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Resumen

1 cancer es uno de los prin-

cipales problemas de salud
en las sociedades modernas, se
le conceptualiza como un con-
junto de padecimientos que
conllevan pérdida de diferen-
ciaciéon y del control del ciclo
celular. Para su diagnostico y
eventual cura, es indispensable
contar con informacién feha-
ciente de los mecanismos fisio-
patogénicos implicados. En este
proyecto exploramos la posible
accidén protectora de un régimen
de alimentacidn restringida (2 h
de acceso al alimento durante 3
semanas) en un modelo experi-
mental de cirrosis-hepatocarci-
noma inducido por tratamiento
con el hepatotoéxico dietilnitro-
samina (DEN). Los resultados
principales son: El acceso res-
tringido al alimento aminord la
hepatomegalia mostrada por el
grupo cirrotico-canceroso. De
manera notable evité el creci-
miento tumoral y disminuyd el
didmetro de los crecimientos
neoplasicos. También mostré
mejoria en el andlisis histologi-
co ya que la estructura celular
y la arquitectura tisular se alte-
raron de manera muy discreta
en comparaciéon con las ratas

cancerosas alimentadas ad-libi-
tum. En contraste, el grupo con
restriccién alimenticia y cancer
mostré valores mas alterados en
las pruebas de funcionamiento
hepatico, asi como una mayor
cantidad de fibras de colagena
en el higado. Una posible inter-
pretacion de estos resultados es
que la alimentacion restringida
rompe la secuencia de dafio ce-
lular del tratamiento con la DEN,
evitando el proceso de pérdida
de diferenciaciéon de los hepa-
tocitos al exacerbar la respuesta
regenerativa asociada a la cirro-
sis. Al final, el higado se protege
contra el crecimiento neoplasico
y conserva un potencial regene-
rativo intacto. Este modelo es
sencillo de aplicar, no costoso y
nos permite estudiar con mas
detalle los mecanismos bioqui-
micos y celulares en la progre-
sién del dafio desde el higado
fibrético hasta el hepatocarcino-
ma. Al mismo tiempo, ofrece una
alternativa interesante para im-
plementar un futuro tratamien-
to racional con que aminorar el
desarrollo e implantaciéon del
hepatocarcinoma.

Palabras Clave: Hepatocarci-
noma, cirrosis, restricciéon ali-
menticia, funcionamiento hepa-
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tico, dietilnitrosamina, sincronizacion circadiana.
Abstract

Cancer is one of the principal health problems in
modern societies. It involves loss of cellular diffe-
rentiation and deficiency in the control of cellular
duplication. In order to improve the diagnosis, the
therapy and to get an eventual cure is necessary
to get strict experimental data regarding not only
epidemiological aspect, but also about their phy-
siopathological mechanisms. In the present pro-
ject, we explored the potential action of restricted
feeding (2 h food access every day during 3 weeks)
in an experimental model of cirrhosis-hepatocar-
cinoma induced by 4 months treatment with the
hepatotoxin dietylnitrosamine. The main results
are: Restricted feeding reduced the hepatomegalia
shown by the group with cirrhosis and hepatocar-
cinoma. Notably, it avoided the tumoral growing
and reduced de size of the neoplasic areas. It also
improved the liver histology in both, the hepatocy-
te cellular structure and the tissular architecture.
In contrast, rats under restricted feeding with can-
cer showed more altered values in parameters of li-
ver functioning as well as more collagen deposited
in the liver. A putative explanation of these results
is that restricted feeding broke the chain of toxic
events related with dietylnitrosamine treatment,
avoiding the loss of cellular differentiation and im-
proving the regenerative response associated to
the cirrhotic state. At the end, the liver is protected
against cancer with a well-preserved regenerative
potential by the restricted feeding schedule. This
experimental protocol is simple to apply, cheap
and can be useful to study the biochemical, meta-
bolic and cellular mechanisms involved in the da-
mage progression from fibrosis until the liver can-
cer state. At the same time, it offers and interesting
alternative to visualize a suitable treatment in the
future to prevent and treat hepatocarcinoma.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, cirrhosis,
liver function, dietilnitrosamina, feed restriction,
circadian timing.
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ANTECEDENTES

Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades de
etiologia multiple que se caracterizan por una
pérdida de diferenciacién y crecimiento mas
alla de los limites normales, generando masas
tumorales. El proceso de carcinogénesis tie-
ne 3 fases principales: Iniciaciéon, Promocién y
Progresién. La etapa de iniciacién es un estado
pre-neoplasico caracterizado por ser reversi-
ble; por el contrario, el proceso de promocion-
progresion es irreversible (Park y col, 2009).

De acuerdo con la Sociedad Americana del Can-
cer, ~7.6 millones de personas murieron de can-
cer durante el 2007 a nivel global. Las estadisticas
en el 2008 del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) muestran que en nuestro pais
los tumores malignos se asocian aproximada-
mente al 13% de las defunciones. La OMS prevé
que entre 2007 y 2030, aumentara 45% la morta-
lidad por cancer a nivel mundial, pues estima que
pasara de ~7.9 a ~11.5 millones de defunciones
por afio, resultado del crecimiento demografi-
co y el envejecimiento de la poblacién; y duran-
te el mismo periodo, el nimero de casos nuevos
de cancer aumentara de ~11.3 a ~15.5 millones.

