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ABREVIATURAS 
 

2-AAF   2-acetil amino fluoreno 

DEN   Dietilnitrosamina  

DMH   Dimetilhidrazina  

DNA   Ácido desoxirribonucleico  

DNAcir  DNA circulante 

GGT   Gamma glutamil transpeptidasa 

HP   Hepatectomía parcial 

i.g.   Intragástrica 

i.p.   Intraperitoneal  

min   Minutos 

MHR   Modelo del hepatocito resistente 

PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 

RNA   Ácido ribonucleico 

rpm   Revoluciones por minuto 

seg   Segundos 

SFB   Suero fetal bovino 

THG   Transferencia horizontal de genes  
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1. RESUMEN  
 

El cáncer es una de las enfermedades más estudiadas en el mundo. Cada año 

diferentes grupos de investigación reportan potenciales tratamientos contra el 

cáncer; sin embargo, sigue siendo un problema de salud pública, por lo que el 

continuo estudio de esta enfermedad es necesario para su mejor entendimiento y 

así poder en un futuro disminuir su avance en contra de la salud de la población 

mundial.  

 

En este sentido, en los últimos años se ha estudiado la presencia de ácidos 

nucleicos circulantes, entre ellos el DNA circulante, en el plasma de pacientes con 

cáncer y su uso como potencial biomarcador de esta enfermedad. Además, se ha 

reportado su capacidad para transformar células en experimentos in vitro y de 

promover la tumorigénesis en modelos in vivo; incluso se ha encontrado que este 

DNA es captado por células susceptibles e integrado a su genoma. Y aunque se 

sospecha su participación en la carcinogénesis, esta aún no ha sido demostrada. 

 

El objetivo de este trabajo fue determinar la etapa del proceso de carcinogénesis 

en la cual participa el DNA circulante. Para esto se emplearon dos modelos 

murinos de carcinoma hepatocelular, en los cuales es posible evaluar las 

diferentes etapas del proceso de carcinogénesis mediante la detección y 

cuantificación de la expresión de la enzima gamma glutamil transpeptidasa en el 

tejido hepático. Se inocularon células humanas SW480 en las ratas sometidas a 

los modelos de hepatocarcinogénesis como fuente de DNA circulante, y la 

transferencia horizontal de genes de origen humano se demostró mediante una 

PCR específica para las secuencias repetitivas humanas Alu y el gen mutado de 

K-ras específico de la línea celular SW480. Es así como se evidenció la 

participación del DNA circulante como un agente promotor en el desarrollo del 

cáncer. 
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2. MARCO TEÓRICO  

2.1. Generalidades del cáncer 
 

“Cáncer” es el término empleado para englobar a un amplio y complejo grupo de 

enfermedades, las cuales pueden presentarse en cualquier órgano del cuerpo y 

afectan tanto a hombres como mujeres de distintas edades. Es una de las 

enfermedades más estudiadas en el mundo, figura dentro de las principales 

causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial, con aproximadamente 14 

millones de casos nuevos y 8.2 millones de muertes asociadas en el año 2012 (1). 

 

El cáncer se caracteriza por la presencia de células anormales, las cuales exhiben 

una división celular descontrolada y la capacidad de invadir tejidos cercanos, 

formando una masa denominada, tumor primario. Además, las células 

pertenecientes a este tumor pueden circular a través del torrente sanguíneo o 

linfático y desplazarse así a diferentes órganos distantes del cuerpo; a este 

fenómeno se le conoce como metástasis (2-4).  

 

El desarrollo del cáncer consta de varias etapas durante las cuales las células van 

adquiriendo modificaciones genéticas y epigenéticas, lo que les confiere 

características propias de una célula cancerosa; tales como una proliferación 

celular descontrolada, resistencia a la muerte celular, inducción de angiogénesis, 

evasión de la respuesta inmune y la capacidad de invasión y metástasis. A estas 

modificaciones genéticas se les conoce como mutaciones, y pueden ser 

heredadas (5% de los casos) o adquiridas (95% de los casos) al estar en contacto 

con ciertos agentes ambientales que dañan el DNA celular; a estos agentes se les 

conoce como carcinógenos (5-9). 

 

Hoy en día, el modelo más aceptado para explicar el desarrollo del cáncer es el de 

la carcinogénesis, el cual describe la transformación de una célula normal a una 

población de células neoplásicas (10,11) .  

