presencia

de la dieta HC” (8 meses).

El modelo de carcinogénesis inducida se indujo mediante la admimnistracion
intraperitoneal (ip) de una dosis Unica de N-dietilnitrosamina (DEN, 10ug/kg de
peso), a los 14 dias de edad. Dos dias después, los animales se alimentaron
con las siguientes dietas: 1) dieta hipercolesterolémica (HC, 2% de colesterol y
0.5% de colato de sodio) 2) dieta hipercolesterolémica sin colato de (HC sin CS,
2% de colesterol) y 3) dieta sumplementada con colato de sodio (CS, 0.5% de

colato de sodio).
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HC

GRUPOS CW DEN HC s/cS §  N-acetilcisteina
(NAC) TIEMPOS
cw * 2,7y 14
dias, 1,3, 5
y 8 meses
Dcw * * 2.7.14
dias, 1,3, 5
y 8 meses
HC * 2,7y 14
dias, 1, 3,
5y 8 meses
DHC * * 2, Ty 14
dias, 1 3,5
y 8 meses
HC sinC$S * 2.7 14
diasy 8
meses
DHC sin * *
2,714
cs dias, y &
meses
cs * 2, 7,14 dias
DCSs * * 2,714 dias
y 8 meses
NCwW * * 7 dias
NDEW | =+ | = * 7 dias
NHC * T dias
®
NDHC * % * 7 dias

e OBTENCION Y PRESERVACION DEL TEJIDO HEPATICO.

Se administraron 0.5 ml de avertina (2-2-2 tribromoetanol, Sigma, EUA) via
intraperitoneal como anestésico. Se obtuvo el peso de cada animaly se procedio
con la desinfeccién del area abdominal con alcohol (70%). Para obtener el

higado, se realiz6 una incison vertical y se recuperd el 6rgano que fue
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segmentado en cuatro secciones que se utilizaron para: i) inclusion en parafina
(previa fijacion en etanol absoluto o paraformaldehido (PFA, 4%), i)
preservacion a -80°C vy iii) inclusién en O.C.T para cortes congelados (Tissue

Tek®), y iv) determinacién de ROS in situ.

e DETERMINACION DE TRANSAMINASAS HEPATICAS

Sangre capilar se centrifugdé a 842xg/15 min para sedimentar la fraccion celular
y se obtuvo el plasma sanguineo como sobrenadante. La muestra (30ul) se
colocd en tiras reactivas para AST (ROCHE, Alemania), y se determind su

actividad mediante el medio automatizado de REFLOVET plus (ROCHE).

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINA

Se homogeneiz6 tejido hepético mecanicamente. La suspension celular se
centrifugdé a 13201xg/20 seg, el boton celular se resuspendié en buffer de lisis
[(M-PER, Pierce, EUA), ditiotreitol (DTT, Sigma, EUA) y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, Sigma, EUA), e inhibidores de fosfatasas y proteasas
(ROCHE, Alemania)]. Se centrifugd nuevamente a 15493xg/10min y el

sobrenadante se almacen6 a -80°C hasta su uso.

La muestra de proteina (2ul-5ul) se cuantificé en el equipo fotométrico NanoDrop
y se obtuvo la medicion espectral utilizando el software asociado al equipo (Start-

--Programs---Nanodrop---ND-1000 3.3.0) segun las indicaciones del fabricante.

OXIDACION DE LiPIDOS

CUANTIFICACION DE ESPECIES REACTIVAS AL ACIDO TIOBARBITURICO

(TBARS)Tejido hepatico (0.1g) se homogeneizo con 1ml de PBS, de los que se
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utilizaron 20ul para su cuantificacion espectrofotométrica (NanoDrop) y 900ul se
colocaron en tubos de ensayo de vidrio y se afladieron 2ml de la solucion reactiva
TCA-TBA-HCL [acido tricarboxilico (TCA) 15%, acido tiobarbitarico (TBA) 0.37%
y acido clorhidrico (HCL) 0.24N]. Los tubos se taparon y se agitaron en el vortex
durante 10 seg. Después se sumergieron en agua a 100°C/30min. Se dejaron
enfriar a temperatura ambiente/15min. Se liberd la presion, retirando las tapas
de los tubos y posteriormente se volvieron a tapar. Se centrifugaron a 895xg a
temperatura ambiente7 10min. 1.5ml de la solucion se tomd evitando tomar el
precipitado, y se colocaron en tubos de ensayo limpios. De esta suspension, se
tomaron 500ul del sobrenadante y se determind la absorbancia a 535nm en
microceldas de vidrio. La solucién TCA-TBA-HCL se utilizé como blanco y fue
tratada de igual manera que los tubos que contenian las muestras. La
concentracion de MDA fue calculada utilizando el coeficiente de extincion molar

del complejo MDA-TBA de 1.56x105 M-icm

e DETERMINACION CUANTITATIVA DEL COLESTEROL
Se utilizé la prueba comercial SPINREACT para el andlisis de las muestras de:

1) plasma sanguineo y 2) tejido hepatico completo, que se trataron segun
indicaciones del fabricante. Se utilizaron 10ul de la muestra y se adicionaron 10yl
del reactivo R (PIPES pH 6.9 90mmol/L, fenol 26mmol/L, colesterol esterasa
(CHE) 1000 U/L, colesterol oxidasa (CHOD) 300 U/L, peroxidasa (POD) 650 U/L
y 4- aminofenazona (4-AF) 0,4 mmol/L); se incubd durante 5 minutos a 37°C.
Posteriormente se determind la absorbancia en un espectrofotometro a una
longitud de onda de 505nm en cubetas de 1.0 cm de paso de luz. La solucion

blanco (patron primario acuoso de colesterol) utilizada en este protocolo fue
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suplementada por el fabricante. La prueba contd con una sensibilidad analitica

de 1mg/dL = 0.0015 (A).

e INMUNOANALISIS (WESTERN BLOT)
Extractos de proteina se traté conforme el protocolo de electroforesis para geles

de poliacrilamida de diferentes gradientes (4-20%) y fue transferida a una
membrana de polivinildenedifluoruro (PVDF) (Bio-Rad) a 120V por 2 h. El
bloqueo se realiz6 usando leche descremada al 5% en TBS-Tween (Sigma,
EUA) por 45 min en agitacién constante. Se realizaron lavados (2X) con TBS-T
durante 10 min y se incubaron con los anticuerpos primarios especificos durante
toda la noche a 4°C en agitacion constante. Los anticuerpos utilizados fueron
contra:, y-glutamil cisteinil sintetasa (GCS), actina, y contra las isoformas
fosforiladas y totales de ATM, ATR, BRCAL, Chckl, Chck2, p53, H2AX, Aurora,
Bax, Bcl-2, CYP450, HO-1, GSTM, HSP70, Gpx 1/2, y-GCS, CDK2, CDK4,
CDKa®, Ciclina D1, ERK, STAT3, Mcl-1 (Tabla 2). Tras 12 h de incubacion con
los anticuerpos primarios, se lavé la membrana con TBS-T y se incub6 con el
anticuerpo secundario correspondiente (anti-conejo, anti-raton, anti-cabra)
acoplado a la peroxidasa de rabano (Santa Cruz Biotechnology, EUA). La
intensidad de la sefal fue determinada mediante el uso de sustrato de alta
sensibilidad (Millipore, USA). La deteccion de luminiscencia se llevé a cabo en el

equipo Gel Logic 1500 imaging system, Kodak.
INMUNOHISTOQUIMICA
Cortes en parafina

Para este ensayo inmunohistoquimico se utilizd6 el ensayo “Rabbit specific

HRP/DAB (ABC) Detection IHC Kit”, siguiendo las instrucciones del fabricante.

ENRIQUEZ-CORTINA C



Cortes de tejido hepatico 5um fueron incluidos en PFA 4% y fijados en laminillas
cargadas. Se desparafinaron, deshidrataron y se bloquearon los peroxidos de
hidrogeno durante 10 min. Se realizaron lavados con PBS. Después se
bloquearon las proteinas por 10 min a temperatura ambiente para evitar tincion
inespecifica. Se lavé una vez mas con PBS y se incubaron con los anticuerpos
Mcl-1 o pmTOR porl2h. Se tratdé con peroxidasa de estreptavidina durante 10
min a temperatura ambiente. Se lavé una vez mas con PBS. Se agregaron 30ul
cromégeno DAB en 1.5 ml del substrato DAB sobre la laminilla por 10 min a
temperatura ambiente. Se lavé con PBS y finalmente se realiz6 una tincion con
hematoxilina durante 20 seg para el contraste nuclear. Finalmente los cortes
fueron deshidratados una vez mas y montados con resina para su visualizacion

microscopica.

Criocortes
Se utilizaron criocortes de tejido hepatico embebidos en O.C.T (TISSUE TEK®).

Los cortes se utilizaron para la determinacion de la la histona 2aX foforilada, que
fue detectada mediante microscopia confocal usando anti-PH2AX (Cell
Signaling) y anticuerpo secundario conjugado con Alexa 568 y para la deteccion

de especies reactivas (ROS) in situ.

Microscopia confocal
Las imagenes analizadas de los experimentos en los que se utiliza fluorescencia

para la deteccion de proteinas, fueron obtenidas en el microscopio confocal
multifotonico Carl Zeiss LSM 780; los parametros de apertura de pinhole (1 AU)
fueron estandarizados para todas las tomas. La excitacién de los fluorocromos
fue mediante el laser entonable Camaléon que permite preservar la integridad

del tejido analizado, disminuyendo asi falsos positivos.
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e DETECCION DE DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO in situ (ROS)
La técnica de derterminacion de ROS in situ se llevo a cabo en criocortes frescos

de tejido hepatico que se incubd con 5uM de 2’-7’- diclorodihidrofluoresceina
diacetato (DCFH) o 50uM de dihidroetidio (DHE). La DCFH es permeable a la
membrana celular y se oxida por peréxidos intracelulares, esta reaccion emite
fluorescencia a 520 nm del espectro de luz (verde). Por otra parte el DHE que
también es permeable a la membrana celular es oxidado y detectado a 560 nm
en el espectro de luz (rojo). Las imagenes fueron obtenidas en el microscopio de

fluorescencia invertida (Zeiss)

e DETERMINACION DE LA OXIDACION DEL ADN POR HPLC

Extraccion de ADN por la técnica de Yoduro de Sodio (Nal)
El DNA fue extraido usando el método de Nal (Wang et al., 1994). Para lo que

se utilizaron 0.2 g de tejido que se homogenizd con 1000 pL del amortiguador A
[0.32M sacarosa (Merck, México), 5mM MgCI2 (Sigma, EUA), 10 mM Tris-HCI
(Promega, EUA), 0.1 mM desferroxamina (Sigma, EUA), 1% (v/v) Triton X-100
(Sigma, EUA), pH = 7.5]. Esta suspension celular se centrifugd a 1500xg por 10
min a 4°C, se decanto el sobrenadante y se resuspendio la pastilla con 1000 yL
del mismo amortiguador. Se realiz6 una segunda centrifugacion bajo las mismas
condiciones. Se descartd el sobrenadante y el botén celular fue resuspendido
1000 pyL de amortiguador B [10 mM Tris-HCI, 5mM EDTA-Na2 (Sigma, EUA),
0.15 mM desferroxamina, pH = 8.0]. Se agregaron 100 pL de duodecil sulfato de
sodio (SDS) al 10% (Sigma, EUA), 40 yL de RNasa T1 (Sigma, EUA) a una
concentracion de 20 U/uL, 60 uL de RNasa A (Sigma, EUA) a una concentracion

20 U/uL y se agitd por inversién. Los tubos se incubaron a 37°C por una hora en
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bafio de agua, para la activacion de las RNasas. Pasado este tiempo, se
adicionaron 50 pL de proteinasa K (Sigma, EUA) a una concentracién de 30 U/uL
y se incubd a 37°C por una hora. Las muestras fueron centrifugadas a 5000xg
por 15 min a 4°C; se recupero el sobrenadante que contenia el DNA y se colocé
en hielo. Posteriormente se agregd 1 mL de solucion de Nal [7.6 mM Nal
(Reasol, México), 40 mM Tris-HCI, 20 mM EDTANaz, 0.5 mM desferroxamina,
pH = 8.0] y 1 mL de isopropanol absoluto frio (JT Baker, México), se agitd por
inversion y después se almacend la muestra a —20°C, durante toda la noche. Al
dia siguiente, el DNA fue transferido a tubos Eppendorf estériles y se
centrifugaron a 9000xg por 15 min a 4°C, el sobrenadante fue descartado y
posteriormente se le agregd 1 mL de isopropanol frio al 60% (v/v) que fue
resuspendio lentamente. Se centrifugaron las muestras a 9000xg por 10 min a
4°Cy se decanto el sobrenadante. Se agreg6 1 mL de etanol (JT Baker, México)
al 70% (v/v) frio, se resuspendio y centrifugé a 9000xg por 10 min a 4°C y se
decanto el sobrenadante. Por ultimo se agregaron 200 pL de desferroxamina 0.1
mM y se resuspendio la pastilla de DNA. Finalmente se adicionaron 100 uL de
desferroxamina 0.1 mM y se almacenaron las muestras a —20°C (Helbock et al.,
1998). La concentracion de DNA fue determinada espectrofotométricamente a
260 nm utilizando la siguiente ecuacion: [ADN] en pg/mL= (Abs 260 nm X
Factor de dilucion X 50 ug ADN/mI). Mientras que la pureza fue determinada
de acuerdo al cociente A260/A280Hidrolisis enzimatica de ADN. La
cuantificacion del aducto 8-OHdG se realiz6 mediante una digestion enzimatica
del DNA, utilizando las nucleasas de ADN P1 y fosfatasa alcalina, para obtener
nucleosidos puros. 100 uL de esta solucion fue inyectada en el HPLC. La

hidrolisis se llevo a cabo siguiendo el siguiente protocolo: por cada 100 ug de
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DNA se adicionaron 2 pyL de acetato de sodio (Sigma, EUA) 1M, 2.5 pL de
nucleasa P1 (Sigma, EUA) a una concentracién 0.4 U/uL y la cantidad de agua
necesaria para completar un volumen de 100 pL. Las muestras fueron incubadas
por 30 min a 37°C; posteriormente se adicionaron 4 yL de Tris-HCI 1M, pH 7.4
y 13.5 pyL de enzima fosfatasa alcalina 0.22 U/ uL (Sigma, EUA), en amortiguador
de fosfatasa [50% (v/v) de glicerol (Sigma, EUA), 50 mM de MgCl2 (Sigma, EUA)
y 0.1 mM de ZnCl2 (Sigma, EUA), pH = 7.5]. Para finalizar el proceso las
muestras se incubaron 1 h a 37°C para centrifugarse una vez mas. La fase

acuosa fue obtenida para su analisis posterior en el equipo de HPLC.

Cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC)
Se utilizd6 cromatografia isocratica en fase reversa con flujo de 1mL/min; la

separacion se realizé en una columna supelcosil LC-18 (Supelco) con una fase
movil de fosfato monobasico de potasio (JT Baker) 50 mM pH=5.5 y metanol
(Sigma grado HPLC) al 8%, con una bomba WATERS 600. El sistema
cromatografico estuvo acoplado a un detector UV/VIS WATERS 485, para la
deteccion de la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG), a una longitud de onda de
254 nm debido a sus dobles enlaces conjugados y a un detector electroquimico
(ANTEC LEYDEN, Intro), el cual permiti6 identificar el aducto 8-OdHG a 290 mV.
La concentracion de dG y de 8-OHdG se determiné integrando el area bajo la
curva e interpolando ese valor con la curva patron correspondiente para cada

compuesto.

A continuacion, la concentracion de la molécula 8-OHdG se dividié entre la
concentracion de dG, y el cociente correspondié al nimero de bases dafiadas
gue presentaron cada una de las muestras.La fase movil consistio de 50 mmol

L-1 mM KH2POa4, 2 mmol L- 2mM? KClI, 2.5 % de acetonitrilo y 1 % de metanol
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(pH 4.45). Antes de usarse, la fase movil se paso a través de un filtro de acetato
de celulosa de 0.22 um. La elucion se realiz6 de modo isocratico y la velocidad
del flujo de 0.5 mL mint. 20 pL de la solucién estandar o de la muestra fueron

inyectados en la columna analitica del HPLC.

e ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como el promedio £ SEM de al menos tres experimentos
independientes que fueron realizados por triplicado. Las comparaciones entre
grupos se determinaron mediante las pruebas de t Student’s, Mann Whitney y
Tukey. Ademas se utilizd el software GraphPad Prism 6 para OSX para los
analisis mencionados. Las diferencias se consideraron como significativas

considerando una ps< 0.05.
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Anticuerpo Marca # Catalogo
Actina Sigma A2228
Bax Santa Cruz 6236
Bel-2 Santa Cruz 783
ERK % Santa Cruz 135900
GPX4 Abcam 41787
GSTm Santa Cruz FL-218
HO-1 Santa Cruz 51418
HSP70 Santa Cruz 1060
p-ATM (ser1981) Cell Signaling 5883
(serd28) Cell Signaling 2853
p-BRCA1 (ser1524) Cell Signaling 9009
p-CHK1 Cell Signaling 2348
p-CHK2 Cell Signaling 2197
p-ERK 2 Cell Signaling 9101
p-HZAX Cell Signaling 9718
p-P53 Cell Signaling 9286
p-STATS3 (ser727) Abcam 30647
p-STAT3 (Y705) Abcam EP2147Y
Romo 1 ORIGENE Technologies TA505580
STAT3 Abcam E121-21
v-GCS Santa Cruz 22755

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en este proyecto
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VIII. RESULTADOS
1. FASE AGUDA (7 dias)

1. LadietaHC induce fenotipo esteatotico hepético.

La fisiologia normal del higado (CW), se caracteriza por coloracion roja intensa,
bordes regulares y textura lisa. En cambio, los higados que recibieron el
carcinégeno DEN (DCW) mostraron un tenue cambio en la tonalidad normal del
higado. Los higados que consumieron la dieta hipercolesterolémica (HC)
mostraron un color rosa palido y se detectaron litos vesiculares. Finalmente, en
los higados que recibieron el carcindbgeno y que ademas se alimentaron con la
dieta hipercolesterolémica (DHC) se observo esteatosis, hipertrofia vesicular y
zonas necroticas en la superficie del 6rgano (f), caracterizadas por su aspecto
granuloso y rojizo (Fig 1) . Se realiz6 el cociente del peso hepatico/peso total, en
donde sélo los higados HC y DHC mostraron incremento significativo en su

peso, repescto a sus controles, CW y DCW. (Fig 2).
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Figura 1. La dieta HCinduce fenotipo estatético en el higado. Higados obtenidos de animales alimentados
con una dieta balanceada (CW) o hipercolesterolémica (HC), higados que no recibieron una dosis de N-
acetilnitrosamina (-) y aquellos que recibieron la inyeccion de este carcindgeno (DEN). Los ratones HC
muestran un fenotipico esteatético mientras que los higados DHC muestran ademas de este fenotipo, lesiones
necréticas (4) Las iméagenes son representativas de al menos 4 animales de experimentacion.
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Figura 2. La dieta HC incrementa el peso hepatico. Determinacion del peso del higado con respecto al
peso total del animal. Los animales HC incrementaron su peso significativamente con o sin la aplicacién de
la dosis Unica de la N-dietilnitrosamina. Las barras representan el promedio + EE de al menos 10 animales
*p= 0.05 con respecto al CW y HC respectivamente.

2. Ladieta HC induce unarespuesta hepatica aguda

La cuantificaciéon de la actividad de la transaminasa glutdmico-oxaloacética
sérica (AST) a los 2, 7 y 14 dias de iniciados los tratamientos revelo que el
incremento de la actividad de la AST inici6é desde los 2 dias en los higados DCW
(1 vez), sin embargo los valores maximos (2 veces), se detectaron a los 7 dias.
En los higados DHC el incremento fue mayor (4.5 veces). Por lo que se
determind que la fase aguda de respuesta hepéatica en nuestro modelo es a 7
dias de tratamiento. A 14 dias de tratamiento, la actividad de la AST disminuyo6

(1.5 veces) (Fig 3).

La determinacion de lipidos oxidados se llevo a cabo mediante la cuantificacion
de la produccion de sutancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS) a los

mismos tiempos experimentales.
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Figura 3. La dieta HC promueve el dafio hepatico. Cuantificacion de la actividad de la enzima
aspartato aminotransferasa en la fraccion sérica del suero a diferentes dias de tratamiento. El
tiempo de mayor actividad es de 7 dias en los sueros HC y DHC. Las barras representan el
promedio * EE de al menos 6 experimentos independientes lllevados a cabo por duplicado *p<
0.05 con respecto al CW, & p= 0.05 con respecto al DCW.

El contenido de TBARS en los higados HC incrementd (3 veces) a partir de los
2 dias; los higados DHC tuvieron un incremento similar (2 veces). Sin embargo
a los 7 dias de tratamiento, se observo el contenido maximo de TBARS en los

higados HC y DHC de 4 y 4.5 veces, respectivamente. (Fig 4).
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Figura 4. La dieta HC incrementa la oxidacion de lipidos celulares. Los niveles de oxidacién
lipidica mas elevados se registran en el dia 7 en los tejidos HC y DHC.Las barras representan el
promedio + EE de al menos 3 experimentos independientes lllevados a cabo por duplicado *p=<

0.05 con respecto al CW, & p=< 0.05 con respecto al DCW.
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Los cambios celulares se determinaron mediante el analisis histoldgico de cortes
con tincion de hematoxilina y eosina (H&E). La histologia normal (CW) se
caracteriza por células y nucleos regulares con proporciones fisiol6gica
normales. Los cordones de hepatocitos (1 6 2 hepatocitos de grosor) irradiaban
desde la vena central hacia periferia del lobulillo clasico. Los sinusoides
hepéticos, se observaron recubiertos por células endoteliales, con presencia de
algunas células de Kupffer no activas (ndcleos pequefios). En contraste, los
higados DCW exhibieron hepatocitos con nucleos atipicos y granulomas e
infiltrado inflamatorio. Los higados HC mostraron gran cantidad de células pro-
inflamatorias (células mononucleadas) y esteatosis mixta (microvesicular y
macrovesicular). Estos hallazgos se vieron incrementados en los higados DHC,
ademas de que se contaron mayor numero de nucleolos/célula, que fueron
distinguidos mediante su tincién basofila positiva. Finalmente, se observaron

mayor numero de células con anormalidades histolégicas por campo analizado

(Fig 5).

200x

Figura 5. La dieta HC induce alteraciones en los hepatocitos. Cortes de tejido hepatico (5um) embedido
en parafina y con tincion H&E tras 7 dias de tratamiento (200x). Los cortes de los higados DEN muestran
hepatocitos con nucleos agrandados (*) y esteatosis macrovesicular (+) mientras que los de los HC
muestran zonas necréticas ( “ ) que se distinguen por su coloracién rosa palido, infiltrado inflamatorio
prominente ( ° ) y actividad mitdtica elevada. Imagenes representativas de al menos 6 animales por grupo
experimental

.
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3. El fenotipo esteatdtico inducido por la dieta HC es debido a la acumulacion

hepatica de colesterol

El contenido de colesterol en suero y en tejido hepatico se cuantifico
mediante el ensayo comercial (SPINREACT) (Fig 6). El contenido de
colesterol sérico no revel6 diferencias significativas en ninguno de los grupos
expreimentales (Fig 6a). En contraste, los higados HC mostraron un
incremento (~3 veces) de este lipido mientras que los higados DHC tuvieron

un incremento similar (2.5 veces) (Fig 6b).

Figura 6. La dieta HC provoca acumulacion de colesterol en el tejido hepatico. a) Colesterol sérico a 7 dias de
tratamiento. Los niveles de colesterol sérico no exhiben cambios significativos en ninguno de los grupos experimentales
b) Colesterol hepatico. Los niveles de colesterol del higado incrementaron significativamente en el grupo HC y DHC. Las
barras representan el promedio + EE de al menos 10 animales *p< 0.05 con respecto al CW y HC respectivamente.

4. Laingestade la dieta HC modifica la expresion de enzimas involucradas en la

regulacion del ciclo celular
El inmunoanalisis contra las enzimas, CDK2, CDK4 y CDK6 Yy la ciclina D1 que
participan en la transicion de la fase G1-S en el ciclo celular, demostrd que existe

expresion diferencial de estas enzimas, entre los higados DHC. Ya que se

detectd incrmento del contendio de CDK2 y CDK4 y disminucion de la ciclina D1

(Fig 7).
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Figura 7. La dieta HC modifica la expresion de enzimas del ciclo celular. Western Blot de proteina total hepatica total
contra CDK2/4/6 y Ciclina D1 a 7 dias de tratamiento. Las muestras CW, DCW y HC no presentan cambios. Las muestras
DHC muestran incremento del contenido de CDK2, CDK4 y la disminucion de CDKG6 y la Cickina D1 comparado con su
control. La imagenes son representativas de al menos 3 muestras diferentes de 3 experimentos independientes.

5. Ladieta HC induce estrés oxidante mediante el incremento en la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS)

La deteccién de las especies reactivas de oxigeno (ROS), particularmente del
H202 y del O2.-, se llevé a cabo in situ, utilizando las sondas: 2'-7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH) para la deteccion intracelular de H20:2 (verde)
y dihidroetidio (DHE) para la deteccion intracelular de O2 (rojo). Los higados
CW mostraron presencia discreta de ROS, mientras que, los higados DCW
incrementaron sustancialmente estas especies. Sorprendentemente, los
observado en los higados DCW. Por ultimo, los higados DHC revelaron higados
HC, exhibieron un patrén de generacién de ROS muy siHC, exhibieron un
patrén). de generacion de ROS muy similar al incremento potenciado de

generacion de ROS (Fig 8)
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Figura 8. La dieta HC induce la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Deteccion de especies reactivas
de oxigeno en criocrotes de tejido hepatico (5um) se trataron con 2'-7'- diclorodihidrofluoresceina para la deteccion
intracelular de H202 (verde) y dihidroetidio para la deteccién intracelular de O2-. (rojo) a 7 dias de tratamiento. La
presencia basal de ROS en los cortes CW incrementa en los cortes DCW. Mientras que los cortes HC exhiben generacion
de ROS similar a la inducida por el DEN. Las imagenes son representativas de al menos 3 cortes de animales diferentes.

6. Ladieta HC induce dafio al ADN mediante el incremento de ROS en hepatocitos

Se evalud se evalud el efecto del incremento de generacion de ROS, sobre la integridad del ADN
mediante la cuantificacién del aducto 8-OHdG por HPLC. Los resultaron mostraron que la
administracion de la DEN (DCW), no fue suficiente para incrementar significativamente el aducto 8-
OHdG, en comparacién con su grupo control CW. Sin embargo, en los higados HC la deteccién de
este aducto aumentd (~3 veces) con respecto al control CW. Finalmente, los higados DHC

presentaron un incremento de 4 veces del 8-OHdG (Fig 9).
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Figura 9. La dieta HC incrementa el dano al DNA. Deteccion del aducto 8-OHdG mediante HPLC. Se utilizé tejido
fresco a 7 dias de tratamiento. Los higados DHC muestran un incremento significativo (2.5 veces) del aducto mientras que
en los higados DCW la deteccion del aducto no fue significativa. Las barras representan el promedio + EE de al menos 6
experimentos independientes lllevados a cabo por duplicado *p< 0.05 con respecto al CW, & p< 0.05 con respecto al DCW.
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7. La dieta HC inhibe la expresion y actividad de enzimas relacionadas con la
reparacion del ADN

La actividad de las isoformas de las enzimas involucradas en la reparacion del
dafio al ADN mostraron incremento en los higados DCW (p-ATM, p-BRCAL, p-
ATR, p-Chkl, p-Chk2, p-p53 y p-H2AX) mientras que, en los higados HC
disminuyé drasticamente (p-ATR, p-Chkl, p-Chk2, p-p53 y p-H2AX).
Sorprendentemente, los higados DHC mostraron abrogacién completa, de las

proteinas analizadas con excepcion de p-H2AX (Fig 10).
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Figura 10. La dieta HC reduce la reparacion del DNA. Western blot de proteina total de tejido hepatico a 7 dias de
tratamiento. Las muestras DCW muestran un cambio evidente en el contenido celular de p-H2AX cuando se compara con
su control. Mientras que las muestras HC y DHC, el contenido de p-BRCA1, p-ATR, p-CHK1, p-CHK2 y p53 dismiuye
hasta ser indetectable. Las imagenes son representativas de al menos 3 muestras diferentes de 3 experimentos
independientes.