En México, la tasa de defunciéon asociada a
procesos cancerosos tiende a aumentar. De
1998 a 2008, la mortalidad por cancer se incre-
mentd, pasando de 58 a 67 por cada 100,000
habitantes. Es pertinente para el presente
proyecto, sefialar que el cancer de higado, co-
nocido como Hepatocarcinoma (HCC), se en-
cuentra entre las primeras causas de muerte en
personas mayores de 50 afios en nuestro pais.

Cirrosis - Hepatocarcinoma

Los eventos moleculares responsables del desa-
rrollo y la progresion del HCC adn se desconocen,
pero se ha sugerido que hay una relacién direc-
ta entre estados de inflamacién activa y estrés
oxidativo asociados con dafio genético, que a la
larga generan mutaciones en el DNA de hepato-



citos o células madre, y que eventualmente pue-
den conducir a una pérdida de diferenciacion y al
crecimiento neopldsico. El proceso se inicia me-
diante la generacion de focos de hepatocitos dis-
plasicos (focis) sin un fenotipo maligno aparente,
pero con la probabilidad de evolucionar a HCC.
Los nodulos displasicos aumentan de tamaiio, y
promueven angiogénesis activa, lo que resulta en
un mayor suministro de sangre desde la arteria
hepatica; posteriormente su grado de diferen-
ciacion se pierde, y el tumor desarrolla entonces
una capacidad metabdlica independiente que es
caracteristica de las neoplasias (Rodés, 2007).

Es importante sefialar que mas del 90% de los
casos de HCC en humanos estan relacionados con
un estado fibrético-cirrético previo. La cirrosis es
una patologia donde las células parenquimato-
sas del higado son sustituidas por tejido de tipo
cicatricial (principalmente coldgena) formado
a partir del tejido estromal del propio érgano.
Se le considera como una enfermedad en que se
pierde la coordinacidén entre las células del higa-
do y su matriz extracelular. Produce desestruc-
turacion del lobulillo hepatico por un estimulo
regenerativo continuo y un estado croénico infla-
matorio que deriva en dafio oxidativo con pérdi-
da de la funcién del hepatocito. La acumulacion
exacerbada de colagena produce insuficiencia
hepatica progresiva, cursando por una serie de
grados de afectacién clinica que van desde asci-
tis, peritonitis bacteriana espontdnea, hasta en-
cefalopatia hepatica, sindrome hepato-renal y el
HCC (Hanna y col.,, 2008; Sanyal y col., 2011). La
etiologia de la cirrosis es multifactorial y se pro-
duce principalmente por infeccidn viral (Hepati-
tis By C), ingesta crénica de alcohol, aflatoxinas
e higado graso recurrente (Sanyal y col., 2011).

Modelo Experimental (dietilnitrosamina)

En los altimos afios se han desarrollado protoco-
los experimentales que permiten estudiar even-
tos moleculares y celulares asociados a la progre-
sion fibrosis-cirrosis-HCC, haciendo reproducible
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en condiciones de laboratorio la situacion clinica
que con frecuencia aflige a cientos de pacientes
con HCC en nuestro pais. Los protocolos experi-
mentales permiten estudiarlos aspectos mecanis-
ticos que se asocian a estas entidades patoldgicas,
meta deseable que eventualmente nos permitira
entender su etiologia, y eventualmente proponer
terapias que prevengan o alivien el dafio hepatico.
Schiffer y colaboradores describieron en el 2005
un método experimental en roedores de instala-
cion de fibrosis con progresién a un estado cirroti-
co, y eventualmente culminando en HCC median-
te inyecciones i.p. de DEN durante 16 semanas.

El DEN es un firmaco que genera una necrosis
hepatica significativa asociada con una marcada
inflamacion y fibrosis. El DEN es metabolizado
por enzimas hepaticas de la familia del citocromo
P-450 (CYP450) a un intermediario electrofilico
que interacciona con el material genético danan-
dolo, y por consiguiente, promueve mutaciones
causando muerte celular y la regeneracién alte-
rada del tejido hepatico, que posteriormente con-
duce a la formacion del HCC. La actividad de las
isoformas de CYP450 que participan en la bioacti-
vacion del DEN varian entre especies, entre los di-
ferentes sistemas de estudio y también con las di-
ferentestécnicas utilizadas, pero se han propuesto
las siguientes como las mas probables en el bio-
transformacién del DEN: CYP2E1, CYP1A1/1A2
y CYP2B1/2B2 (Beltran-Ramirez y col., 2006).

Cancer y Ritmos Biologicos

En los seres humanos, al igual que en la gran
mayorfa de organismos, la mayorfa de las fun-
ciones fisiologicas y conductuales se manifies-
tan en forma ritmica durante el dia y la noche.
Esta ritmicidad que se ajusta a periodos apro-
ximados de 24 h, se le denomina circadiana. Al-
gunos ejemplos son: el dormir y el despertar,
las variaciones diurnas de temperatura corpo-
ral, presion arterial, gasto cardiaco, consumo de
oxigeno, equilibrio de los fluidos y secrecion de
glandulas endocrinas (Reppert y Weaver, 2002).
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Reportes recientes sugieren que trastornos
del sistema circadiano constituyen un factor de
riesgo para el desarrollo del cancer y de otras
patologias. En estudios realizados con pilotos
de lineas aéreas y trabajadores de turno noc-
turno se encontré que presentan una mayor
incidencia de cancer, de piel, de prostata, de
mama y de colon (Rafnsson y col, 2001; Da-
vis y col, 2001; Schernhammer y col., 2001).