 



	 4	

2.2. Carcinogénesis 
 

La carcinogénesis es el término que describe al proceso dinámico mediante el cual 

se desarrolla el cáncer. Abarca el tiempo que transcurre desde la primera 

exposición a un carcinógeno, hasta la aparición de lesiones neoplásicas visibles. 

Consta de tres etapas: iniciación, promoción y progresión (Fig.1); cada una se 

caracteriza por cambios morfológicos y bioquímicos que conllevan alteraciones 

genéticas y epigenéticas (12-14).  

 

Figura 1. Esquema representativo de las tres etapas del proceso de      

carcinogénesis (Modificado de Oliveira et al., 2007). 

 

 

El proceso de carcinogénesis se puede presentar de forma natural o puede ser 

inducido por agentes químicos, físicos o biológicos denominados carcinógenos 

(Tabla 1). Existe una gran variedad de carcinógenos y estos pueden participar en 

cualquier etapa de la carcinogénesis (13). 
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Tabla 1. Clasificación y ejemplos de carcinógenos en base a su naturaleza (Modificado de 

Pitot y Dragan, 1991 (13). 

 

Carcinógeno Ejemplos 

Físico 
Radiación ionizante (Rayos X, Rayos gamma) y 

Radiación UV. 

Biológico 

Virus (Virus del papiloma humano), bacterias 

(Helycobacter pylori), parásitos (Schistosoma 

mansoni).  

Químico 
Hidrocarburos policíclicos, aminas aromáticas, 

hormonas, metales. 

 

En la Fig. 1 se representa el proceso carcinogénesis; en donde una célula normal 

al presentar daño en su DNA, ya sea debido a una mutación espontánea o al estar 

expuesta a un carcinógeno, activa sus mecanismos de reparación para así 

mantenerse como una célula normal; sin embargo, cuando la célula se encuentra 

en estado proliferativo, el daño al DNA no alcanza a ser reparado y por lo tanto se 

fija; a esto se le conoce como iniciación, es la primera etapa de la carcinogénesis, 

se caracteriza por ser rápida, irreversible y permanente. Una célula iniciada 

presenta una respuesta alterada a su microambiente y puede mantenerse en este 

estado latente por años; puede incluso, jamás progresar hacia una neoplasia. 

Durante la promoción, la célula iniciada al entrar en contacto con un agente 

promotor experimenta una expansión clonal que da lugar a un conjunto de células 

preneoplásicas; esta expansión clonal es selectiva, es decir, únicamente las 

células iniciadas pueden proliferar en presencia de un promotor. Las células 

normales no experimentan este proceso, ya que carecen de la ventaja fenotípica 

que proporciona la iniciación. La promoción es la única etapa reversible de la 

carcinogénesis y es modulada por una variedad de factores, incluyendo la 

frecuencia con la que es administrado el promotor, la edad y la dieta. Finalmente, 

durante la progresión las células preneoplásicas continúan replicándose y 
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adquiriendo un mayor número de mutaciones, las cuales les confiere las 

características malignas de una célula neoplásica, el conjunto de dichas células 

formara el tumor (8,13-16). 

 

La naturaleza multietapa del proceso de carcinogénesis ha sido demostrada en 

diferentes órganos de mamíferos, principalmente en el hígado de ratas y en la 

epidermis de ratones; los roedores, por su corto periodo de vida y su alta 

capacidad reproductora, son empleados comúnmente para investigar 

enfermedades como el cáncer (17). 

 

En la actualidad, existen diversos modelos in vivo para el estudio del proceso de 

carcinogénesis. Estos modelos contribuyen enormemente a la obtención de nuevo 

conocimiento sobre la fisiopatología del cáncer, también son fundamentales para 

determinar la capacidad carcinogénica de diferentes compuestos, al igual que el 

potencial de nuevas moléculas como agentes terapéuticos (18).  

 

Los modelos murinos de hepatocarcinogénesis, por ejemplo, permiten una mejor 

cuantificación bioquímica de las lesiones neoplásicas (17). Para evaluar el 

desarrollo neoplásico se emplean técnicas como histoquímicas, tinciones 

histológicas y de PCR (8,19-23).  