Se realizé un inmunoandlisis para detectar el contenido de la isoforma activa de
la histona 2AX. El resultado mostré que la actividad de la H2AX incrementé (0.5
veces) tras 7 dias de tratamiento los higados DCW. Ademas, la dieta HC, incluso
en ausencia del carcindgeno, incrementé la actividad de esta histona.
Finalmente, se observé un efecto aditivo del carcinbgeno DEN mas la dieta HC

en la actividad de la H2AX en los higados DHC (Fig 11a). Este resultado fue
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corroborado mediante una inmunofluorescencia donde se detecto la expresion

de la pH2AX mediante microscopia confocal (Fig 11b).
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Figura 11. La dieta HC induce la activacion de la histona 2AX. a) Densitometria de la pH2AX a 7 dais de tratamiento. Las
muestras HC y DHC inducen la activacion de la histona 2AX, mientras que las muestras DCW no muestran activacion significativa ;
b) Inmunofluorescencia contra la pH2AX Cortes hepaticos (5um) embebidos en parafina fueron tratados con anti pH2AX, los
cortes DCW y DHC muestran la activacion de la histona mas elevada , con activacon discreta en los cortes HC. Las barras
representan el promedio * EE de al menos 6 experimentos independientes lllevados a cabo por duplicado *ps 0.05 con respecto al
CW, & p= 0.05 con respecto al DCW.

8. Ladieta HC tiene un efecto anti-apoptético durante la fase de respuesta aguda

El cociente del contenido de Bcl2, una proteina antiapoptética y Bax su
contraparte antagénica, se calculé para determinar la tasa de sobrevivencia
celular (Fig 12). Los hepatocitos de los higados DCW presentaron un indice
apoptético mayor, mediado por la regulacion positiva de Bax, mientras que los
hepatocitos DHC evadieron la apoptosis al incrementar en la expresion de Bcl-
2. Es importante sefialar, que los hepatocitos HC y DCW muestran el mismo

patron de expresion de estas enzimas (Fig 12a-b).
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Figura 12. La dieta HC promueve un efecto antiapoptotico en los hepatocitos. a) Western blot de proteina a 7 dias de
tratamiento. Las muestras DCW contienen niveles mas elevados de Bax con respecto a Bcl2, mientras que las muestras
DHC exhiben un comportamiento contrario; b) Cociente de expresion de Bax/Bcl2 a 7 dias de tratamiento. Las barras
representan el promedio + EE de al menos 3 experimentos independientes *p< 0.05 con respecto al CW, & p< 0.05 con
respecto al DCW.

. EL CO-TRATAMIENTO CON N-ACETILCISTEINA (NAC) PROTEGE
ANTE EL DANO INDUCIDO POR LA DIETA HC

1. LaNAC inhibe el dafio hepatico agudo inducido por la dieta HC

Se suplement6 con NAC (80mmol/L) el agua de los animales experimentales y
se ofrecio at libitum durante 7 dias. Las raciones diarias de agua suplementada
con NAC, se preparaban diariamente para evitar oxidaciéon del NAC y su maxima
disponibilidad en el agua. Los resultaron mostraron que los higados de los
animales a los que se les tratd con el carcinogeno DEN y NAC mas la dieta
balanceada Chow (NDCW), no presentaron alteraciones evidentes comparados
con los higados DCW. Por otra parte, los higados de los animales a los que se
traté con NAC vy la dieta HC (NHC), exhibieron el fenotipo esteatético tipico
observado en los higados HC. Finalmente, se observé que los higados de los

animales a los que se les traté con NAC, el carcindgeno Yy la dieta HC (NDHC)
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también mostraron fenotipo esteatotico, sin embargo, no se observo dafio

evidente en la superficie del 6rgano (Fig 13).
- DEN

NCW
U A B T | g A A
bC$SJ ,2l ‘TJ kc%sJ ’2, | d
= “i
NHC

O G G e R

Figura 13. La N-acetilcisteina (NAC) mejora el fenotipo de los higados HC. Exploracion hepatica
macroscopica. Los higados NHC muestran el fenotipo esteatético reconocido en los animales HC, sin embargo
los higados DNHC, no presentan dafio macrocopico aparente. Las imagenes son representativas de al menos 3
animales de experimentacion.

El andlisis histolégico en cortes de tejido embebido en parafina y con tincion

H&E, mostré que en los cortes NDCW y NDHC el tejido muestra arquitectura

muy similar a la de los higados control NCW y NHC respectivamente (Fig 14).
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Figura 14. La N-acetilcisteina (NAC) reduce el dafio hepatico en los higados HC. Cortes de tejido hepatico (5um)
incluido en parafina y posteriormente tefiido con hematoxilina y eosina (200x) a 7 dias de suplementacion con N-
acetilcisteina (80mmol/L) (NAC) en el agua de beber. Se puede observar la recuperacion del tejido con respecto a las
imagenes obtenidas de los higados tratados sin la adicion de NAC, sin embargo, el fenotipo inducido por la dieta HC, es
decir, esteatético se sigue presentando en todos los higados analizados. Imagenes representativas de al menos 3
animales por grupo experimental.
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Se detect6 también la generacién de ROS in situ sobre los tejidos de los animales
tratados con NAC, donde se observo disminucion sustancial de H202 y O2.-

hasta niveles similares a los exhibidos por los higados NCW. (Fig 15).

H202

NCW

NHC

Figura 15. La N-acetilcisteina (NAC) reduce la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los higados HC.
Cortes frescos de tejido hepatico (5um) se trataron con 2'-7'- diclorodihidrofluoresceina para la deteccién intracelular de H202
(verde) y dihidroetidio para la deteccién intracelular de O2-. (rojo) tras 7 dias de tratamiento de todos los grupos experimentales mas
la la administracion de N-acetilcisteina (80mm/L). Las imagenes obtenidas muestran que todos los grupos experimentales que
fueron tratados conjuntamente con NAC (NCD, NDCW, NHC y NDHC) disminuyeron la generacion tanto de H202 (verde) como de
QO2-. (rojo). Las imagenes son representativas de al menos 3 cortes de animales diferentes.

La actividad de la AST también disminuyé significativamente (3 veces) en los
animales NDCW y NDHC y hasta 5 veces en los higados NDHC. (Fig 16).
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Figura 16. la N-acetilcisteina (NAC) disminuye el daino hepatico inducido por la dieta HC. Cuantificacion
de la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa en el suero.Los grupos CW, DCW, HC y DHC fueron
ademas tratados con N-acetilcisteina (NAC) (80mmol/L) en el agua de beber at libidum. El resultado muestra
que los grupos que fueron cotratados con NAC (NCW, NDCW, NHC, NDHC), disminuyeron significativamente
los niveles de activacion de la AST. Las barras representan el promedio + EE de al menos 3 experimentos
independientes lllevados a cabo por duplicado *p< 0.05 con respecto al CW, # p< 0.05 con respecto al DCW,
& p= 0.05 con respecto al HC, % p= 0.05 con respecto al DHC.
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2. El co-tratamiento con NAC inhibe el dafio inducido por la dieta mediante el
incremento del contenido de enzimas antioxidantes y relacionadas con la
sintesis de glutation

Se realizé un inmunoanalisis contra el citocromo P450 (CYP450), que es una
enzima encargada de realizar la biotransformacion hepatica de diversos agentes
xenobioticos, entre ellos, la DEN. El contenido de CYP450 en las muestras
NDCW, NHC y NDHC incrementd con respecto a sus controles. Asi mismo, la
subunidad catalitica 0 moduladora de la glutation S-transferasa GSTm, una
enzima determinante en el ciclo de reciclaje del glutation, incrementd su
contenido en los higados NDCW,; siendo el incremento mas evidente el
observado en las muestras NHC y NDHC. Otra de las enzimas relacionadas fue
la la enzima de destoxificacion HO-1, que no mostré cambios de expresion en

ninguno de los grupos experimentales (Fig 17).
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Figura 17. La N-acetilcisteina (NAC) incrementa la expresion de enzimas de destoxificacion y antioxidantes en los
higados HC. Analisis por Western Blot del contenido de proteinas de respuesta antioxidante tras 7 dias de tratamiento
CYP450, HO-1 y GSTm. La admnistracion de DEN causa decremento de la expresion de las enzimas analizadas, mientras
que la dieta HC induce su restablecimiento.. La imagenes son representativas de al menos 3 muestras diferentes de 3
experimentos independientes.
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3. El co-tratamiento con NAC previene el dafio oxidante al ADN inducido por la
dieta HC

El contenido del aducto 8-OHdG en los higados NDCW, disminuy6
significativamente en los grupos experimentales suplementados. Los higados
NHC mostraron un decremento de 9 veces del contenido de 8-OHdG, mientras
que en los higados NDHC la disminucién registrada es de aproximadamente de
19 veces (Fig. 18a). Ademas, se determind que en los higados NDHC el
contenido de la isoforma activa de Chk2, P53 y H2aX disminuyd en comparacion
con los higados DHC (Fig. 18b). Finalmente se llevd a cabo una

inmunohistoquimica contra la pH2aX que demostré la activacion de esta histona

solamente en los cortes de los higados DHC (Fig. 18c¢)
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Figura 18. La N-acetilcisteina (NAC) disminuye el dafio al DNA inducido por la dieta HC. a) Deteccion del aducto 8-OHdG mediante HPLC. Se determind
el dafio al DNA en tejido hepatico mediante la cuantificacion del adcuto 8-OHdG utilizando tejido hepatico fresco tras 7 dias de iniciado el tratamiento mas la
administracion de N-acetilcisteina (NAC) (80mmol/L). Los tejidos obtenidos de todos los grupos experimentales que fueron suplementados con NAC,
disminuyeron drasticamente la cantidad de 8-OHdG; b) Western blot. Proteina total de tejido hepatico se analizé de animales tratados mas la administracion de
N-acetilcisteina (NAC) (80mmol/L) tras 7 dias de tratamiento. ¢) Inmunohistofluoresencia en cortes embebidos en parafina para la deteccion in sifu de pH2AX
cortes hepaticos (5um) fueron tratados conforme al protocolo para inmunofluoresencia en donde es evidente la activacion mas elevada en los cortes de higados
DCW y DHC con activacion discreta en los cortes HC. Las imagenes son representativas de al menos 3 muestras diferentes de 3 experimentos independientes.
Las barras representan el promedio + EE de al menos 6 experimentos independientes lllevados a cabo por duplicado *p< 0.05 con respecto al CW, # p=< 0.05 con

respecto al HC y &p= 0.05 con respecto al DHC..
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. EL COLATO DE SODIO NO TIENE EFECTO EN LA FASE DE
RESPUESTA HEPATICA AGUDA INDUCIDA POR LA DIETA HC

Se aliment6 a los animales experimentales con una dieta HC sin colato de sodio
(HC sin CS) 6 con una dieta balanceada, enriquecida con 0.5% de colato de
sodio (CS) durante durante un periodo de 7 dias at libidum, y se dividieron en

diferentes grupos experimentales con o sin carcindgeno (Tabla 1).

1. El colato de sodio no induce dafio en el tejido hepatico

La inspeccion hepatica macroscopica mostré que, los higados HC sin CSy los
higados que ademas recibieron el carcinogeno DEN (DHC sin CS), no
presentaron dafio visible en la superficie del 6rgano; por otro lado, los higados
de los animales que fueron alimentados con la dieta CS y aquellos que ademas
recibieron la dosis de DEN (DCS), también presentaron un fenotipo hepatico

normal (Fig 19).
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Figura 19. El colato de sodio no induce cambios en el fenotipo hepatico, Inspeccién macroscépica del tejido
hepatico. Los higados de animales alimentados con una dieta hipercolesterolémica sin colato de sodio (HC sin
C8) o una dieta balanceada suplementada con colato de sodio (CS), tratados o no con una dosis de N-
acetilnitrosamina (DEN, 10pg/kg). Los higados HC sin CS no exhiben fenotipo estetatético; los higados CS no
presentan alteraciones aparentes; los higados DHC sin CS y DCS muestran un ligero incremento en talla. Las
imagenes son representativas de al menos 4 animales de experimentacion.
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2. Elcolato de sodio no induce la generacion de ROS

La determinacion de ROS in situ en los cortes obtenidos de todos los animales
experimentales tratados con las HC sin CS y CS. Las imagenes analizadas
muestran que los higados DHC sin CS incrementaron la generacion H202 (verde)
y O2.- (rojo), mientras que los higados CS mostraron presencia basal de H202
(verde) y Oz.- (rojo) con un ligero incremento cuando se agrego el carcinégeno

DCS (Fig 20).

400x

Figura 20. El colato de sodio no induce la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Cortes frescos de tejido
hepatico (5um) se trataron con 2'-7'- diclorodihidroflucresceina para la deteccién intracelular de H202 (verde) y dihidroetidio para
0O2-. (rojo) a 7 dias de tratamiento. La dieta HC sin CS o la dieta (CS) no inducen la generacién de ROS, unicamente en presencia
de DEN. Las imagenes son representativas de al menos 3 cortes de animales diferentes.