El sistema de medicién temporal comprende
osciladores periféricos y un marcapaso central
en el hipotalamo ventral conocido como ntcleo
supraquiasmatico (NSQ) (Sobia y Saqib, 2010).
La maquinaria molecular circadiana esta con-
formada por genes reloj: Bmall, Clock, Perl,2 y
Cry1,2 y sus proteinas correspondientes. Su ac-
tividad genera 2 asas de retroalimentacion (po-
sitiva y negativa) con un periodo cercano a las
24 h (Preitner y col, 2002). La induccion de la
expresion de los componentes de la familia Per y
Cry que forman el asa negativa, son activados por
la heterodimerizacién de los factores de trans-
cripcion Bmal y Clock que forman el asa positiva.

La regulacién transcripcional de los genes reloj
se basa en una regién promotora conocida como
caja E (Shearman y col, 2000). Ademas de los
genes reloj, muchos otros genes, incluyendo va-
rios que participan en el ciclo celular, presentan
cajas Es, sustentando una regulacion circadiana
también en la proliferaciéon celular y las redes
metabolicas. Se ha observado que Clock-Bmal
regulan la transcripciéon de los siguientes genes:
Weel (cinasa que controla la transicion de las fa-
ses G2-M) (Matsuo, 2003), c-Myc (proto-oncogen
que modula la transicién entre GO-G1) y ciclina
D1 (modulador de la transiciéon entre G1-S) (Fu
y col.,, 2002). El inhibidor del ciclo celular p?tWAFt/
Pl es regulado por la proteina reloj RevErv-a/,
miembro de la familia de los receptores nuclea-
res, al expresarse ritmicamente en 6rganos pe-
riféricos regulando la progresién entre las fases
G1-S del ciclo celular (Grechez y col., 2008). Una
disminuciéon de c-Myc por Bmall-Clock genera
un mecanismo adicional de disminucién en la
proliferacion celular, atin en ausencia de dafio
en el ADN (Filipski y col, 2009) (Figura 1).
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del reloj molecular (RORay REV-ERB, respectivamente) y a su vez per-
mitir que contintle el ciclo o arrestarlo. b) El proto-oncogen c-myc es
regulado a la baja por proteinas del reloj molecular (PER), su reduc-
cién arresta el ciclo celular en la transicién en la fase G1-M. c) BMAL y
CLOCK promueven la transcripcion de la protein-cinasa Weel, la cual
impide la accién del complejo CDK1/Ciclina B, y asi permite que el
ciclo celular entre a la fase de mitosis. En contraparte, la generacién
de WEE1 es inhibida por la proteina CRY (Borgs y col, 2009).

En un higado sano el ciclo celular en hepatoci-
tos tiene una duraciéon de ~24 h y es regulado por
la maquinaria del reloj molecular. La duplicacion
celular también responde a la condicién alimen-
ticia, disminuyendo en condiciones de ayuno. En
este contexto, protocolos de alimentacién res-
tringida son muy efectivos en sincronizar la ma-
quinaria del reloj molecular al horario de acceso
al alimento (Matsuo y col., 2003; Luna-Moreno y
col,, 2009). En un higado sano de rata, el ayuno de
2 dias o la reduccién del alimento a un 40-60%
durante 5 h por 3 meses, elimina una quinta par-
te de las células normales mediante apoptosis.

Consecuencias Metabdlicas y Fisiologicas del
Alimento Restringido

Existe una relaciéon natural entre la actividad
metabodlica y la disponibilidad de nutrientes
por el consumo de alimento. Desde tiempos re-
motos se ha reconocido que la forma en que se



tiene acceso al alimento determina caracteris-
ticas fenotipicas y fisiolégicas, tanto en la salud
como en la enfermedad (bulimia y obesidad, por
ejemplo). Sin embargo, en tiempos mas recientes
se han implementado también protocolos de ali-
mentaciéon como una herramienta experimental
que nos ayudan a entender mejor las adaptacio-
nes de los organismos a su medioambiente y los
ajustes bioquimicos que subyacen a estos proce-
sos. En este contexto, nuestro grupo ha utilizado
el protocolo de alimentacién restringida (PAR)
(2 h de acceso al alimento a la mitad de la fase
luminosa durante 3 semanas) para generar un
cambio muy relevante en la actividad bioquimica
y fisioldgica del organismo que repercute directa-
mente en la relacion entre las redes metabélicas
y el reloj molecular circadiano. De esta forma el
PAR promueve la expresion de un reloj bioldgico
que es independiente del NSQ (el marcapaso cir-
cadiano principal). Este oscilador se sincroniza
por la disponibilidad del alimento y se le cono-
ce como el oscilador sincronizado por alimento
(OSA) (Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz, 2010).
Aunque el PAR y la expresion del OSA afectan a
todos los 6rganos de la economia, nuestro grupo
de trabajo se ha interesado en caracterizar las
adaptaciones que acontecen en el higado, siendo
éste uno de los principales 6rganos que respon-
den a la alimentacién y el principal tejido que
procesa los nutrientes ingeridos. Ademas, como
se menciond anteriormente, el higado es un os-
cilador periférico cuyo reloj molecular se sincro-
niza de manera exquisita a la disponibilidad de
alimento (Aguilar-Roblero y Diaz-Muiioz, 2010).