 

Entre los modelos de hepatocarcinogénesis, están el Modelo del Hepatocito 

Resistente (MHR) (24) y el Modelo de Yoshiji (19); y aunque los componentes de 

ambos modelos son diferentes, su función es prácticamente la misma. El agente 

iniciador, en ambos modelos, es la Dietilnitrosamina (DEN); este es un 

carcinógeno químico, cuya actividad carcinogénica es ejercida de dos formas: una 

genotóxica, en donde alquila al DNA celular, lo daña y lleva a una degeneración 

celular y una que induce la formación de especies reactivas de oxígeno a través 

de la activación del citocromo P450 en los hepatocitos (18,25,26). Todo esto da 

lugar a células iniciadas que presentan una ventaja fenotípica, de la cual carecen 

las células normales. 
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En el MHR el promotor es el 2- Acetil amino fluoreno (2-AAF) acompañado de una 

hepatectomía parcial (HP). El 2-AAF posee un efecto mitoinhibitorio sobre las 

células normales, con lo cual bloquea la replicación de su DNA; las células 

iniciadas poseen una ventaja fenotípica que las protege del efecto tóxico del 2-

AAF. La HP es un estímulo proliferativo que junto con el 2-AAF permite la 

proliferación selectiva de las células iniciadas dando lugar a la formación de 

lesiones preneoplásicas, las cuales posteriormente serán neoplásicas (27). 

 

En el modelo de Yoshiji, después de la iniciación con la DEN se administra el 

agente promotor, que en este caso es el fenobarbital (FB); aún no se conoce como 

es que el FB ejerce su actividad promotora, diversos estudios han reportado esta 

actividad en roedores. En este modelo el FB, al igual que el 2-AAF, inhibe a la 

células normales, lo cual permite el desarrollo de las células iniciadas (28). 

 

En cualquier modelo es importante poder evaluar el desarrollo de las lesiones 

preneoplásicas; por lo que generalmente se buscan marcadores específicos de 

este tipo de lesiones. En el MHR y en el Modelo de Yoshiji se determina la 

expresión de la enzima gamma glutamil transpeptidasa (GGT) (24). La GGT es 

una glicoproteína de membrana celular que participa en el metabolismo del 

glutatión y sus conjugados, detoxificando a las células de xenobióticos; por lo que 

se sugiere que esta enzima provee una ventaja de crecimiento a las células 

focales durante la carcinogénesis, debido a la resistencia que confiere contra la 

toxicidad de los carcinógenos. En lesiones preneoplásicas en modelos de 

hepatocarcinogénesis murinos, la enzima GGT es inducida a altos niveles; por lo 

cual se utiliza  como marcador de lesiones pre- y neoplásicas. Es posible 

evidenciar su actividad por medio de una histoquímica enzimática en cortes de 

tejido hepático. Como resultado de esta prueba se observan lesiones 

cuantificables de color rojo y bordes regulares (19,29-34).  
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2.3. DNA circulante en cáncer  
 

“DNA circulante (DNAcir)” es el nombre que se le ha dado a las moléculas de DNA 

que se encuentran en el espacio extracelular, en los fluidos fisiológicos circulantes 

(35,36). Es posible detectar DNAcir en la sangre de personas sanas y en la de 

pacientes cursando con diferentes patologías; como lupus eritematoso, infarto al 

miocardio, quemaduras, colitis, trasplante de órganos, entre otros; incluyendo el 

cáncer, siendo éste el tema central del presente trabajo (37-44).  

 

El primer reporte que se tiene del DNAcir es el de Mendel y Metais en 1948. Ellos 

detectaron DNA en la sangre de pacientes con cáncer y observaron que la 

concentración de DNAcir en la sangre de pacientes con cáncer era mayor (5-1500 

ng/mL) que en  la de personas sanas (1-5 ng/mL) (35,45,46). Posteriormente, se 

reportó que el DNAcir presenta las mismas alteraciones genéticas y epigenéticas 

que el DNA genómico de las células tumorales, por lo que se determinó que el 

origen del DNAcir en pacientes con cáncer es tumoral. Esta característica hace del 

DNAcir un biomarcador ideal, así lo demuestra un gran número de estudios sobre 

el uso del DNAcir en el diagnóstico, seguimiento y prognóstico del cáncer. La 

detección de esta molécula en la sangre y otros fluidos corporales ofrece dos 

grandes ventajas: una invasión mínima al paciente y una gran accesibilidad a 

muestra biológica; a este tipo de estudio se le denomina “biopsia líquida” 

(35,47,48).  