3. El colato de sodio no modifica la expresién de enzimas antioxidantes

El inmunoanalisis contra las proteinas y enzimas que participan en la respuesta
celular antioxidante mostré que disminuyé el contenido de la GPX 1/2, HSP70,
GSTmy la HO-1 en los higados HC sin CS con respecto a los higados DHC sin
CS. Asi mismo, no se observd cambio significativo en la expresién de estas
enzimas en los higados CS. Sin embargo, en los higados DCS, se observé

incremento en la concentracion de la HSP70, SOD1, HO-1, (Fig 21).
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Figura 21. El colato de sodio no modifica la expresion de enzimas antioxidantes. Proteina total de tejido hepatico se
analizé por Western Blot tras 7 dias de ingesta de las dietas HC sin CS o (CS). Las muestras obtenidas de higados DHC
sin CS muestran incremento en el contenido de enzimas antioxidantes al igual que las muestras CS tratadas con DEN. Las
imagenes son representativas de al menos 3 muestras diferentes de 3 experimentos independientes.

4. El colato de sodio no induce dafo oxidante del ADN

El dafio oxidante generado por la ingesta de la dieta HC, afecta el ADN, por lo
que se evalud el efecto de las dietas HC sin CS y la dieta CS sobre esta
biomolécula. El inmunoanalisis para la deteccion de la H2AX activa mostro que,
sélo los higados tratados con DEN (DHC sin CS y DCS) la actividad de esta

histona increment6 (Fig 22).
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Figura 22. El colato de sodio no induce daio al DNA. Proteina total de tejido hepéatico se analizé por Western Blot tras
7 dias de ingesta de la dieta hipercolesterolémica sin colato de sodio (HC) o la dieta balanceada suplementada con colato
de sodio (CS). Las muestras obtenidas de higados CS no muestrtan cambios en la expresion de las proteinas pATM y
pH2AX.. Las imagenes son representativas de al menos 3 muestras diferentes de 3 experimentos independientes.

ENRIQUEZ-CORTINA C g



IV. EFECTO HEPATICO HORMETICO EN RESPUSTA AL DANO
INDUCIDO POR LA DIETA HC

1. Tras 14 dias de tratamiento, el higado presenta Disminucion del dafio
inducido por la dieta HC

A los 14 dias de iniciado el tratamiento, se analizaron histolégicamente los
higados de los animales de los grupos experimentales, mediante la tincion con
H&E. Los cortes DCW mostraron hepatocitos apoptoticos, acumulacion lipidica -
determinada por la tincién palida de los citoplasmas- y esteatosis mixta (marcada
con flechas negras). Sin embargo, los higados HC mostraron recuperacion en la
arquitectura hepatica con respecto a lo observado a 7 dias, durante la fase de
respuesta aguda inducida por la ingesta de la dieta HC. Del mismo modo, los
higados DHC exhibieron menos dafio tisular, con poca presencia de hepatocitos
picnéticos, con nucleos histolégicamente apoptoticos, incremento de la tasa
mitogénica, esteatosis multivesicular y activacion de células de Kupffer, que se
pueden distinguir por sus nucleos mas prominentes y densos, asi como un
incremento importante del infiltrado celular que denota inflamacion localizada

(Fig. 23).
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Figura 23. El tejido hepatico se recupera de la fase aguda inducida por la dieta HC tras a los14 dias de tratamiento.
Cortes de tejido hepatico (5pm) incluido en parafina y posteriormente tefiido con hematoxilina y eosina (200x) a 14 dias de
tratamiento. Los cortes DCW presentan nucleos picnéticos de hepatocitos en apoptosis ( ), esteatosis mixta (*), mientras
que los cortes HC, recuperaron su arquitectura fisioldgica normal, finalmente los cortes de los higados DHC también
exhibieron células apoptéticas asi como esteatosis. Imagenes representativas de al menos 6 animales por grupo
experimental.

2. Lageneraciéon de ROS observada durante la fase de respuesta aguda disminuye,
en la fase de adaptacion

La deteccion de H202y el O2.- in situ, reveld que en cortes DCW tras 14 dias
de inciado el tratamiento, las ROS disminuyeron a niveles basales en los

higados DCW al igual que en los higados HC y DHC. (Fig 24).
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Figura 24, Disminucién de las especies reactivas de oxigeno (ROS) a 14 dias de ingesta de la dieta HC.. Cortes frescos de
tejido hepatico (5um) se trataron con 2'-7'- diclorodihidrofluoresceina para la deteccién intracelular de H202 (verde) y dihidroetidio
para la deteccion intracelular de O2-. (rojo) a 14 dias de tratamiento. Las ROS disminuyen en todos los grupos experimentales
(DCW, HC y DHC) con respecto a lo observado a 7 dias de tratamiento,. Las imagenes son representativas de al menos 3 cortes de
animales diferentes.
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Finalmente se determiné el dafio hepatico mediante la actividad de la AST, que

también disminuy6 drasticamente (~1.5 veces)

V. FASE DE INICIACION TUMORAL

1. Laingestaprolongada de la dieta HC induce la tumorogénesis

e Cambios histolégicos (1 mes)

El analisis histologico de los higados de los animales experimentales tras 1y 3
meses de ingesta de la dieta mostr6 que los higados DCW a 1 mes de
tratamiento, presentaron un incremento en el nUmero de células apoptéticas,
hepatocitos con acumulacion lipidica, diferenciados por la presencia de un
citoplasma claro, sin tincion; los higados HC presentaron esteatosis
multivesicular, incremento en el nimero de nudcleos picnoticos y un elevado
indice mitético, determinado por el incremento en el nidmero de células
binucleadas observadas por campo analizado, con respecto a los higados CW.
Ademas los higados DHC mostraron incremento en la estatosis multivesicular y

presencia de infiltrado inflamatorio (Fig 25a).

e Cambios histoldgicos (3 meses)

Los higados DCW mostraron esteatosis mixta, infiltracion celular con granulomas
atipicos, (células polimorfonucleadas). Por otro lado, los higados HC mostraron
la histologia tipica del carcinoma difuso, en el que se puede observar la pérdida
de la relacion ndcleo/citoplasma en los hepatocitos, con ndcleos activos, alta
actividad mitética y metabdlica que se denota por su tincién acidéfila. Ademas
se observd incremento en el infiltrado celular y la presencia de células

transformadas neoplasicas, por primera vez en todos los tiempos analizados, lo
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gue indica displasia en el tejido. Se observé esteatosis microvesicular. El
hallazgo mas importante de este analisis fue la pérdida de la estructura
histoldgica hepatica normal, que es una caracteristica inequivoca del cancer.
Finalmente los cortes DHC mostraron dafio potenciado, en comparacion con los
higados HC; esteatosis mixta, correspondiente a ambas agresiones, nicleos con
cromatina distendida y nucléolos activos (+5) que hicieron evidente la
clasificacion de células aneuploides. Los hallazgos histolégicos a este tiempo

definen a un tumor maligno que proviene de las células epiteliales (Fig. 25b).

a)

Figura 25. La ingesta prolongada de la dieta HC induce transfrmacién celular. Cortes de tejido hepético (5um) embedido en
parafina y con tincién H&E (200x); a) Cortes de los higados con 1 mes de tratamiento. Los cortes DCW muestran hepatocitos
apoptoticos (#) esteatosis macrovesicular; los cortes HC muestran zonas esteatosis multivesicular (*) y hepatocitos binucleados.
Finalmente los higados DHC muestran infiltrado inflamatorio; b) Los cortes DCW presentan infiltrado inmune (*), mientras que los
cortes HC exhibe células transformadas neoplasicas (|); los cortes DHC presentaron la histologia propia de un carcinoma difuso.
Iméagenes representativas de al menos 6 animales por grupo experimental
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VI. FASE DE PROGRESION TUMORAL

1. Ladieta HC acelera la progresion tumorigénica inducida por la
DEN.

Tras 5 meses de tratamiento se llevé a cabo el analisis macroscopico de los
organos en donde se observo que los higados DCW presentaron hipertrofia y
varias zonas tumorales de forma redonda regular, que sobresalian del resto del
tejido por ser de un color rosa palido. Los higados HC, presentaron el fenotipo
esteatotico observado desde los primeros dias de la ingesta de la dieta, con la
adicion de zonas de textura grumosa en la superficie, que contrasta con el
aspecto de los higados de condiciones fisiologicas normales (CW). Finalmente,
los higados DHC presentaron hipertrofia, sin embargo, el nimero de tumores
encontrados incrementd significativamente con respecto a los observados en los

higados DCW (Fig 26a).

El andlisis histologico de estos oOrganos reveld que los higados DCW
presentaron estatosis macrovesicular principalmente, incremento en el numero
de nucleos picnoticos y anomalias celulares como, cambios en la proporcion de
nucleo/citoplasma, nucleos acidoéfilos y cromatinas distendidas. Los higados HC
mostraron un incmremento de células atipicas, que se caracterizan por ser mas
grandes y con nlcleos prominentes e irregulares, que representan
caracteristicas determinantes de las células transformadas. Todos los campos
analizados de los cortes DHC, mostraron pérdida evidente de la histologia
hepatica normal, que hizo posible la claisificacion de zonas en el tejido. El tejido
circundante (ST) presenta células histologicamente normales con estatosis y la

zona tumorigénica (T) estd compuesta de células gigantes respecto al tamafio
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de las células del tejido circundante; mas de cinco nucleolos activos y estructuras
mitoticas atipicas. Estas células transfromadas predominan respecto a las
células de fisiologia tipica. Estas caracterisitcas hicieron posible la identificacion
de un carcinoma poco diferenciado, que histolégicamente sugiere, un proceso

metastasico acelerado (Fig 26b).
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Figura 26. La ingesta prolongada de la dieta HC induce formacion de tumores. a) Higados obtenidos de animales
alimentados con una dieta balanceada (CW) o hipgrcolesterolémica (HC) a 5 meses de tratamiento. Los higados DCW
presentan lesiones de color palido y formaTredanda (|). Los higados HC muestran fenotipo esteatético tipico, mientras que los
higados DHC presetan tumores grandes (!) . b) Analisis histologico correspondiente a los higados a 5 meses de tratamiento.
Los cortes DCW presenta estatosis macrovesicular (*) , nicleos picnéticos (*), los cortes HC se pueden observar células
atipicas (+), finalmente los cortes DHC presentan esteatosis multivesicular, con pérdida evidente de la hisrtologia hepatica
normal, establecimiento de bordes que circundan la zona tumorigénica (- - -). Imagenes representativas de al menos 10
animales por grupo experimental
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VIl. CARACTERIZACION DEL TUMOR INDUCIDO POR EL
CARCINOGENO EN PRESENCIA DE LA DIETA HC

1. Ladieta HC promueve mas tumores de mayor tamafo en el higado

El andlisis macrscopico mostré que tumores observados en los higados DCW
presentaron diversos tumores , que se observaron de forma circular, con un tono
mas palido que la del resto del higado, ademas, hipertrofia hepatica y vesicular.
Sin embargo, los higados HC mostraron un fenotipo esteatético y la presencia
de mayor numero de lesiones presentes en todos los I6bulos del érgano.
Sorprendentemente, los higados DHC mostraron varios tumores de gran tamafio
y altamente vascularizados; ademas de lesiones mas pequefias distribuidas en

todos los I6bulos del 6érgano (FIG 27).
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Figura 27. El colesterol promueve la formaciéon de tumores en el higado. Inspeccion macroscépica del tejido
hepatico tras 8 meses de tratamiento. Los higados DCW muestran lesiones en la superficie del tejido (f); los higados HC
presentan mayor nuimero de lesiones y fenotipo esteatético; los animales DHC desarrollaron tumores grandes y
vascularizados (----); los higados HC sin CS no desarrollaron tumoraciones o lesiones aparentes, finalmente los higados
DHC si desarrollaron tumoraciones semejantes a las observadas en los higados DHC. Los higados DCS no
desarrollaron lesiones o tumoraciones visibles. El grupo CS no fue viable. Las imégenes son representativas de al menos
4 animales de experimentacion.
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La neoplasias observadas en los dérganos analizados tras 8 meses con los

tratmientos, incrementaron el peso del higado en los animales HC y DHC (Fig

28).
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Figura 28. La acumulacion de colesterol incrementa el peso del higado. a) Determinacion del peso del higado con
respecto al peso total del animal a 8 meses de tratamiento con la dieta HC. Se muestra un incremento en el volumen
hepatico de los animales HC y DHC,. Las barras representan el promedio + EE de al menos 10 animales *ps 0.05 con
respecto al CW y HC respectivamente.

2. LadietaHC induce un fenotipo tumoral menos diferenciado

El analisis histoldgico que se realizd tras 8 meses de iniciados los tratamientos revelé que en los
higados CW, el parénquima hepdatico conservaba su arquitectura normal, sin esteatosis, mientras
que en los higados DCW se detectd neoplasia maligna, con patron de crecimiento trabecular de
limites irregulares, compuesto por hepatocitos de nucleos gigantes con cromatina en grumos y
mitosis frecuentes. El parénquima residual presenta leve incremento en del tamafo nuclear, sin otras
anormalidades. Los higados HC presentaron Esteatosis multivesicular, nicleo picndticos y alta
actividad mitética; inflamacion peri lobular y peri portal. Importantemente todas las células
observadas por campos fueron neoplasicas. Se encontré pérdida de la relacion nucleo/citoplasma,
citoplasmas granulares, indicativos de presencia masiva y aumentada de mitocondrias, nucléolos
acidofilos (>5) y pérdida por completo de la estructura normal del higado. Consecuentemente, los
higados DHC presentaron esteatosis multivesicular, alta tasa mitética, alta tasa apoptética, con

identificacidn histoldgica de carcinoma diferenciado, nucléolos acidofilos (>5), activacion de células
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de Kupffer, pérdida de la estructura normal del higado; inflamacién perilobular yperiportal. El dafio

tisular no pudo ser clasificado por zonacidn ya que todo el tejido se encontraba transformado.

Figura 28. La acumulacion de colesterol incrementa el peso del higado. a) Determinacion del peso del higado con
respecto al peso total del animal a 8 meses de tratamiento con la dieta HC. Se muestra un incremento en el volumen
hepatico de los animales HC y DHC,. Las barras representan el promedio + EE de al menos 10 animales *p< 0.05 con
respecto al CW y HC respectivamente.