Las areas preneoplasicas en higado presentan
tasas altas de replicaciéon de ADN y baja induccién
de apoptosis, sin embargo, cuando se restringe el
alimento durante 3 meses, esta tendencia se re-
vierte reduciendo las areas preneoplasicas en ta-
mafio y nimero hasta en un 85%. Si se regresan
las ratas restringidas a alimentacién ad libitum
la proliferacién y apoptosis se restablecen, pero
hay diferencias claras en el volumen y ntimero
de Foci preneoplasicos que persisten hasta los
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17 meses (edad adulta de las ratas), siendo ma-
yores en numero y tamafo en las ratas que no
tuvieron restricciéon (Grasl-Kraup y col., 1994).

Se ha reportado que la sincronizacién circadia-
na aminora la progresién del cancer: un estudio
en ratones con implantaciéon de 3 mm3 de ade-
nocarcinoma pancreatico a los que se les res-
tringié la comida a 4 h al dia, demostré que las
masas tumorales tenian un crecimiento signifi-
cativamente menor en los ratones con restric-
cion alimenticia en comparaciéon con el grupo
que comid ad libitum (Xiao-Mey y col.,, 2010).

Estos resultados se refuerzan con datos pu-
blicados del Dr. Lin Yueh-Min en el 2008 donde
se demostr6 que las células cancerosas si ex-
presan la maquinaria del reloj molecular pero
a comparaciéon del tejido sano no estan sin-
cronizadas, de ahi que su tasa de proliferaciéon
pase de 24 h a un periodo menor de 18 h, he-
cho que se ha asociado al crecimiento tumoral.

En resultados publicados recientemente por
nuestro grupo de trabajo se evidenci6 que la
restriccion de alimento (2 h de comida al dia)
durante 3 semanas induce una sincronizacién
de los genes reloj e incrementa la dindmica del
recambio celular al incrementar los procesos
relacionados con la actividad de ciclo celular y
de la apoptosis (Molina-Aguilar y col, 2012).

En experimentos no publicados hemos obser-
vado que la actividad de la timidina cinasa del
higado, una enzima marcadora de la fase S del
ciclo mitético, mostré un incremento muy mar-
cado en los animales que expresaron el OSA,
con una actividad 4 veces mayor a las 08:00h y
8 veces mayor a las 14:00h. Este aumento de la
actividad enzimatica es de la magnitud repor-
tada previamente en higados en regeneracion
24 h después de haber sido practicada una he-
patectomia parcial del 66%. La presencia del
PCNA detectada por inmunohistoquimica y
por western blot en muestras de higado de ani-
males expresando el OSA reafirma lo anterior.
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En resumen, los antecedentes reportados y
los resultados preliminares hasta ahora ob-
tenidos sugieren que durante el protocolo de
alimentacién restringida y la concomitante ex-
presion del OSA la comunicacién entre la acti-
vidad metabdlica y el reloj circadiano del higa-
do favorece un equilibrio entre la duplicacion
celular y la apoptosis celular que pudiera im-
pedir el desarrollo y el crecimiento tumoral.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque existen antecedentes de una posible
accion anticancerosa asociados al acceso restrin-
gido al alimento, ningtin protocolo de los repor-
tados ha abordado la situacién que prevalece en
el ambito clinico: un modelo experimental que
abarque la progresion de dafio hepatico desde
la fibrosis, la implantaciéon de un estado cirrdti-
co y la culminacién en el desarrollo de un HCC.
Nuestra propuesta de proyecto incide directa-
mente en este punto en particular: contempla
un estudio en donde exploraremos los efectos
de la restriccion alimenticia en la cirrosis y HCC
generados por un tratamiento crénico con DEN.

HIPOTESIS

El régimen de acceso restringido al alimento ge-
nerard una sincronizacién entre las vias metabo-
licas y el reloj molecular del higado que repercuti-
ra en una disminucion en la tasa de proliferacion
y un incremento de la apoptosis en las células
cancerosas promoviendo asi un efecto protector
en un modelo experimental de hepatocarcinoma

OBJETIVO

Estudiar el efecto de la sincronizacion por ali-
mento en la generacidon de tumores, caracteris-
ticas histolégicas y funcionamiento hepatico
durante la induccién y desarrollo de la cirrosis
y el HCC después de la administracion de DEN.

METODOLOGIA
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Se usaran ratas macho Wistar (180-220g al
inicio de los experimentos) que estaran bajo un
ciclo de luz/obscuridad DE 12 h/12 h (el encen-
dido de la luz serd a las 08:00 h) y temperatura
constante (~21o C). Los tratamientos experi-
mentales a realizarse se haran siguiendo la nor-
ma aprobada por “la guia para el cuidado y uso
de animales en experimentacién” de la Univer-
sidad Nacional Autéonoma de México (UNAM).

Protocolo experimental

Se contara con 4 grupos: a) Ratas con libre
acceso al alimento durante las 24 h, Ad libi-
tum (AL). b) Ratas con Horario Restringido al
Alimentaciéon (HRA), con acceso al alimento
de 12:00 a 14:00 h. c¢) Ratas tratadas con DEN
(eventualmente con cirrosis y HCC) y alimenta-
das Ad libitum (HCC-AL). d) Ratas tratadas con
DEN y alimentadas bajo un HRA (HCC-HRA).

_—

~L¢¢H¢¢¢~H¢H’N¢¢¢E -

%HJ/H/JHL\L\LH;HN\LE
*

CONTROLES (Ad Libitum)

SINCRONIZACION (acceso
12-14h)

Ad Libitum + DEN

SINCRONIZACION + DEN

SEMANAS Y 12 16
Cirrosis HCC

Sincronizacion por alimento

Induccion de HCC con DEN s

Figura 2. Se representan los 4 grupos de ratas. Las flechas blancas
indican las inyecciones semanales, la barra amarilla los grupos tra-
tados con DEN y que desarrollardn cirrosis y HCC y la barra verde los
grupos que estardn bajo Horario de Restriccion de Alimento (HRA). La
cirrosis se detecta después de 12 semanas de administraciéon de DEN,
mientras que el HCC se instala a las 16 semanas de tratamiento.