 

En cuanto a la biología propia del DNAcir en cáncer, aún falta mucho por dilucidar; 

ya que aunque se conoce el origen tumoral de esta molécula, poco se sabe acerca 

de los mecanismos de su liberación al medio extracelular. Los reportes mencionan 

que el DNAcir puede ser liberado por células apoptóticas, o necróticas, o bien por 

secreción activa; lo más probable es que esta molécula este siento liberada por 

estas tres vías de manera simultánea. Otro aspecto importante, es la forma en la 

que el DNA se encuentra en circulación; ya que a pesar de las nucleasas en 

nuestro organismo capaces de degradar los ácidos nucleicos extracelulares, es 

posible detectar altas concentraciones de esta molécula en la sangre de pacientes 
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con cáncer. Existen reportes que mencionan que en circulación el DNAcir se 

encuentra en forma de nucleosomas, dentro de exosomas o acoplado a un 

complejo lipoproteíco llamado virtosoma. Todas estas estructuras podrían estar 

protegiendo al DNAcir de la degradación enzimática (35,36,49-52).  

En cuanto a su función biológica, existen estudios, tanto in vivo como in vitro, que 

reportan la capacidad transformante del DNAcir; por ejemplo Anker et al. en 1994 

y García-Olmo et al. 2010, observaron que tanto el sobrenadante de células 

cancerosas como el plasma de pacientes con cáncer contienen DNAcir y que este 

puede ser captado por células susceptibles y así transformarlas a un fenotipo 

maligno (53,54). En base a estas observaciones se postuló la teoría de la 

genometástasis (Fig. 2), la cual postula que las células de un tumor primario en un 

paciente con cáncer secretan DNAcir, y este al llegar al torrente sanguíneo es 

transportado, ya sea acoplado a proteínas o dentro de exosomas o en el 

virtosoma, a órganos lejanos y captado por células susceptibles, transformándolas 

y generando metástasis (55). 

 

  

Figura 2. Esquema representativo de la teoría de la genometástasis (56) 

 

En la actualidad, aunque se conozcan diferentes formas del DNAcir, se ha 

sugerido la capacidad transformante al virtosoma, el complejo lipoproteíco 

secretado por células viables y compuesto por DNA, RNA, fosfolípidos y 

polimerasas de DNA y RNA dependientes de DNA (52). 



	 10	

3. ANTECEDENTES  

En varios experimentos in vitro se han observado que al exponer fibroblastos 

NIH3T3 de ratón al sobrenadante de células humanas de adenocarcinoma de 

colon SW480 o al plasma de pacientes con cáncer de colon, estas se transforman 

y adquieren secuencias humanas, lo que confirma la transferencia horizontal de 

genes (THG) provenientes del DNAcir presente en el sobrenadante o plasma y su 

capacidad para transformar células susceptibles (53,54). Esta transformación 

celular no se observó en experimentos con fibroblastos humanos provenientes de 

un cultivo primario normal, lo cual sugiere que el DNAcir no induce la 

transformación de células sin un daño previo (57). En otro reporte, realizado en el 

laboratorio de Epigenética del INCan, se observó que al tratar ratas Wistar con 

únicamente células SW480 como fuente de DNAcir, no se presento daño en 

ningún órgano de todos los animales incluidos en el estudio; lo cual confirma lo 

observado in vitro, es decir, que el DNAcir no es capaz de inducir transformación 

en células totalmente normales. Además, el grupo Trejo-Becerril et al. (2012) 

demostró la participación de la THG en la progresión del cáncer. Para ello se 

empleó un modelo murino de cáncer de colon, donde la dimetilhidrazina (DMH) se 

utilizó como un inductor de la carcinogénesis. Al inocular células SW480 como 

fuente de DNAcir, se observó un aumento en el número de tumores en el colon de 

las ratas tratadas y metástasis en diversos órganos. Al analizar el material 

genético de las células de estos tumores por PCR y secuenciación, se encontraron 

secuencias humanas (Alu, K-ras, GRB2, CADH8 y Rab30) provenientes de las 

células SW480, con lo cual se demuestra la THG provenientes del DNAcir 

secretado por las células SW480 y su participación en la progresión del cáncer 

(57). 