3. Ladieta HC incrementa la actividad de mTOR

Para determinar el efecto de la dieta HC de la via de sefializacion de AKT, se realizd una
inmunohistoquimica en cortes de higado para la deteccion de mTOR activo. Los cortes de los higados
DCW y HC mostraron tincidn positiva para mTOR incrementada en comparacién con los cortes
obtenidos de los higados CW. Sin embargo, los higados DHC mostraron mayor actividad de esta

enzima, (Fig 30).
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Figura 30. La dieta HC incrementa la activacién de mTOR. Inmunohistoquimica en cortes embebidos en parafina.
Cortes de tejido hepatico (5pm) embebido en parafina se trataron con anti p-mTOR a 8 meses de tratamiento. Los cortes
de higados DCW, muestran activacién de esta proteina, incrementando su expresién en los cortes de higados HC y siendo
aln mas evidente en los cortes de los higados DHC. Las imagenes son representativas de al menos 3 cortes de animales
diferentes.

4. La dieta HC induce activacion diferencial de STAT3 y ERK 1/2

El inmunoandlisis realizado para determinar la participacion de las princiadles vias de sobrevivencia
celular, ERK 'y STAT3 mostraron que os tumores de los animales DCW, muestran la via ERK1/2 activa,
mientras que las isoformas activas de STAT3, p-STAT3 (Ser 727 y Tyr 705) se encuentran abrogadas.
En contraste, los tumores DHC muestran activacion de p-STAT3 (Ser 727 y Tyr 705) y abrogacion de
p-ERK 1/2. Asi mismo, se puede observar que la expresion de BAX es inversa en los tumores DCW

(incremento) coparados con los tumores DHC (abrogacion) (Fig 31).
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Figura 31. La dieta HC induce proliferacion celular mediada por la via de STAT3. Proteina total de tejido hepatico se
analizé por Western Blot tras 8 meses de la dieta HC. Las muestras DHC del tejido circundante (ST) y del tumor (T) no
muestran activacion de ERK 1/2, pero si de STAT3. Las imagenes son representativas de al menos 3 muestras diferentes
de 3 experimentos independientes.

VIIl.  Mcl-1incrementa su expresion unicamente en los tumores DHC

El inmunoanalisis contra Mcl-1 en los tumores DCW y DHC y sus respectivos
tejidos circundantes mostré que, sorprendentemente, los tumores y tejidos
circundantes DCW no expresan a Mcl-1 mientras que los tumores DHC asi como
sus tejidos circundantes presentan conrtenido significativo de esta proteina

antiapoptotica (Fig 32).
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Figura 32. Mcl-1 se expresa diferencailmente en los tumores DCW y DHC. Proteina total de tejido hepatico se analizo
por Western Blot tras 8 meses de ingesta de la dieta hipercolesterolémica. El tumor (T) de los animales DHC tiene una
expresion significativamente mas elevada que su respectivo tejido circundante (ST), mientras que los animales DCW no
expresan esta proteina en el tumor o tejido circundante.. Las imagenes son representativas de al menos 3 muestras
diferentes de 3 experimentos independientes.
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Ix. Ladietaincrementa la actividad mitogenica tumoral

Se realizé una inmunofluorescencia en cortes de tumores DCW y DHC con sus
respectivos tejidos circundantes para detectar a Ki67 tras 8 meses de tratamiento
(Fig 33). En los cortes DCW, la region tumoral (T) hay tincion positiva para Ki67,
sin embargo, es mayor en la region T de los cortes DHC. Es importante sefialar
gue en los cortes HC, también se encontraron zonas con deteccion elevada de

esta enzima mitogeénica.
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Figura 33. La dieta HC induce la proliferacion celular. Cortes hepaticos (5um) embebidos en parafina fueron tratados
con anti Ki67, los cortes DCW y DHC muestran incremento en la expresion de esta proteina en las zona del tumor (T) con
poca presencia en el tejido circundante (ST). Los cortes HC también muestran mayor expresion de Ki67 con respecto a los
cortes CW:. Las imagenes son representativas de al menos 3 muestras diferentes de 3 experimentos independientes.

X. Los tumores DHC y DCW expresan diferencialmente a FASN

Alrealizar un inmunoandlisis para la deteccion de FASN se pudo observar
gue esta enzima lipogénica, se encuentra activa en los tejidos circundantes

de los tumores DCW y opuestamente, en los tumores DHC (Fig 34).
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Figura 34. FASN se expresa diferencialmente en los tumores DCW y DHC. Proteina total de tejido hepatico se analizo
por Western Blot tras 8 meses de ingesta de la dieta hipercolesterolémica. El tumor (T) de los animales DHC tiene una
expresion significativamente mas elevada de FASN que su respectivo tejido circundante (ST), mientras que los animales
DCW esta expresion es inversa. Las imagenes son representativas de al menos 3 muestras diferentes de 3 experimentos

independientes.

Xlll.  PARTICIPACION DEL COLATO DE SODIO EN LA FASE DE
PROGRESION TUMORAL

El analisis macroscdpico de los higados HC sin CS revelé algunas lesiones en el érgano, mientras que
en los higados DHC sin CS se observaron tumores grandes y vascularizados tras 8 meses de
tratamientos. Por el contrario, los higados DCS no mostraron evidencia de tumores, pero se hizo el
hallazgo de litos vesiculares (Fig. 35a). El cociente del peso del higado respecto al peso total del

animal demostré decremento en los animales HC sin CS y DHC sin CS (Fig. 35b)
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Figura 35. La ingesta cronica de colato de sodio no participa en la formacion tumoral. a) Inspeccién macroscopica de
los higados de animales alimentados con la dieta HC sin CS y CS, sodlo los érganos DHC desarrollaron tumores b)
Determinacion del peso del higado con respecto al peso total del animal a 8 meses de tratamiento con la dieta HC sin CS y
CS. Se muestra un incremento en el volumen hepatico de los animales HC y DHC, mientras que la ingesta de la dieta de
colesterol sin colato de sodio (HC sin CS) tiene un comportamiento inverso.. Las barras representan el promedio * EE de al
menos 4 animales *p= 0.05 con respecto al CW y HC respectivamente; # p< 0.05 con respecto al CS y HC sin CS.
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El andlisis histoldgico (H&E) de los higados HC sin CS mostré incremento de células apoptoticas y
células transformadas por campo analizado, mientras que los higados DHC sin CS revelaron la

presencias de un carcinoma diferenciado (Fig. 36)
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Figura 36. El colato de sodio no induce la formacion de tumores. Cortes de tejido hepatico (5um) incluido en parafina
y posteriormente tefiido con hematoxilina y eosina (200x) a 8 meses de tratamiento. Los cortes HC sin CS muestran
tumores (T) grandes rodeados por el tejido circundante (ST), mientras que los cortes CS muestran algunas células
apoptoticas, sin tumores. Imagenes representativas de al menos 3 animales por grupo experimental.

XIV. DISCUSION

La regulacion de la sintesis y oxidacién del colesterol es un mecanismo
altamente regulado, por lo que cualquier desbalance en este proceso puede
alterar la fisiologia celular[27] El higado es el Unico érgano capaz de distribuir,
transportar y excretar colesterol en caso de sobrecarga. Si el consumo de
colesterol dietario excede los limites normales de ingesta, las células hepaticas,
pueden modificar sus funciones al activar o inhibir vias de sefalizacion

fundamentales para el funcionamiento celular, conduciendo al desarrollo de
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diversas enfermedades, entre ellas el cancer hepatico [28]. La sobrecarga
hepatica de colesterol, se asocia directamente con la incidencia de higado graso
no alcohodlico (NAFLD), condicion que puede evolucionar rapidamente a
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), que involucra inflamacién crénica, uno
de los factores definitivos en el desarrollo del cancer hepatico, particularmente
del hepatocarcinoma (HCC)[29] . Una caracteristica del NAFLD es precisamente
la activacion y sobreexpresion de la 3-hydroxil-3-metil-glutaril-CoA reductasa
(HMGCo0AR), la enzima limitante en la biosintesis del colesterol, que se
encuentra altamente relacionada con la fase y la severidad de la enfermedad
[30, 31].El uso de una dieta hipercolesterolémica ha permitido dilucidar que es el
tipo de lipido y no la cantidad acumulada en el tejido, lo que afecta el desarrollo
de la esteatosis hepética hacia la esteatohepatitis[32]. Por lo tanto, es
determinante entender el papel que desempefia el colesterol tras la
sensibilizacion hepatica y determinar si es que afecta procesos de reparacion
mediados por factores de crecimiento como el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) [32, 33, 34]. Ademas, se ha reportado también una asociacion
clara entre el contenido de colesterol en el higado con la progresion de
esteatohepatitis hacia HCC en especimenes humanos[33] Sin embargo, la
actividad carcinogénica del colesterol en la carcinogénesis hepética, no ha sido
caracterizada hasta la fecha. Mari y colaboradores, demostraron también que
dieta HC induce la sobre generacion de ROS mitocondrial mediada por la
disminucion de glutation (GSH) mitocondrial[32]. Esta disminucion de GSH
sensibiliza a la célula ante el dafio por estrés oxidante. Asimismo, nuestro grupo
de investigacion demostré que la sobrecarga de colesterol en el higado genera

ROS y por lo tanto, estrés oxidante[33]. Como era de esperarse, la
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administracion de la DEN y la dieta HC tienen un efecto aditivo en la generacion
de ROS y en el dafio celular. La ingesta de la dieta HC recrea la condicién
fenotipica de la esteatohepatitis, dada la acumulacion de colesterol, la
sobreproduccién de ROS y la presencia persistente de infiltrado de células
inmunes. Sorprendentemente, la dieta HC en combinacion con el carcinégeno
fue capaz de incrementar la expresion de los genes de respuesta antioxidante,
tales como, la SOD1, GSTm, y-GCS, GPx4 y de proteinas de destoxificacion
hepatica como la HO-1, lo que sugiere un mecanismo protector inducido por la
dieta HC. Ademas, la expresion de proteinas de sobrevivencia en los higados
DHC fue mas alta que en los higados HCy DCW, lo que revela que la dieta HC
permite la evasion de la apoptosis en los higados previamente sensibilizados con
la DEN, como un mecanismo de respuesta aguda. Si bien este resultado, puede
parecer controversial, ya que la hipercolesterolemia parece inducir un efecto
benéfico y protector, las células que sobreviven estas agresiones o bien, la etapa
de respuesta aguda ante las agresiones, son células que presentan dafio
genético intrinseco, ya que la dieta HC induce dafio al ADN y al dividirse,
perpetuaran en su progenie, estas anormalidades génicas, promoviendo la
desestabilizacion del genoma y promoviendo la oncogénesis, como se observo

en los higados DHC y HC.

La homeostasis lipidica es indispensable para el correcto desarrollo y division
celular, por lo que, el incremento de la sintesis de lipidos esta asociado a
diversas enfermedades, como la diabetes, la obesidad y el sindrome metabdlico.

La manifestacion hepatica del sindrome metabdlico es el higado graso no
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alcohdlico (NAFLD) que se considera un factor etioldgico de patologias cronicas

y cancer, especificamente, el hepatocarcinoma (HCC).

En México, la incidencia del HCC se ha incrementado paralelamente con el
exceso en el consumo de colesterol en la ingesta dietaria, por lo que se
considera una enfermedad relacionada con la sobrealimentacion [35]. Todo tipo
de céancer, incluyendo el HCC, tiene como caracteristica distintiva, la
proliferacion ilimitada y descontrolada de las células. La sintesis lipidica en una
célula transformada, especialmente de colesterol incrementa, ante la necesidad
de sintetizar nuevas membranas celulares y asi asegurar la proliferacion[36].
Esto ha sido demostrado por Calvisi et al, mediante el andlisis de tumores
hepaticos de pacientes con HCC y sus respectivos tejidos circundantes, en
donde se comprobd que los pacientes con una sobrevida menor, presentaban
tumores con sobreexpresién de proteinas lipogéncias, como FASN y SREB2,
gue participan en la sintesis de acidos grasos y colesterol, respectivamente.
Ademas, se ha demostrado que los tumores de HCC que se consideran mas
agresivos presentan aberraciones lipogénicas, por lo que es posible asociarlo
con un diagnostico reservado [37]. La expresion de proteinas clave involucradas
en el proceso lipogénico se incrementa a medida que la patologia progresa. La
proteina acido graso sintasa (FASN), la acetil coenzima A carboxilasa, asi como
la activacion continua de SREBP 1, su factor de transcripcion canonico se
asocian con un diagnéstico reservado. Respecto a la via de sintesis de
colesterol, aquellas proteinas relacionadas con la via del mevalonato se
encuentran incrementadas, sugiriendo que el colesterol puede ser un elemento
clave en la progresién del HCC. Nuestro equipo de investigacion recientemente,

describié como es que la sobrecarga de colesterol en los hepatocitos induce
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dafio mitocondrial y estrés oxidante. Estos cambios, promueven la regulacion
positiva de genes de respuesta antioxidante y de biosintesis de glutation, lo que
les confiere resistencia a la apoptosis [34]. En el presente estudio se
determinaron los efectos de la sobrecarga de colesterol en el higado a diferentes
tiempos en un modelo de hepatocarcinogénesis quimica. Es bien sabido que la
DEN dafia al ADN mediante el incremento de ROS, sin embargo, nuestros
resultados muestran que la sobrecarga de colesterol induce también,
generacion excesiva de H202 y O2.-, por lo tanto, dafio oxidante a lipidos
intracelulares y al ADN, incluso en ausencia de la DEN, lo que sefiala al
colesterol como un posible factor de riesgo para el desarrollo del
hepatocarcinoma, ya que para el desarrollo de esta patologia, es es necesaria la
desestabilizacién génica, mediada por el dafio oxidante al ADN, sin embargo, los
hepatocitos con sobrecarga de colesterol parecen evadir la muerte celular hasta
ser retados con una segunda agresion que afecte la mitocondria y los niveles de
glutation mitocondrial [38]. Nuestros resultados muestran que los higados de
animales DHC, expresaban las enzimas relacionadas con la sintesis de glutation,
quiza como una respuesta hormética ante los bajos niveles de este tripéptido en
los hepatocitos con sobrecarga lipidica, lo que puede indicar que la respuesta
del hepatocito ante el colesteroly la DEN dispara diferentes vias de sefalizacién
para reestablecer el estado redox celular [39]. La enzima mitocondrial GPx4 se
encarga de catalizar la reduccion de hidroperoxidos organicos, peréxidos de
hidrogeno e hidroperoxidos lipidicos, por lo que protege a la célula del dafio
oxidante y es de vital importancia para mantener el estado redox mitocondrial.
Nuestros datos muestran que la GPX4 presenta expresion incrementada en el