La induccién de HCC en los grupos c y d se rea-
lizara segun el modelo de Schiffer y col.,, 2005:
Se inyectaran dosis intra-peritoneales de 50 mg/
kg de DEN (Sigma-Aldrich, USA) una vez por se-
mana. A las 8 semanas de tratamiento se espera
el desarrollo de fibrosis hepatica; a las 12 sema-
nas una cirrosis bien establecida, y a las 16 se-
manas la presencia clara de HCC, con tumores
bien definidos. Los 4 grupos seran sacrificados
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dos semanas después de terminar las 16 inyec-
ciones para permitir que las ratas metabolicen el
DEN de la ultima inyeccion y evitar efectos agu-
dos (Figura 2). El dia del sacrificio los animales
fueron anestesiados, se les decapitd en guillotina
para colecta de sangre, y se les retir6 el érgano
hepatico completo. Después de pesarlo y fotogra-
fiarlo, se disec6 una porcion del 16bulo principal
para procesamiento histolégico convencional. A
los cortes de higado se les practic6 la tincién de
Tricromica de Masson, y de Hematoxilina-Eosina.
La sangre se centrifug6é a 3,500 RPM x 10 min
para separar el suero. En esta fraccion se reali-
zaron las pruebas de funcionamiento hepatico.

Analisis Estadistico

Los datos se expresan como promedios * error
estandar conunan que oscilaentre 5y 16. Lasigni-
ficancia estadistica se calcul6 de 2 formas: 1) para
los experimentos que implican un curso temporal
se utilizo la ANOVA de 2 vias seguida de la prueba
de Bonferroni; 2) para las comparaciones entre
grupos se empled la prueba t de student. El um-
bral de significancia se estableci6é con un p<0.05.

RESULTADOS

Peso Corporal

En la Figura 3 se presenta la variacion del peso
promedio en los grupos controles (sin DEN) y
cancerosos (con DEN). En la Figura también es-
tan representados las 3 fases principales del dafio
asociado al DEN: hasta la semana 4, fibrosis; de
la semana 4 a la 12 se implanta el estado cirro-
tico; de la 12 a la 16 aparece el dafio neoplasico
asociado al HCC. Se observa que el grupo HCC
+ AL gana menos peso que su grupo control
(AD), pero se vuelve significativo desde la sema-
na 7, a mitad del estadio en que se los animales
se vuelven cirréticos. Al final del tratamiento,
las ratas cancerosas pesan ~10% menos, valor
que tratandose del peso corporal del animal es
de gran importancia. Los 2 grupos con restric-
cién alimenticia ganan menos peso y de manera
mas pausada como era de esperarse por su pro-
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tocolo de alimentacidn, sin embrago es intere-
sante notar que los animales cancerosos (HCC
+ HRA) conservaron un peso estadisticamen-
te similar a su grupo control (HRA), a diferen-
cia de su contraparte con alimento ad libitum.

GANANCIA DE PESO
DURANTE LAS 16 SEMANAS

FIBROSIS CIRROSIS

500 : T &‘?‘M

€ &
z i T | St o
g a0 o -3 Sof B
- [o} 3 —&— HRA-HCC (n=16)
e T
£ 300 /Q’/’ s K'ﬁ/}"—k =

% =2
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200 { 38
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INYECCION SEMANAL DE DEN

Figura 3. Ganancia de peso corporal a lo largo del tratamiento con el
DEN. Las ratas fueron tratadas ip con el DEN durante 16 semanas. Los
grupos control y experimentales se mencionaron en la METODOLO-
GIA. Se ilustra la progresion del dafio hepdtico desde la fibrosis hasta
el hepatocarcinoma (HCC). Los resultados se expresan como el X + ES
de una n que oscila entre 5y 16 animales.

Peso del Higado

En la Figura 4a se puede apreciar que como re-
sultado del tratamiento del agente hepatotdxico y
cancerigeno DEN, el grupo HCC + AL mostré una
marcado crecimiento del 6rgano hepatico. En esta
Figura es posible observar que en el grupo HCC +
HRA se presenta claramente un higado de menor
tamafo. La hepatomegalia cuantificada de mane-
ra formal al referir el peso del higado al peso cor-
poral de cada rata se presenta en la Figura 5. Se
puede apreciar que este parametro aumenté de
manera evidente y significativa en el grupo HCC +
AL (~77%) en comparacidn al grupo control AL.
En contraste, la proteccion ejercida por la restric-
cion alimenticia se tradujo en una reduccién es-
tadisticamente significativa de la hepatomegalia
asociada al DEN, al aumentar tan solo ~32% en
relacién con los grupos controles no cancerosos.

CIENCIA@UAQ | 7



X100
o

)

IS
L

PESO HIGADO (g

PESO CORPORAL

[

=)

Y
® o o

muestra la hepatomegalia que generaron los grupos tratados con
DEN. Los resultados se expresan como el X + ES de una n que oscila
entre 5y 16 animales. * significativo contra su control; # significativo
entre los grupos cancerosos.
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Figura 5. Aspecto macroscépico y conteo de tumores. Imdgenes repre-
sentativas de los higados de los grupos controles y experimentales. Pa-
nel a, dimensiones y aspecto macroscopico de los higados. Se conserva
la escala para apreciar la hepatomegalia. Panel b, acercamiento para
ilustrar la diferencia del tipo de tumores que presentaron los grupos
tratados con DEN. Panel c) cuantificacion del niimero de tumores. n = 7.