 

Mittra et al. (2015), postularon que el DNAcir captado por células susceptibles es 

reconocido por la célula receptora como un rompimiento de la doble cadena del 

DNA, por lo cual se activan los mecanismos de reparación para este tipo de daño, 
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integrando así el DNAcir al genoma de la célula receptora, e iniciando así el 

proceso de carcinogénesis (58).  

 

Estos reportes sugieren fuertemente la participación del DNAcir como agente 

promotor en el proceso de carcinogénesis, por lo que el objetivo del presente 

trabajo fue demostrar en un modelo murino de hepatocarcinogénesis bien 

establecido, el papel promotor del DNAcir. 
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4. JUSTIFICACIÓN 
 

Siendo el cáncer uno de los mayores problemas que padece la población mundial, 

y con el creciente número de casos nuevos, el continuo estudio de esta 

enfermedad y su tratamiento se vuelve imperativo. Por lo que al demostrar la 

participación del DNAcir como promotor en el proceso de carcinogénesis, se 

propone un nuevo blanco para futuras terapias contra el cáncer, así como un 

mayor entendimiento de esta enfermedad.  

 

 

5. HIPÓTESIS 
 

El DNAcir secretado por células cancerosas, tendrá un papel promotor en un 

modelo de hepatocarcinogénesis.  
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6. OBJETIVO PRINCIPAL 
 

Demostrar el papel promotor del DNAcir, secretado de células cancerosas, en el 

proceso de carcinogénesis, empleando dos modelos murinos de 

hepatocarcinogénesis.  

7. OBJETIVOS PARTICULARES 
 

§ Evaluar el papel promotor del DNA circulante en el proceso de 

carcinogénesis mediante la detección y cuantificación de nódulos con 

actividad de GGT en el tejido hepático y su comparación entre los 

diferentes grupos experimentales. 

 

§ Demostrar la transferencia horizontal de secuencias humanas mediante 

ensayos de PCR.  
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Se emplearon dos modelos murinos de hepatocarcinogénesis (Fig. 4 y 5), donde 

además de los carcinógenos, se inocularon células humanas SW480 como fuente 

de DNAcir. Al finalizar el modelo de carcinogénesis se colectó el hígado, el cual 

fue procesado para la detección de la enzima GGT por medio de una tinción 

histoquímica y finalmente se realizó una PCR del tejido hepático de los diferentes 

grupos experimentales con el fin de demostrar la transferencia horizontal genes 

humanos (Fig. 3). 

 

 

 
 

 
 
 

Figura 3. Esquema general de trabajo. 
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8.1. Material biológico  
	

a) Ratas macho, cepa Fischer 344 (F344).  

b) Ratas hembra, cepa Sprague-Dawley (SD) 

c) Línea celular de adenocarcinoma colorrectal humano SW480. 

d) Cultivo primario de linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica.  

e) Cultivo primario de células endoteliales derivadas de la vena umbilical 

humana (HUVEC).  

8.2. Métodos 

8.2.1. Cultivo celular 
	
Las células SW480  se crecieron en monocapa, en cajas de cultivo de 175 cm

2 

(Corning, EUA), conteniendo una mezcla de medio DMEM-F12 (Caisson Labs, 

EUA), suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 2 % (Corning, EUA). Las 

células se incubaron a 37 ºC en una atmósfera de CO2  al 5 %, y al observarse una 

confluencia del 80 % se realizó el subcultivo celular (1:2); para lo cual se utilizó 

tripsina al 0.125 % en PBS-EDTA para despegar y dispersar las células. 

Posteriormente, se centrifugó la suspensión celular a 1200 rpm durante 6 min, se 

decantó el sobrenadante y se hicieron dos lavados con PBS 1X (Apéndice I), 

seguidos de una centrifugación a 1200 rpm por 6 min; finalmente el botón celular 

se resuspendió en medio de cultivo fresco. 

 

Los linfocitos humanos se aislaron a partir de sangre periférica de donadores 

sanos, la cual fue proporcionada por el Banco de sangre del Instituto Nacional de 

Cancerología. 

 

 La sangre se colectó en tubos estériles de 50 mL de capacidad y se centrifugó a  

1 500 rpm durante 10 min para separar y luego desechar el plasma. 