higado DHC que corresponde a los datos de Guerriero y colaboradores que
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muestran que la sobre-expresion de la GPx4 esta relacionada con malignidad,
especialmente en tumores de HCC humano de grado Il [40]. Se conoce también
que el estrés oxidante es el mecanismo por el que el colesterol induce dafio
hepatico, sin embargo, el andlisis de marcadores de muerte celular demostré
que las células sobrecargadas de colesterol resisten a este mecanismo,
mediante el incremento de Bcl-2, la disminucion de Bax y la actividad de caspasa
[41]. Finalmente, mitocondrias aisladas de muestras de tumores de HCC
presentan membranas enriquecidas de colesterol y resistencia a la
permealizacion de la membrana mitocondrial lo que inhibe la liberacion de
mediadores como el citocromo c y las proteinas pro-apoptéticas Smac/Diablo, lo
que les confiere resistencia a la muerte inducida por Bax . En conjunto, estas
caracteristicas le confieren a los tumores un fenotipo agresivo, que contribuye
con la resistencia al tratamiento quimioterapéutico. A pesar de que la sobrecarga
de colesterol se ha asociado con la resistencia a la apoptosis, nuestros datos
revelaron que esta respuesta, puede ser mediada por la regulacion de la
expresion de Bcl2 cuando el hepatocito también ha sido expuesto a la DEN, ya
que disminuye el contenido de Bax, lo que dirige un mecanismo antiapoptotico,
confirmado por el decremento de la actividad de la caspasa 3. La dieta
hipercolesterolémica, la sobrecarga de colesterol mitocondrial interrumpe con el
metabolismo y la dinAmica de la membrana mitocondrial, lo que explica el efecto
antiapoptotico. Por otra parte, es bien sabido que las ROS son las principales
inductoras de dafio al ADN y por lo tanto, la causante de diversas mutaciones.
Las ROS generadas en la mitocondria, han sido relacionadas con la iniciacion,
progresion y agresividad de diversos tipos de cancer. La cuantificacion del

aducto 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG) en diversos especimenes

ENRIQUEZ-CORTINA C



biolégicos como suero, orina y fluidos cerebroespinales, es un marcador
determinante para medir el dafio al ADN. Adicionalmente, la formacion de 8-OH-
dG se ha ligado a la inestabilidad epigenética en los tumores de HCC, por lo que
se considera como un factor de riesgo en el desarrollo del HCC en pacientes que
ademas presentan la infeccion con el virus de la hepatitis C, por lo que se les
monitorea rutinariamente. Es por ello que nuestros hallazgos indican que el dafio
inducido por la DEN se incrementan bajo un ambiente de sobrecarga lipidica. Sin
embargo, existen sistemas de reparacion del dafio al ADN, lo que evita la
apoptosis celular. La protein cinasa ataxia telangectasia (ATM) dirige las
respuesta inmediata ante la ruptura de doble cadena del ADN activando a la
histona H2aX y a p53 para marcar fisicamente las secuencias dafiadas y permitir
el reclutamiento del resto de las enzimas de reparacion [42, 43]. La activacion de
la histona H2AX, otra molécula confinable para medir el dafio al ADN, confirmo
el incremento del dafio gendémico promovido por la alta concentracion de
colesterol en el higado que ha tenido un tratamiento previo con la DEN. Este
dafio induce también un mecanismo de reparacién del dafio al ADN (DDR), que
se encarga de detectar y reparar los fragmentos de ADN dafado, induciendo
arresto del ciclo celular para garantizar que solamente las células con un ADN
integro pueden progresar hacia el ciclo celular. Algunos reportes indican que la
activacion de las proteinas de la via de DDR se incrementan durante las etapas
tempranas de la tumorigenesis, en un mecanismo dependiente de p53, que actia
como sensor del dafio al ADN [44]. Nuestro modelo experimental muestra que
en los higados HC la fosforilacion de p53 es practicamente nula, lo que sugiere

que la progresion al ciclo celular de células transformadas que colaboran con la
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tumorigenesis. Nuestros resultados también indican que, a pesar de que ATM se

activa en tejidos hepéticos HC, en los tejidos DHC disminuye su expresion.

Sorprendentemente, los higados HC y DHC mostraron una dramética
disminuciéon de las proteinas que participan en esta importante via de
sefalizacion, lo que indica reduccion de la vigilancia de la integridad replicacional
del ADN, permitiendo la carcinogénesis. Posteriormente, tras 14 dias de
tratamiento, el dafio observado disminuyé significativamente, sugiriendo una
respuesta hormética ante el dafio inducido por la DEN y/o el colesterol, mediado
principalmente por la regulacion positiva de enzimas de respuesta antioxidante
y destoxificacion, como HSP70, y-GCS, HO-1 en los higados HC siendo mayor
en los higados DHC un efecto sinergético del colesterol y el carcinégeno.
Ademas, los higados con sobrecarga de colesterol inhibieron la apoptosis
mediada por BAX, evento indispensable y distintivo para el desarrollo
carcinogénsis, ya que permite la division de células con el ADN dafiado por la
DEN y potenciado por la sobrecarga de colesterol [45]. EI mecanismo por el cual
la acumulacion de colesterol en el hepatocito promueve dafio al ADN es el estrés
oxidante dado que la administracion paralela de NAC con los tratamientos
experimentales resulté en proteccién hepética, mediado por el incremento de
GSTm, observado en los higados NHC y NDHC. Por lo que, el higado
sobrecargado de colesterol, requiere de la sintesis de de novo glutation, ademas
del “pool” basal de este tripéptido, para neutralizar la sobregeneracién de ROS
inducida por el carcindbgeno y potenciadas por la presencia del colesterol. El
cotratamiento con NAC por 7 dias induce la neutralizacion de ROS vy la

disminucién del dafio al DNA . Previamente, nuestro equipo de investigacion ha
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demostrado que la administracién de NAC previene los efectos carcinogénicos
del estrés oxidante [46], lo que se confirma en este trabajo. El dafio oxidante
reportado en células ATM” muestra un incremento en 8-OHdG, que es revertido

con el tratamiento con NAC para prevenir la inestabilidad genética [39, 47].

Nuestro trabajo ademas muestra que el colesterol incrementa el dafio hepatico
inducido por la DEN, ya que los tumores observados en los animales que
consumieron de manera prolongada la dieta HC, presentan un fenotipo mas
agresivo y metastatico, caracteriza que ya ha sido relacionada con el
metabolismo lipidico [36]. Ademas, reportes recientes demuestran que la
abrogacion de la acetil CoA acetil transferasa inhibe la progresion tumoral y la

metastasis en modelos de carcinogénesis pancreatica [48].

XV. CONCLUSION

La sobrecarga de colesterol en el higado, incrementa el efecto carcinogénico de
la N-dietilnitrosamina, catalizando el proceso de formacién y desarrollo de
tumores con un fenotipo agresivo ya que se encontraron nédulos metastaticos
en el pulmén, solo en los animals que se alimentaron con la dieta
hipercolesterolémica. El metabolismo lipidico se ha vinculado con la migracion
celular. Varios modelos de cancer de pancreas, han demostrado la funcion del
colesterol en la metastasis de este tumor primario. La activacion de las proteinas
de reparacion del AND como la ATM y la HA2X, asi como el contenido de la
enzima mitochondrial GPx4 y la GSTM en las lesiones observadas en las fases
tempranas, podrian servir como marcadores de agresividad en el diagndstico del

HCC demostrando la importancia del andlisis profundo de las terapias con
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antioxidantes en el tratamiento del cancer, ya que si bien existe informacion
controversial respecto a los efectos, al menos durante la etapa de la
carcinogénesis podrian ser esenciales, en particular, antioxidantes que sirvan
como precursores enddgenos de antioxidantes celulares como la NAC . Nuestros
resultados confirman la participacion del colesterol no solo en el HCC sino, en
los eventos precedentes, como la transformacion celular relacionada con el
incremento de la generacion de ROS, la evasién de la apoptosis a tiempos
tempranos y el dafio al ADN que induce la carcinogénesis. Finalmente, la
expresion diferencial de Mcl-1 en los tumores con sobrecarga de colesterol,
sugiere que el incremento de la proliferacion celular y por lo tanto el fenotipo

agresivo, pueden estar controlados por la activacion de esta via de sefalizacién.

XVI.  PERPESCTIVAS

Es necesario utilizar modelos murinos con diferentes concentraciones y tipos de
lipidos que presenten inhibicion hepatica de la expresiéon de Mcl-1, para
determinar si el colesterol promueve la expresion diferencial de esta proteina e
induce el fenotipo agresivo que se observé en los tumores DHC. Asi como
determinar la resistencia a farmacos de las células cancerigenas sobrecargadas

de colesterol.

El andlisis gendmico es indispensable para poder dilucidar las vias propuestas
en este trabajo y establecer posibles blancos moleculares para el prondéstico de

esta patologia.
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ABSTRACT

Primary liver cancers represent the second leading cause of cancer-related
deaths worldwide. Diverse etiological factors include chronic viral hepatitis, aflatoxin
and alcohol exposure as well as aberrant liver lipid overload. Cholesterol has been
identified as a key inducer of metabolic impairment, oxidative stress and promoter of
cellular dysfunction. The aim of this work was to address the oxidative stress-mediated
DNA damage induced by cholesterol overload, and its role in the development of
hepatocellular carcinoma.

C57BL/6 male mice were fed with a high cholesterol diet, followed by a single
dose of N-diethylnitrosamine (DEN, 10 pg/g, ip). Reactive oxygen species generation,
DNA oxidation, antioxidant and DNA repair proteins were analyzed at different time
points. Diet-induced cholesterol overload caused enhanced oxidative DNA damage in
the liver and was associated with a decrease in key DNA repair genes as early as 7
days. Interestingly, we found a cell survival response, induced by cholesterol, judged
by a decrement in Bax to Bcl2 ratio. Importantly, N-acetyl-cysteine supplementation
significantly prevented DNA oxidation damage. Furthermore, at 8 months after DEN
administration, tumor growth was significantly enhanced in mice under cholesterol
diet in comparison to control animals. Together, these results suggest that cholesterol
overload exerts an oxidative stress-mediated effects and promotes the development
of liver cancer.
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INTRODUCTION

Aberrant lipogenesis has a major effect on many
diseases, in addition to well-known metabolic disorders
such as obesity and/or metabolic syndrome, lipid
disorders also have crucial impact on tumor development.
Lipids are essential building blocks, for new cellular
membranes [1], but also are required for post-translational
modifications in cell cycle-related proteins, such as Ras
or heterotrimeric G proteins [2, 3], and are a major source
of energy supply for cells [1]. Hepatocellular carcinoma
(HCC), one of most frequent cancers globally, shows a
remarkable dependence on sustained lipid synthesis [4].
Moreover, HCC aggressiveness is directly associated
to the levels of lipogenic enzymes, related to fatty acid
and cholesterol synthesis. Several reports have shown
that increased activation of fatty acid synthase (FASN),
ATP citrate lyase (ACLY), Acetyl-CoA carboxylase
(ACC), mevalonate kinase (MVK), squalene synthase
(SQS), and the 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
reductase (HMGCR), among others significantly drive
the tumorigenic process and increases the aggressiveness
of the tumors [5-7]. Although recent evidence supports
the notion that exogenous free fatty acids play a major
role in liver cancer development [8], the relevance of
excessive dietary cholesterol in this context is less well
understood. A recent report demonstrated that expression
of HMGCR and MVK is significantly enriched in HCC
human tissue when compared with the surrounding and
normal liver tissue [6]. Furthermore, free cholesterol
is increased in liver tissue from patients with non-
alcoholic steatohepatitis (NASH), and this is associated
to an increment in the expression of the sterol regulatory
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element binding protein (SREBP) 2 and steroidogenic
acute regulatory protein (StAR) [9], both critically linked
to HCC development and progression [10].

We and others have shown that cholesterol overload
in the liver induces profound cellular redox imbalances,
leading to the aggravation of different chronic liver
diseases [11-14], predominantly by affecting mechanisms
related to loss of glutathione (GSH) homeostasis in
hepatocyte growth factor (HGF) and its receptor c-Met
dependent manner [15, 16]. Oxidative stress is a well-
addressed mechanism for DNA damage and carcinogenesis
[17]. Therefore, redox imbalance can also enhance the
carcinogenic effects of canonical DNA damage inducers
such as N-nitrosodiethylamine (DEN) [18].

Given the chemical and biological properties of
cholesterol and its effect for redox, we hypothesized that
cholesterol can participate in the carcinogenic process,
particularly by aggravating DNA damage in early stages of
hepatocarcinogenesis. In the present work, we investigated
the contribution of dietary cholesterol overload in the liver
on chemically-induced DNA damage, and its effects on
the redox status, antioxidant and DNA repair enzymes,
to characterize a possible role of cholesterol as a tumor
promoter in the liver.

RESULTS

Cholesterol overload enhances DEN-induced
oxidative liver damage

Given the well-known role of cholesterol as inducer
of oxidative stress we, first addressed the extent of liver
damage at 2, 7 and 14 days in all experimental groups.
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Figure 1: Cholesterol overload in the liver exacerbates the damage induced by N-nitrosodiethylamine. Mice were
subjected to both high cholesterol (HC) or Chow diet and two days later received, or not, a single dose of N-nitrosodiethylamine (DEN, 10
ng/g body weight), serum and liver tissue were recovered at 2, 7 and 14 days after DEN treatment. (A) Serum aspartate aminotransferase
(AST) activity, and (B) lipid peroxidation determination assayed by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). Each column

represents the mean = SEM in at least five different mice. *, p < 0.05.
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HC fed mice displayed a transient increase in AST serum
levels starting two days under the treatment, peaking at 7
days when compared with animals under the CW diet and
treated with DEN (DCW, Figure 1A). Interestingly, AST
activity decreased after 14 days of treatment, suggesting
liver healing response after the acute damage.