Crecimientos Tumorales

La inspeccién macroscdpica de los animales
tratados con DEN mostré un gran nimero de
crecimientos tumorales en la superficie de lo 16-
bulos hepaticos. Ninguno de los grupos control
present6 esta anomalia. El analisis detallado del
tipo y el ndmero de los tumores arrojo intere-
santes diferencias entre los grupos HCC + AL y
HCC + HRA (Figura 4b): 1) Los tumores en el
grupo canceroso alimentado ad libitum fueron
de apariencia blancuzca/amarillenta y tendieron
a ser de 0.5 cm o mas de didmetro. En cambio
los tumores de las ratas cancerosas con alimen-
8 |
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to restringido tuvieron una apariencia oscura
con tintes marrones y rojizos, y en general fue-
ron mas reducidos en didmetro que los tumo-
res del grupo HCC + AL. 2) La cuantificacion del
ndmero de crecimientos neoplasicos fue ~25%
mayor en las ratas HCC + AL en comparacion
al grupo con alimento restringido (Figura 4c).

Histologia

Muestras de tejido hepatico de los grupos con-
trol y tratados con DEN fueron procesadas con la
tinciéon Tricromica de Masson y analizadas bajo
criterios morfo-patolégicos para calificar su gra-
do de alteracién. En la Tabla 1 se muestran los
resultados en donde se comparan Unicamen-
te los grupos tratados con DEN (AL y HRA), ya
que los grupos control no presentaron ninguna
modificacion. Es notorio que el grupo HCC + AL
mostré cambios que indican un dafio severo en
la estructura celular y en la disposicion histolo-
gica de los hepatocitos. Este grupo fue califica-
do con alteraciones “severas” o “muy severas”
en parametros como pleomorfismo celular, ne-
crosis centro-lobulillar, pérdida de integridad,
zonas de vacuolizacién, anisocitosis e hipercro-
masia. No solo la estructura celular del higado
se vio fuertemente modificada en el grupo HCC
+ AL, ya que la disociacién de los cordones he-
paticos también mostro alteraciones “muy seve-
ras”. En evidente contraste, el grupo HCC + HRA
present6 en la mayoria de estos parametros una
calificacion de dafio de “ligero” y “moderado”. De
manera interesante, otras particularidades del
tejido hepatico relacionadas con el estado cirroéti-
co como son la fibrosis y el dep6sito de colagena,
estuvieron mas alterados en el grupo HCC + HRA.
Parametros como el grosor de los trabéculos de
colagena y el espacio porta conjuntivo mostra-
ron alteracién “muy severa”, mientras que en
el grupo HCC + AL el dafio fue “moderado”. Es-
tos resultados son sugerentes de una respuesta
regenerativa mas activa en el higado del grupo
tratado con DEN y la alimentacién restringido
en comparaciéon con los animales cancerosos
con alimento ad libitum. El conjunto de los datos



histolégicos indica que el proceso cirrético-can-
ceroso asociado al DEN se ve influido de manera
muy importante por la restriccién alimenticia en
3 aspectos principales: 1) preserva la estructura
celular y la arquitectura tisular; 2) evita la pérdi-
da de diferenciacién de los hepatocitos; 3) pro-
mueve una respuesta regenerativa mas vigorosa.

[ AL [

HCC-AL | [

HCC-HRA
P 2

10 X

40X

Figura 6. Histologia del higado con tincién de Tricromica de Masson.
Imdgenes representativas de cortes histoldgicos a 3 diferentes aumen-
tos. Se omitié el grupo control HRA ya que no mostré diferencia algu-
na con el grupo control AL.n = 7.

\ EVALUACION HISTOLOGICA |
 HCC-AL  HCC-HRA

COLAGENA S S B
TRABECULOS GRUESOS ++ it
ESPACIO PORTA CONJUNTIVO ++ I
LOBULILLOS (REDUCCION) ++ ot
DISOCIACION DE CORDONES HEPATICOS =~ ++++ |  ++
ANISOCITOSIS bt ++
PLEOMORFISMO CELULAR R S I
HIPERCROMASIA | +
ZONAS DE VACUOLIZACION | e +
CITOPLASMA GRANULAR ot +
NECROSIS e +
NECROSIS CENTRO-LOBULILLAR +ht +
PERDIDA DE INTEGRIDAD HEPATICA |

[ NULO | ___LIGERO
L 1 +

|_MODERADO SEVERO MUY SEVERO
e ++ e Tt

Tabla 1. Evaluacién histolégica de los higados con HCC comparados
con la condicién sana. El dafio se evalud de la siguiente manera: (sin
cruz) nulo, (+) ligero, (++) moderado, (+++) severo y (++++) muy se-
vero.