Posteriormente se adicionó un volumen de medio de cultivo RPM1-1640 (Caisson 

Labs, EUA) y se volvió a centrifugar a 1500 rpm/10 min a 20 ºC, se eliminó el 

sobrenadante y el paquete celular se adicionó a tubos estériles con Ficoll-Paque 
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(Sigma-Aldrich, EUA) a una proporción 2:1 (Sangre:Ficoll), lo anterior para formar 

el gradiente de densidad necesario para separar las células mononucleares, los 

tubos se centrifugaron a 1200 rpm/30 min a 20 ºC. La región correspondiente a los 

mononucleares se colectó y lavó 2 veces con PBS 1X (Sigma-Aldrich, EUA) a 

1500 rpm/10 min para eliminar plaquetas y el exceso de Ficoll-Paque. 

Posteriormente, el botón celular se resuspendió en 5 mL de solución 

amortiguadora de amonio, cloro y potasio (ACK) para lisar eritrocitos (Apéndice I), 

se mezcló por inversión durante 15 minutos, se adicionaron 10 mL de medio de 

cultivo RPM1-1640 y se centrifugó a 1500 rpm/10 min. Este proceso se repitió 

hasta eliminar por completo los eritrocitos. Finalmente, los mononucleares se 

incubaron toda la noche, en cajas de cultivo de 175 cm
2
, con medio RPMI-1640 

suplementado con SFB al 10 %, a 37 ºC en una atmósfera de CO2 al 5 %. Al 

siguiente día se colectaron las células no adheridas, que corresponden a los 

linfocitos, y se cultivaron en medio fresco hasta su uso, ese mismo día. 

 

Las células HUVEC fueron donadas por el Dr. Ernesto Alfaro Moreno del Instituto 

Nacional de Cancerología. 

8.2.2. Animales de experimentación  
	
Para el modelo del hepatocito resistente (MHR) se utilizaron ratas macho Fischer 

344 de 180-200 g de peso (24). Obtenidas de la Unidad de Producción y 

Experimentación de Animales de Laboratorio (UPEAL) del Cinvestav.  

 

En el segundo modelo de hepatocarcinogénesis, denominado a partir de ahora 

Modelo de Yoshiji, se emplearon ratas hembra SD con un peso de 180-200 g (19). 

Estos animales fueron adquiridos de BIOINVERT y mantenidos en el bioterio del 

Instituto Nacional de Cancerología durante el periodo que duró el experimento.  

 

Los animales se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad de 12 h y temperatura 

controlada (22 ºC); con alimento y agua ad libitum.  
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8.2.3. Modelo del hepatocito resistente  
 

Las ratas Fischer-344 fueron sometidas a un protocolo de hepatocarcinogénesis 

empleando el MHR modificado (24). Los animales se  iniciaron con una dosis 

única de DEN (200 mg/kg, i.p.) (Sigma-Aldrich, EUA). Posteriormente se 

administró el agente promotor, 2-AAF (25 mg/kg, i.g.) (Sigma-Aldrich, EUA) por 

tres días consecutivos, empezando el día 7 después de la iniciación con DEN. 

Finalmente, el día diez, se realizó una hepatectomía parcial (70%) (Fig. 4). Las 

ratas fueron sacrificadas 30 días después de la administración de la DEN, tiempo 

en el cual se observan lesiones preneoplásicas en el tejido hepático.  

 

 

Figura 4. Esquema general del Modelo del Hepatocito Resistente. DEN: 

Dietilnitrosamina. 2-AAF: 2-Acetil Amino Fluoreno. HP: Hepatectomía parcial. 

 

 
8.2.4. Modelo de Yoshiji  
 
En este modelo (Fig. 5), las ratas SD fueron iniciadas con una dosis única de DEN 

(180 mg/Kg, i.p.). Dos semanas después, fueron sometidas a un tratamiento con 

FB al 0.05 %,  el cual se administró como agente promotor en el agua durante 6 

semanas. Los animales fueron sacrificados 8 semanas después de la 

administración de DEN (19). 
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Figura 5. Esquema general del Modelo de hepatocarcinogénesis. DEN: 
Dietilnitrosamina. FB: Fenobarbital. 

 

 
 
 
8.2.5.  Evaluación de la participación del DNAcir en el proceso de  
carcinogénesis en dos modelos murinos 

 

Con el fin de evaluar el papel del DNAcir en la etapa de promoción de la 

carcinogénesis, se inocularon células SW480 como fuente de DNAcir; empleando 

linfocitos y  células HUVEC como control de células sanas. 