To address the degree of oxidative damage, lipid
peroxidation was determined in whole liver tissue. In
accordance to the increased activity of AST, levels of
TBARS were significantly increased at 7 days in animals
under HC diet, (7-fold vs CW and DCW), returning to
similar levels observed at day 2 at day 14 (Figure 2B).
Data clearly show a maximal damage response at 7 days.

To figure out the ROS involvement in cholesterol-
mediated liver damage, we addressed both, superoxide
radical (O,7), by DHE; and peroxides, such as H,O,,
by DCFDA fluorescence, in fresh liver sections at 7
and 14 days. Representative confocal images of ROS
determination are shown in Figure 2. It is of notice that
the HC diet alone increases both O,” and peroxides
cellular content at 7 days, approximately 8-fold versus
CW, which is related to TBARS content and AST
activity. ROS content was exacerbated in DEN-treated
HC group, indicating a greater loss of redox homeostasis.

ROS content was significantly diminished at 14 days,
confirming that day 7 is the time for maximal oxidative
stress generation (Figure 2B).

The assessment of some of the main protective and
antioxidant proteins revealed an adaptive response in DHC
mice (Figure 2C). Remarkably, the levels of GSH-related
enzymes such as y-GCS, GSTM and GPx4 increased in
the DHC group (densitometric analysis in Supplementary
Figure 2), suggesting that GSH system is required for this
kind of damage as we and others previously reported [11,
14, 18]. Interestingly, the GSH to GSSG ratio determined
at day 7 exhibited a significant decrease in livers from HC
fed animals, but HC and DEN treated mice show similar
values of GSH than control Chow (Figure 2D), this
finding agrees with y-GCS content observed in HC-DEN
group, other antioxidant and protective enzymes such as
SODI, HO-1 and HSP70 were also increased in this group
comparing with Chow and Chow-DEN animals.

Since effects were most striking at 7 days, we
measured total cholesterol levels in liver tissue from
animals of all groups. Figure 3A shows that mice fed
with HC diet certainly exhibited significant cholesterol
increment. Macroscopic inspection of livers shows the
characteristic steatotic pale color in HC fed animals
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Figure 2: Cholesterol overload in the liver disrupt redox homeostasis. (A) Reactive oxygen species content in liver tissue were
determined by dihydroethidium (DHE, 5 pM, in red) and 2’,7’ —dichlorofluorescin diacetate (DCFDA, 5 uM, in green). Representative
images obtained by confocal microscopy. Original magnification X100. (B) Fluorescence quantification of ROS determination. (C) Western
blot of the main antioxidant and protective proteins at day 7. Images are representative of at least three independent experiments. Actin
was used as loading control. (D) Determination of reduced glutathione (GSH) and oxidized GSH (GSSG) in livers at day 7. Each column
represents the mean + SEM in at least four different mice. *, p < 0.05 vs respective Chow samples at the same time. &, p <0.05 vs Chow-
DEN at the same time.
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(Figure 3B). Gallbladder hypertrophy was also observed in
HC-fed animals, and these characteristics were related to
a slight, but significant, increment in liver to body weight
ratio in both groups under HC diet (Figure 3C).

Histology analysis revealed multivesicular steatosis
in both groups under HC diet, with the DEN treated group
exhibiting a mild inflammatory infiltration. Mitogenic
activity was also corroborated by the observation of
chromatin distended nuclei (arrow), nucleoli acidophilic
staining, a key indication of cellular metabolism activation
and constant rRNA synthesis (Figure 3D).

HC promotes an antiapoptotic response and
DNA damage

Although there is an increment in antioxidants
enzymes and GSH in animals under HC diet and DEN
treatment, ROS content is significantly increased as
well, suggesting an inefficient antioxidant response.
This sustained pro-oxidant environment could promote
apoptosis. To assess the apoptosis status in the respective
groups, we assayed Bax to Bcl2 expression ratio in the
livers. As expected, DEN treatment led to a significant
increase in the ratio in animals treated with chow
diet. However, HC fed animals treated with DEN
showed a striking activation of Bcl-2 and concomitant
downregulation of Bax (Figure 4A). Apoptosis was

corroborated by caspase 3 activity in whole liver
homogenate (Figure 4B) observing a decrease in caspase
3 activity in HC fed animals treated with DEN comparing
with Chow-DEN. Thus, these data suggest that the HC
diet induces apoptosis resistance that might facilitate a cell
transformation due to an unresolved cell damage.

Cholesterol overload in the liver enhances the
DNA damage induced by DEN and impairs DNA
repair-related proteins activation

Next, we determined the activation of the histone
2AX (H2AX), a surrogate marker of DNA damage,
in samples from 7 days of treatment. Consistent with
the increased liver damage and ROS activation, Figure
5A shows an increment in the phosphorylation of the
H2AX in HC groups, particularly in those treated with
DEN, damage was corroborated by measuring the
deoxyguanosine (dG) oxidation into 8-oxo-dG, another
key marker of DNA oxidation. Of note, at 7 days HC fed
animals showed a significant increase in 8-oxodG (Figure
5B), particularly in those treated with DEN.

To dissect the underlying molecular mechanism,
we evaluated the levels of key proteins involved in DNA
repair. Figure 5C shows representative immunoblot
images of p-ATM, p-BRCAIl, p-ATR, p-CHKI,
p-CHK2 and p-p53; importantly, all proteins were
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Figure 3: Macroscopic and microscopic inspection of the liver under HC diet and DEN treatment. (A) Cholesterol content
in liver tissue. (B) Macroscopic aspect of the liver from different groups. (C) Liver to body weight ratio. Each column represents the mean +
SEM in at least four different mice. *, p < 0.05 vs Chow control animals. (D) Histology appearance by H&E staining, arrows show cells with
mitogenic activity corroborated by chromatin distended nuclei. Images are representative of at least 4 different mice, original magnification

X200.
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significantly decreased in DHC mice, whereas p-ATM
increased in Chow fed animals (densitometric analysis in
Supplementary Figure 3).

NAC treatment counteracts ROS generation and
the oxidative DNA damage

The disruption of cellular redox status aggravates
the harmful effects mediated by DEN, and our data clearly
show an impairment of the GSH system. To elucidate
whether the redox homeostasis could be re-established we
added NAC (80 mmol/L) in drinking water along HC diet
for 7 days. As expected, NAC significantly decreases ROS
content in all conditions, particularly in those under HC
diet and DEN treatment (Figure 6A and Supplementary
Figure 1), while concomitantly leading to an improvement
in liver function (Figure 6B) and a decrease in DNA
damage judged by dG oxidation (Figure 6C).

A HC diet promotes tumor progression

To address if the exacerbated DNA damage
observed in DHC could be associated to progression
of HCC and an aggressive phenotype, we explored the
different investigated groups at 1, 3, 5 and 8 months
as we previously reported [18]. The kinetics of tumor
development was assessed by incidence and multiplicity.
In agreement with our findings from the acute model,
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chronic cholesterol overload in the liver led to a more
rapid development of tumors than in DCW mice (Figure
7A). Indeed, at 3 months 44 % (4 of 9, p < 0.05) of DHC
mice developed tumors comparing with 0% in DCW mice,
at 5 months all DHC animals developed tumors versus
40% of DCW. The tumor incidence in DHC mice was
higher compared with DCW at 3, 5 and 8 months after
DEN treatment (Figure 7B). At 8 months of treatment,
the liver to body weight ratio (Figure 7C) was higher in
DHC animals comparing with HC and CW animals, and
the data agree with the incidence and multiplicity of the
lesions. Gross liver inspection of DHC livers revealed
multiple tumors (Black arrow), bigger and evidently, more
vascularized than those seen in DCW. Small lesions were
observed in HC livers (white arrow).

Additionally, histological analysis of HC tissue
(Figure 7E), revealed steatohepatitis, picnotic nuclei
and increased mitotic activity, perilobular, periportal
inflammation (black arrow), and signs of cholestasis
(yellow arrow). All the observed cells by the field
were identified as neoplastic due the loss of nucleus/
cytoplasm ratio, granular cytoplasm that indicates massive
mitochondrial presence and more than five nucleoli per
nucleus. Along with these cellular alterations, the liver
normal architecture was completely lost. DHC livers
exhibited multi-vesicular steatosis, increased mitotic
activity, that extensively describes a well-differentiated
carcinoma. Hepatocytes displayed acidophilic nuclei,
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Figure 4: HC promotes an antiapoptotic response and DNA damage. (A) Bax to Bcl2 ratio of protein content determined by
Western blot in samples from all animal groups, representative images of at least three different mice. Actin was used as loading control.
(B) Caspase 3 activity in whole tissue homogenates. Each column represents the mean + SEM in at least four different mice. *, p < 0.05.
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loss of liver normal architecture and perilobular and
periportal inflammation (-), it is clear the difference
between the transformed cells that conform the tumor (T)
when compared with those on the surrounding tissue (ST).
The tumor cellular changes observed in this tissue were
much more dramatic than those found in DCW treated
liver sections. Interestingly, we found metastasis in lungs
only in some animals (5 of 9) under HC diet and DEN
treatment (Supplementary Figure 4).

DISCUSSION

Aberrant lipogenesis is a critical event in many
pathologies, such as obesity, metabolic syndrome, some
viral infections, among others [19]. Increasing evidence
supports that, in cancer, lipogenesis is overacting to
support the tumor growth [20], because lipids are required
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as fuel, building blocks for new cellular membranes,
and some lipid intermediaries are essential for post-
translational modifications in key proteins such as Ras
or heterotrimeric G proteins [2, 3]. Particularly, in human
HCC, Calvisi and coworkers, outstandingly proved that
aberrant lipogenesis is directly associated to an aggressive
phenotype and poor prognosis [6]. The expression of
key proteins associated with lipogenesis was found to
be increased in HCC, being higher as HCC malignancy
progress. Among the proteins correlated with a poorer
outcome are the fatty acid synthase (FASN), acetyl-
coenzyme A carboxylase, and the overactivation of their
main transcription factor, such as SREBP 1. Remarkably,
those related to mevalonate pathway were also increased
such as mevalonate kinase, HMGCR, and the master
transcription factor SREBP 2, suggesting that cholesterol
could be positioned as a key element in HCC progression.
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Figure 5: Cholesterol overload in the liver potentiates the DNA damage induced by DEN impairing DNA repair
enzymes activation. (A) Phosphorylation of histone 2AX (p-H2AX) determined by Western blot. (B) Guanine oxidation judged by
8-oxodeoxiGuanine (8-oxodG) determined by HPLC. (C) Representative images of Western blot analysis of the main proteins related to
DNA repair. Actin was used as loading control. Each column represents the mean = SEM in at least four different mice. *, p < 0.05.
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We were focused to figure out if cholesterol plays
determinant role in DNA damage and HCC initiation.

We and others have been proved that the
consumption of a high cholesterol diet induces a
cholesterol overload in the liver rising a complex response
in hepatocytes characterized by mitochondria dysfunction
and oxidative stress [12-14], but, interestingly, hepatocytes
with cholesterol overload seems to be resistant to cell
death under unstimulated conditions. Nonetheless, they
are sensitized to a second aggression, particularly those
directed to mitochondria by a mechanism related to
mitochondrial-glutathione depletion [14]. In DHC mice,
we found that GSH-related enzymes were remarkably
increased (Figure 2C) perhaps as a compensatory
response, because GSH levels are considerably decreased
in hepatocytes with cholesterol overload as we and
others have demonstrated [11, 13, 14], interestingly
DHC tissue exhibited GSH levels compared as Chow
control animals (Figure 2D), suggesting that both harmful

A NAC
DHE DCFDA
CW
DCW
HC
DHC

stimulus, cholesterol and DEN display different regulatory
pathways directed to control redox homeostasis. GPx4
is a mitochondria-resident antioxidant enzyme directed
to reduce hydrogen peroxides and lipid hydroperoxides,
and the enzyme is fundamental for redox mitochondria
homeostasis [21]. It is relevant that GPx4 is overexpressed
in DHC tissue, recently, Guerriero and coworkers [22]
showed that the overexpression of GPx4 is correlated to
malignancy, exhibiting a higher expression in HCC grade
III comparing with I and II.

Oxidative stress is the leading mechanism of damage
in the liver with high cholesterol content as we have
confirmed in the present work (Figure 1 and 2). However,
exploration of some markers of cell death revealed that
cells seem to be resistant to death as judged by the Bax
to Bcl2 ratio and caspase 3 activity (Figure 4). It has been
reported that mitochondria isolated from HCC exhibit
high levels of cholesterol, resistance to mitochondrial
membrane permeabilization, and release of proapoptotic
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Figure 6: N-acetylcysteine prevents oxidative stress and DNA oxidative damage. A cohort of animals treated for 7 days
received 80 mmol/L N—acetyl-L-cysteine (NAC) in drinking water ad libitum. (A) Reactive oxygen species content in liver tissue were
determined by dihydroethidium (DHE, 5 uM, in red) and 2’,7” —dichlorofluorescin diacetate (DCFDA, 5 puM, in green). Representative
images obtained by confocal microscopy. Original magnification X100. (B) Serum aspartate aminotransferase (AST) activity, (C)
8-oxodeoxiGuanine (8-0xodG) content determined by HPLC. Each column represents the mean = SEM in at least four different mice. *, p

<0.05 vs Chow control animals; &, p < 0.05 vs DEN treated Chow.
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mediators such as cytochrome ¢ and Smac/Diablo, being
resistance to Bax activity [23], these characteristics confers
an aggressive phenotype and contributes to chemotherapy
resistance. Although, cholesterol overload has been
associated to apoptosis resistance, we gain evidence
that, part, such response could be mediated by Bcl2
expression when liver is in presence of DEN (Figure 4A),
this was related to a decrease in Bax content indicating
a clear antiapoptotic effect corroborated by caspase
3 activity. Under HC diet, mitochondrial cholesterol
overload [14] disturbing metabolism and impairing
mitochondrial membrane dynamic [24], this could explain
the antiapoptotic effect, profounder attention requires
the cholesterol-mediated Bcl2 expression to exploit the
potential therapeutic intervention.