Pruebas de Funcionamiento Hepatico

Se realiz6 una serie de determinaciones en el
suero de los animales experimentales para va-
lorar posibles alteraciones del funcionamiento
del higado asociadas a la cirrosis, 0 a un estado
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canceroso (Tabla 2). Los grupos controles (AD
y HRA) no presentaron cambios significativos,
pero sirven de referencia cuando se consideran
las alteraciones de los animales cirrdticos-cance-
rosos. En general se observa que en estas pruebas
el DEN comprometié la funcion hepatica, pero a
la par se observaron cambios especificos segtin el
protocolo de alimentacién. Por ejemplo, las ratas
de los 2 grupos con HCC presentaron incremento
significativo de bilirrubinas (directa e indirec-
ta), sin embrago el grupo HCC + HRA tuvo una
hiperbilirrubinemia todavia mayor (3 veces mas
que el grupo HCC + AL). Este mismo comporta-
miento se observé con la transaminasa glutamico
piruvica, la fosfatasa alcalina y el tiempo de pro-
trombina. Todas estas pruebas son sugestivas de
que el higado en el grupo HCC + HRA esta en ma-
yor estrés metabdlico y fisiologico que el grupo
HCC + AL. Sin embargo, la restriccion alimenti-
cia mejoré un par de parametros en las ratas con
HCC como lo fueron la deshidrogenasa lactica
(evité que aumentara) y la albiimina (promovié
su incremento). Los 2 marcadores sanguineos
de procesos cancerosos, la a-fetoproteina y la
y-glutamil transferasa, incrementaron de manera
similar en los 2 grupos tratados con DEN, inde-
pendientemente del protocolo de alimentacidn.

TABLA 2 AL AL-HCC HRA HRA-HCC
BILIRRUBINA TOTAL 0.09=001 022=002 & 0.13 = 0.01 0.69=0.09 [
BILIRRUBINA 0.08 = 0.02 0152002 % 0.10 = 0.01 0522008 ©[&
BILIRRUEINA 00200004 [ 00700010 & | 0.0250.009 |[0.180 +0.020 %[
| PROTEINAS TOTALES 6.2+0.1 6.6=0.1 6.2+0.1 6901 [
ALBUMINA 1.40+0.13 1.70 £ 0.22 1.30 = 0.03 2.00=0.17 [X
GLOBULINA 48+02 49+0.2 4901 48+02
RELSAIG) 0.30 = 0.04 0.38 = 0.06 0.30+0.03 0.46 +0.06 [
ALAT 98+9 232+17 & 954 204+8
ASAT) 268 =20 309 = 30 28135 404 =23 %€
FOSTATASA 19114 345221 & 17213 42835 G
DESHIROGENASA 2105 = 286 2217 = 231 2649 = 410 1786 = 137 &
pIEMPODE 96202 90+01 & 9.8+0.2 11.5+08 %X
COLESTEROL TOTAL 5723 13510 & 66 =7 1056 %[
GGT 401 43+56 O 401 45+64
| a-FETOPROTEINA 0703 9716 o 2003 9116 o

Tabla 2. Pruebas de funcionamiento hepdtico y marcadores tumora-
les. Diferencias significativas entre el grupo AL-HCCy AL, y HRA-HCCy
HRA; diferencias significativas entre Al-HCC y HRA-HCC.

DISCUSION

Modelo Experimental
Ningin avance significativo en la practica cli-
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nica y en la politica de salud publica se puede
realizar por decreto y sin tomar en cuenta a la
investigacion basica. Este hecho tan claro y ele-
mental, con frecuencia se pierde de vista por
afanes burocraticos o por la falta de preparacion
cientifica de los encargados de tomar decisiones
administrativas. La investigacion basica propor-
ciona la informacién de los mecanismos intimos
del funcionamiento biolégico en cada uno de
sus niveles de complejidad: desde el molecular
hasta el ecolégico/ambiental. El conocimien-
to generado por la investigacion basica sirve de
plataforma para entender de manera racional la
etiologia de las enfermedades, asi como los me-
canismos metabolicos, celularesy fisiol6gicos im-
plicados en la fisiopatologia de los padecimientos.

En el caso del estudio y comprensiéon del can-
cer, se hace necesario contar con modelos expe-
rimentales que permitan caracterizar en condi-
ciones controladas las alteraciones bioquimicas
que se presentan en la practica hospitalaria, con
la finalidad de racionalizar tratamientos y mejo-
rar diagnésticos. Para el HCC se han propuesto
varios protocolos con animales de laboratorio,
siendo los principales animales transgénicos
o con carencia de ciertos genes (Newell y col,
2008). Sin embargo, ademas de ser costosos, el
proceso patoldgico en estas circunstancias no
siempre se acerca a lo establecido en la practica
clinica, muchas veces por compensaciones en la
actividad génica de los animales. En este contex-
to, modelos farmacoldgicos resultan mas practi-
cos y eficientes: en particular, la administracion
cronica de DEN induce un dafio del higado que
muestra grandes semejanzas a la condicién de
la enfermedad humana: El DEN genera un dafio
secuencial en donde se establece en las prime-
ras 4 semanas un aumento en la fibrosis, en los
siguientes 2 meses se consolida el estado cirré-
tico y finalmente después de 16 semanas se cul-
mina el tratamiento con un HCC bien establecido.
Esta condicién es fiel representativa de lo que
se conoce de la expresion del HCC en humanos.
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El uso que le hemos dado a este modelo en
nuestro laboratorio fue el de explorar el posible
efecto protector de un régimen de alimentacién
restringida en la secuencia de alteraciones que
presenta el higado cirrdtico-canceroso tratado
con DEN. El racional de este proyecto se basa en
el hecho de que la restriccion alimenticia es un
fuerte sincronizador de los ritmos circadianos,
principalmente en los 6rganos periféricos como
el higado. Nuestra hipdtesis de trabajo se susten-
té que la pérdida de la fisiologia circadiana que
caracteriza a los tejidos neoplasicos (Savvidis y
Koutsilieris, 2012), se veria contrarrestada por
la accién sincronizadora del alimento restringi-
do. Los resultados obtenidos mostraron que la
restriccién alimenticia influyé de manera impor-
tante en el estado celular, histolégico y fisiologico
del higado, impactando el desarrollo de la cirro-
sis y HCC asociados a la administracion de DEN.