 

Las células SW480 y HUVEC fueron tripsinizadas y lavadas dos veces con PBS 

1X; los linfocitos no fueron tripsinizados, pero si lavados con PBS. Posteriormente, 

el botón celular se resuspendió en PBS para realizar el conteo de células con la 

técnica de azul tripano y así poder hacer los cálculos necesarios para finalmente, 

obtener una suspensión de 1x10
7
 células en 500 !L de PBS. Inmediatamente 

después de resuspender las células se procedió a realizar la inoculación. 

 

Los días 7 y 14 después de la iniciación con DEN en el MHR se inoculó una 

suspensión de 500 !L con 1x10
7
 células SW480 vía subcutánea; 250 !L de la 

suspensión en cada flanco del lomo de la rata. Las células HUVEC se 

administraron únicamente el día 7 después de la iniciación. 

 

Los diferentes grupos experimentales, de acuerdo al esquema de tratamiento, se 

muestran en la Fig. 6. El grupo A corresponde al control del MHR, con el se 
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comparan los dos grupos restantes; el grupo B sigue el esquema del MHR y 

además se le inoculan células SW480 como fuente de DNAcir proveniente de 

células malignas; y finalmente, al grupo C también sigue el esquema del MHR y 

además se le inoculan células HUVEC como fuente de DNAcir proveniente de 

células sanas humanas. 

 

 

 

Figura 6. Grupos experimentales del modelo del hepatocito resistente. 

 

En el Modelo de Yoshiji, se inoculó una suspensión de 500 !L con 1x10
7
 células, 

SW480 o linfocitos humanos, una vez a la semana por dos o cuatro semanas 

desde el inicio del tratamiento con FB (grupos B, C, D y E); el grupo F es un grupo 

control de SW480, en donde no se administró ningún carcinógeno; en el grupo G, 

se inocularon células SW480, pero se eliminó la administración del agente 

iniciador (DEN); mientras que en el grupo H, se inocularon células SW480, pero se 

A 

B 

C 
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eliminó la administración del agente promotor (FB). El control del modelo 

corresponde al grupo A, aquí únicamente se administraron los carcinógenos DEN 

y FB (Fig. 7). 

 

 
 

 

Figura 7. Grupos experimentales del Modelo de Yoshiji. 

 

8.2.6. Obtención y procesamiento del tejido hepático 
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El día del sacrificio, las ratas fueron anestesiadas con isoflurano (Baxter, Puerto 

Rico) y desangradas por punción cardiaca. El hígado fue escindido, lavado con 

PBS 1X y fraccionado. Las porciones de tejido hepático fueron congeladas con 

hielo seco en presencia de 2-metil-butano (Sigma-Aldrich, EUA) y adheridas a 

piezas de corcho con Tissue-tek, para la obtención de cortes histológicos en el 

crióstato.  

8.2.7. Histoquímica de la GGT 
 

La actividad de la GGT se determinó en cortes histológicos hepáticos de 10 !m de 

grosor, obtenidos en un crióstato (Leica) a -20 ºC y montados en portaobjetos 

gelatinizados (Apéndice II).  

 

De acuerdo a lo reportado por Rutenburg et al. (1969), los cortes de tejido se 

fijaron con etanol absoluto por 5 min a -20 
o
C. Posteriormente los cortes fijados se 

incubaron durante 20 min con una solución que contiene: 125 !g/mL de "-glutamil 

1-4-metoxi-2-naftilamida (GMNA) (Sigma, EUA), 0.5 mg/mL de glicil-glicina 

(Sigma, EUA) y 0.5 mg/mL de Fast-Blue (Sigma, EUA) en Tris 100 mM (31). La 

actividad de la GGT se evidenció con la aparición de precipitados rojos en el tejido 

hepático. Posteriormente, las laminillas con los tejidos fueron lavadas con agua 

por 5 segundos y secadas con toallitas absorbentes. 

8.2.8. Cuantificación de lesiones nodulares GGT positivas.  
 

La imagen de los cortes histológicos con actividad GGT positiva fue capturada con 

una cámara digital de alta resolución acoplada a un microscopio estereoscópico. 