ROS are the main inducers of DNA damage
and, consequently, of mutations. Indeed, particularly
mitochondria-derived ROS have been implicated to
initiation, progression and aggressiveness of cancer [25-
27]. Figure 5 shows the increment of two well-documented
markers of DNA damage. The level of 8-0xodG in plasma,
urine, and cerebrospinal fluids has been used as marker of
DNA damage [28]. In addition, the formation of 8-oxodG
is linked to epigenetic instability in human HCC [29], and
it has been identified as a risk factor for the development
of HCC in patients with chronic hepatitis C virus
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infections. In addition, it has been suggested that these
patients must be monitored carefully [30]. Taking into
consideration the confidence on 8-oxodG determination
as a good marker of DNA damage, our findings are
remarkable indicating a broad damage induced by DEN
in an hypercholesterolemic environment. Even more,
activation of the H2AX, another excellent marker for
DNA damage in humans [31], confirms the exacerbation
of the genomic damage promoted by the high cholesterol
liver content and DEN treatment.

The extensive DNA damage triggers a mechanism
named DNA damage response (DDR), which detects and
repairs DNA by inducing cell cycle arrest to guarantee that
only cells in good conditions can progress and proliferate.
Some reports indicate that activation of DDR proteins can
be increased during early stages of tumorigenesis [32,
33]. It has been suggested that this response can work as
a barrier for tumor development, but this is dependent of
p53 activation [34]. In our system, as Figure 5D shows,
p53 phosphorylation is practically abrogated in animals
under HC diet, suggesting the progression of aberrant
cells into the cell cycle conditioning to tumorigenesis. The
results also indicate that, although ataxia-telangiectasia
mutated (ATM) activation is increased in HC tissue, in
DHC is downregulated but not abrogated as the other
repair enzymes are. It seems that the ATM-initiated signal
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Figure 7: Mice subjected to HC diet are more susceptible than Chow mice to DEN-induced hepatocarcinogenesis. (A)
Incidence and time course of hepatic lesions from 1 to 8 months after DEN treatment, (B) multiplicity of foci per square centimeter. (C)
Liver to body weight ratio at month 8. Each column or point represent the mean + SEM in at least four different mice. *, p < 0.05 vs Chow
control animals; &, p <0.05 vs DEN treated Chow, (D) Macroscopic inspection of the livers at month 8, (E) Histology appearance by H&E
staining, perilobular, periportal inflammation (black arrow), cholestasis (yellow arrow), inflammation (-), tumor (T), surrounding tissue
(ST). Images are representative of at least 4 different mice, original magnification X200.
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transduction is partially impaired due to one of the main
downstream effectors, CHK2, which is decreased only in
DHC tissue.

ATM is primarily activated by double-stranded
DNA breaks (DSB), but ATR also responds to a broad
spectrum of damages [35]. We have the evidence that
cholesterol overload in the liver induces DNA oxidation
as judged by 8-0x0dG, and this triggers ATM activation.
This supports previous findings that ATM and oxidative
stress are related each other and, particularly, ATM seems
to display protective effects [36]. Accordingly, our data
clearly indicate a relation of ATM levels with a protective
effect (Figure 5D). HA2X is a downstream substrate of
ATM leading to the enhancement of the DDR, confirming
that in high cholesterol-induced DNA damage ATM is
leading the protective response.

We have previously reported that NAC
supplementation can prevent carcinogenic effects
of oxidative stress [18], and in the present work we
confirmed once again this relevant property of NAC
(Figure 6). It has been reported that ATM™ cells are under
oxidative stress and an increment in 8-oxodG has been
observed, this condition was reverted by NAC treatment
counteracting genetic instability [36, 37].

Our work offers the mechanism driving the
enhancement of a canonical carcinogenic effect by
cholesterol overload in the liver, which can promote a
faster development of tumors (Figure 7) with an aggressive
phenotype, judged by lung metastasis (Supplementary
Figure 4), in fact, lipid metabolism has extensively been
related to cancer metastasis [38], and it has recently been
reported that cholesterol metabolism plays key role in
metastasis in an experimental model of pancreatic cancer,
the abrogation acyl-CoA cholesterol acyl transferase-1
(ACAT-1), significantly suppresses tumor growth and
metastasis [39], even more, the use of simvastatin, an
inhibitor of cholesterol synthesis, blocks the transforming
growth factor beta-induced epithelial-mesenchymal
transition, a hallmark for cancer metastasis [40], our data,
leave clear the relevance of cholesterol content in cancer
metastasis.

The assessment of the activation of ATM and
HA2X, and the content of GPx4 and GSTM in early
liver lesions could represent good prognosis factors
for aggressive presentations of HCC, although many
reports indicate that cancer therapies with antioxidants
do not provide benefits, but detriments in some cases,
definitively in carcinogenesis processes antioxidants could
be fundamental, particularly those serving as precursors
for endogenous antioxidants synthesis such as NAC, that
cells can manages properly as we previously demonstrated
[18] and confirmed in the present work.

Data confirm that cholesterol can play a relevant role
not only in HCC progression but in cell transformation,
by a mechanism related to the increment of ROS levels
and apoptosis decrement at early times that lead to DNA

damage and initiation of carcinogenesis. Our findings
are in agreement with data published by Dr. Calvisi and
colleagues [6], indicating that cholesterol homeostasis-
related proteins are overexpressed in HCC with poor
prognosis, even more RNA-seq analysis of human HCC
revealed disorders in lipid metabolism, metabolism of
xenobiotics, and ATM signaling [41], some genomic
reports also confirm that our mouse data are relevant
in human, particularly those related with oxidative
stress, DNA damage and lipid metabolism [42]. Our
findings are positioning cholesterol cellular overload in
the liver as a tumor promoter, inducing oxidative stress,
impairing DNA damage repair system and promoting and
accelerated tumor progression (Supplementary Figure
5). Hypercholesterolemia should be closely monitored in
those patients with HCC risk factors.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Sixty 14-days old male mice (C57/BL6) were
randomly separated in four groups: i.) fed with a high
cholesterol diet (HC, 2% cholesterol and 0.5% sodium
cholate) as previously reported [11, 13, 14]; ii.) HC diet
and a single intraperitoneal (ip) injection of 10 pg/g body
weight of DEN (Sigma-Aldrich) as previously reported
[18]; control animals received regular Chow diet (CW)
with iii.) or without iv.) DEN. An extra cohort of mice fed
HC or Chow diet for 7 days and treated or not with DEN,
received 80 mmol/L N—acetyl-L-cysteine (NAC, Sigma-
Aldrich) in drinking water ad libitum.

Mice were euthanized and serum and liver tissue
were examined at 2, 7 or 14 days and 1, 3, 5 and 8 months.
All animals were maintained in specific pathogen-free
housing and cared in accordance with the NIH Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals.

Histology

Livers were fixed in 10% neutral formalin overnight
at 4°C. Paraffin sections (5 um) were stained with routine
H&E for histology and quantification of liver lesions
(foci). Analysis was conducted by an expert pathologist
(R.H.P).

Western blot

Western blot was performed as we previously
reported [43], using specific antibodies listed in
Supplementary Table 1.

Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was assayed by the production
of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) using
spectrophotometry as described by Buege and Aust [44].
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DNA extraction, enzymatic hydrolysis, and
analysis of 8-0x0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine
(8-0x0dG) by HPLC/electrochemical detection

DNA was extracted from fresh liver samples using
the chaotropic-Nal method, as we previously reported
[45]. After DNA quantification using Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific Inc), samples were digested with
nuclease Pl and E. coli acid phosphatase. 8-oxodG
detection was performed as we reported previously
[45]. Briefly, 100 pg of digested DNA was loaded into
a HPLC coupled with an electrochemical detector (EC,
Waters Inc) and the system was connected to a Supelcosil
LC-18 (Supelco, Bellefonte, PA, USA) reverse-phase
column (250X4.6 mm, i.d. particle size 5 um). The eluent
was 50mM potassium phosphate buffer, pH 5.5, with
8% methanol at 1 ml/min flow rate. The molar ratio of
8-0x0dG in each DNA sample was determined based on
EC detection at 290 mV for 8-oxodG and absorbance at
254 nm for dG.

ROS in situ determination

Animals were euthanized in parallel exclusively for
in situ ROS determination [12]. Fresh tissue was rapidly
sectioned, frozen in liquid nitrogen, and embedded in
optimum cutting temperature reagent (OCT, Sakura Finetec,
Torrance, CA). Subsequently, 8-um frozen sections were
obtained in a cryostat (Leica CM-3050S) at —20°C and the
slides were immediately incubated for 15 min, in the dark,
at room temperature with either 2°,7° —dichlorofluorescin
diacetate (DCFDA, 5 uM), a cell-permeable non-fluorescent
probe that is intracellularly de-esterified and converted to the
highly fluorescent 2’,7'-dichlorofluorescein upon oxidation
by ROS, particularly peroxides, or with dihydroethidium
(DHE, 5 uM) for determination of superoxide anion radical
detecting ethidium fluorescence. Samples were covered
and observed using a confocal microscope at excitation
and emission wavelengths of 480 and 520 nm, respectively,
for DCFDA; and excitation and emission wavelengths of
485 and 570 nm, respectively, for DHE-derived ethidium
fluorescence, as we previously reported [46].

Caspase 3 activity

Caspase 3 activity was quantified using the caspase
3 synthetic fluorogenic tetrapeptide substrate Ac-DEVD-
AMC (BD Pharmingen) as previously we reported [12]
using fresh liver tissue, values were normalized regarding
Chow sample and reported as fold change.

Serum detection of alanine aminotransferase
activity

Blood samples were obtained from each animal.
Serum levels of alanine aminotransferase (ALT) were

determined by the automated method using Reflovet Plus
(Roche).

Glutathione determination

Both reduced and oxidized glutathione (GSH
and GSSG, respectively) were determined using the
Glutathione assay kit (Sigma-Aldrich # CS0260) following
manufacturer’s instructions. Values are reported as GSH to
GSSG ratio.

Protein content

Protein content was evaluated by the bicinchoninic
acid protein assay (BCA) kit following the manufacturer’s
instructions (Thermo Scientific).

Statistical analysis

Data are presented as mean = SEM of at least
three independent experiments carried out in triplicate.
Comparisons between groups were made using Student’s
t test, Mann Whitney and Tukey-Kramer test. GraphPad
Prism 6 software for OSX was used to run analysis.
Differences were considered significant at p< 0.05.

Abbreviations

DEN, N-diethylnitrosamine; HC, high cholesterol;
CW, Chow regular diet; ROS, reactive oxygen species;
HCC, hepatocellular Carcinoma; FASN, fatty acid
synthase; ACLY, ATP citrate lyase; ACC, Acetyl-CoA
carboxylase; MVK, mevalonate kinase; SQS, squalene
synthase; HMGCR; the 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA reductase; SREBP, sterol regulatory element
binding protein GSH, reduced glutathione; GSSG,
oxidized glutathione; AST, aspartate aminotransferase;
TBARS, thiobarbituric acid reactive substances;
8-0x0dG, 8-0x0-7,8-dihydro-2"-deoxyguanosine;
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Cholesterol overload in the liver aggravates oxidative stress-
mediated DNA damage and accelerates hepatocarcinogenesis

SUPPLEMENTARY MATERIALS
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Supplementary Figure 1: Reactive oxygen species quantification in liver tissue. ROS determine at day 7 by dihydroethidium
(DHE, 5 uM) and 2°,7’ —dichlorofluorescin diacetate (DCFDA, 5 uM) in presence or abscent of NAC. Each column represents the mean +
SEM in at least four different mice.
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Supplementary Figure 2: Densitometric analysis of antioxidant and protective proteins. Each column represents the mean
+ SEM in at least four different mice. *, p <0.05 vs Chow fed animals (CW).
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Supplementary Figure 3: Densitometric analysis of DNA repair-related enzymes. Each column represents the mean + SEM
in at least four different mice. *, p < 0.05 vs Chow fed animals (CW).
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Supplementary Figure 4: DEN treatment induces lung metastasis under HC diet at month 8. Histology analysis by H&E
routine staining of lungs from (A) Control Chow (CW) animals; (B) DEN treated mice under high cholesterol (HC) diet exhibiting the
metastasis.
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Supplementary Figure 5: Graphical overview of main findings. Cholesterol overload in the liver accelerates the carcinogenic
process induced by DEN, increasing ROS content and impairing DNA repair machinery, generating tumors at early times and increased in
size comparing with animals under normal diet. HCD, high cholesterol diet; DEN, N-diethylnitrosamine; ROS, reactive oxygen species.
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Supplementary Table 1: Antibodies used in the study

Antibody Company Catalog number dilution
Actin Sigma A2228 1:1000
Bax Santa Cruz 6236 1:200
Bcl-2 Santa Cruz 783 1:200
GPX4 Abcam 41787 1:1000
GSTm Santa Cruz FL-218 1:200
HO-1 Santa Cruz 51418 1:200
HSP70 Santa Cruz 1060 1:200
p-ATM (Ser1981) Cell Signaling 5883 1:1000
p-ATR (Ser428) Cell Signaling 2853 1:1000
p-BRCAI1(Ser1524) Cell Signaling 9009 1:1000
p-CHK1(Ser345) Cell Signaling 2348 1:1000
p-CHK?2 (Thr68) Cell Signaling 2197 1:1000
p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) Cell Signaling 9101 1:1000
p-H2AX (Ser139) Cell Signaling 9718 1:1000
p-p53 (Serl?) Cell Signaling 9286 1:1000

gamma-GCS Santa Cruz 22755 1:200
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