Efectos de la Restriccion Alimenticia en la
Cirrosis y Hepatocarcinoma Producidos por
DEN

El modelo de HCC por DEN resulté exitoso en
nuestro laboratorio: produjo disminucién de peso
en las ratas tratadas, asi como alteraciones histo-
l6gicas y funcionales del higado caracteristicas de
un estado cirrético. De forma clara y contundente
también indujo un gran nimero de tumoresy cre-
cimientos indiferenciados propios de un HCC. De
manera interesante la restriccion alimenticia mo-
dificé cada una de estas caracteristicas: 1) evitd
la pérdida de peso corporal, 2) disminuyd el nu-
mero de tumores generando tumores mas peque-
fios y con morfologia diferente, 3) preservé las
caracteristicas estructurales de los hepatocitos y
la arquitectura tisular del higado, 4) incrementd
los depdsitos de colagena y acentud alteraciones
en varias pruebas de funcionamiento hepatico.

El andlisis integral de los resultados sugieren
que la alimentacion restringida afecta de mane-
ra diferencial las etapas de dafio producido por
el DEN: la cirrosis se intensifica, mientras que el
desarrollo neoplasico se disminuye. Explorar el
mecanismo protector de la alimentacion restrin-



gida sera objeto de la siguiente etapa del presente
proyecto, pero es posible sugerir algunos eventos
metabolicos y fisiolégicos que pudieran estar
implicados: 1) la pérdida de diferenciaciéon en
el HCC implica la generaciéon de mutaciones que
alteran la sefializacién y la comunicacién celular.
Estas modificaciones influyen en la ritmicidad de
los hepatocitos, y en su acoplamiento a la maqui-
naria del reloj molecular (la principal del NSQ y
lalocal en el higado). Esta situacion puede desen-
cadenar desajustes en caminos metabo6licos y en
respuestas hormonales que originan una pérdida
en la sincronizacion intracelular, y causan disfun-
cion en el acoplamiento tisular. La restriccion ali-
menticia al ser un fuerte estimulo sincronizador
de los ritmos circadianos (Schmutz y col., 2012),
principalmente en el higado, pudiera estar amorti-
guando o aminorando la desincronizacidn celular
y el desacoplamiento tisular antes mencionados
al mantener el funcionamiento del reloj molecu-
lar estable. 2) La restriccion alimenticia preservé
la estructura celular del hepatocito y la disposi-
cion de los cordones celulares, disminuyendo de
manera sensible la presencia de los hepatocitos
alterados. Una explicacién de este resultado po-
dria ser que la alimentacion restringida al ami-
norar las reacciones pro-oxidantes y disminuir
la produccién de radicales libres (Luna-Moreno
y col,, 2007), pudiera proteger el estrés oxidati-
vo generado por el DEN. 3) El grupo HCC + HRA
present6 una alteracion mayor en los marcadores
de funcionamiento hepatico. Este hecho aislado
pudiera interpretarse como si el dafio fuera mas
severo en estas ratas en comparacion con las ali-
mentadas ad-libitum. Sin embargo, estos datos
deben integrarse con los otros hallazgos del pro-
yecto, en donde claramente se evidencia que el
higado esta mejor preservado macroscopica (he-
patomegalia) y microscoépicamente (tricrémica
de Masson). Ademas el hecho de que hay menos
y mas pequefios tumores es contundente de una
accion protectora de la alimentacidn restringida.
Por lo tanto, nuestra interpretacion tentativa en
esta primera parte del proyecto es que el grupo
HCC + HRA tiene una respuesta de defensa acti-
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va ante el dafio causado por el DEN, en donde se
exacerba algunas caracteristicas de la cirrosis (tal
vez por sobre activacion de las células estelares),
pero se amortigua la pérdida de diferenciacion
celular y se conserva el control del ciclo celular
que evita parcialmente el crecimiento neoplasico.

Perspectivas

Ya que este proyecto es la primera fase de un
proyecto que continuara otro par de afos, propo-
nemos algunos experimentos que complementen
los resultados hasta ahora obtenidos: 1) Consta-
tar que el metabolismo del DEN no se ve afectado
por la restriccién alimenticia por medio del estu-
dio de los citocromos P-450 que intervienen en su
metabolismo, y de la cuantificacién de aductos de
DNA formados durante la mutagénesis. 2) Carac-
terizar las variaciones circadianas de proteinas
reloj en los higados de los animales experimenta-
les, para constatar la pérdida de ritmicidad en el
grupo HCC + AL, y la conservacién de la ritmici-
dad en el grupo HCC + HRA por la sincronizacién
del acceso al alimento. 3) Después de estudiar el
modelo actual de prevencion del dafio cirrético-
canceroso causado por el DEN, ensayar un modelo
de prevencién en el que se trataria primero a los
animales con el DEN, y ya instalado el HCC, ensa-
yar la alimentacion restringida buscando un po-
sible beneficio o recuperacién mas efectiva. Este
protocolo seria mas realista y apegado a las con-
diciones que se presentan en el ambiente clinico.
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