Las imágenes fueron analizadas con un software especializado para el análisis de 

imagen (ImageJ); para esto, primero se calibró el software con la cámara de 

Neubauer. Posteriormente se midió el área total de los cortes histológicos a 

analizar y se cuantificó el número y área de las lesiones preneoplásicas, usando 

un tamaño de exclusión de 0.01 mm
 
de diámetro. Con estos datos se hicieron 
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cálculos en Excel para obtener el número de lesiones GGT (+)/cm
2
 y el porcentaje 

de área GGT (+). 

Por rata se analizaron tres cortes histológicos representativos al azar. 

8.2.9. Extracción de DNA genómico a partir del tejido hepático murino 
 

Para la purificación del DNA genómico hepático, se utilizó un método de 

extracción con cloroformo que se describe brevemente a continuación: 20 mg de 

tejido fueron incubados con buffer de extracción (Apéndice I) y proteinasa K  

(133.3 !g/mL) a 55 ºC durante toda la noche. Posteriormente se adicionó un 

volumen de cloroformo (Sigma-Aldrich, EUA), esta solución se agitó por inversión 

hasta formarse una emulsión, la cual se centrifugó a 3000 rpm durante 5 min. La 

fase acuosa se colectó en un tubo nuevo y se le adicionó un volumen de 

isopropanol y NaCl 5 M a una concentración final de 0.2 M, se agitó por inversión y 

se dejo precipitar por 2 h a -20 ºC. Luego se centrifugó a 11000 rpm/15 min a 4 ºC 

y se desechó el sobrenadante. Al botón resultante, se le adicionó etanol al 70%, 

se centrifugó a 11000 rpm/15 min a 4ºC, se decantó el sobrenadante y el botón 

resultante se secó a 80 ºC. Una vez que se eliminó el etanol del botón de DNA, 

este se resuspendió en 100 !L de agua destilada estéril para hidratarlo. 

8.2.10. Extracción de DNAcir a partir de plasma murino 
 

El DNAcir fue purificado con la técnica modificada de fenol-cloroformo, a partir de 

500 !L del plasma obtenido al momento del sacrificio. Al plasma se le adicionó un 

volumen de buffer de extracción y proteinasa K a una concentración final de 

100	!g/mL; esta mezcla se incubó a 55 ºC durante toda la noche. Enseguida, se 

adicionó un volumen de fenol-cloroformo (v/v) (Sigma-Aldrich, EUA) y se agitó 

hasta formar una emulsión, la cual se centrifugó a 3000 rpm/10 min a temperatura 

ambiente (20 ºC). La fase superior se recuperó en un tubo nuevo  y se le adicionó 

un volumen de cloroformo, se agitó hasta observar la formación de una emulsión, 

y se centrifugó a 3000 rpm/10 min a 20 ºC. La fase acuosa se recuperó y se 

procedió a precipitar el DNA, para lo cual se adicionó 1 	! L de glucógeno 
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(Invitrogen, EUA), acetato de amonio 7.5 M en una proporción 1:10 v/v y dos 

volúmenes de etanol al 100 %, esta mezcla se dejó precipitando toda la noche a -

20 ºC. Posteriormente, se centrifugó a 11000 rpm por 60 min a 4 ºC, se decantó el 

sobrenadante y se lavó el botón de DNA con 1 mL de etanol al 70 %, se centrifugó 

a 11000 rpm durante 30 min a 4 ºC, se decantó el sobrenadante y el botón se 

secó a 80 ºC. Finalmente, el DNA se solubilizó en 50 !L de agua destilada estéril.  

 

8.2.11. Cuantificación de DNA genómico y circulante  
 

Para la cuantificación del DNA genómico y circulante extraído, se empleó el 

reactivo fluorescente Quanti-iT
TM 

PicoGreen (Invitrogen, EUA). Este reactivo se 

une al DNA de doble cadena y permite la liberación de una señal fluorescente que 

es posible cuantificar en un lector de fluorescencia Tecan Infinite
TM

 M200 (Tecan, 

Austria). Para esto se emplearon microplacas de 96 pozos, fondo plano, de 

poliestireno negro (Corning Costar, EUA). En cada pozo se agregaron 50 !L de 

muestra (1 ó 2 !L de muestra más 49 ó 48 !L de TE 1X) y 50 !L del reactivo 

PicoGreen diluído 1:200 en TE 1X. El PicoGreen se maneja en oscuridad a 

temperatura ambiente. La microplaca se incubó en agitación a temperatura 

ambiente durante 5 min. Posteriormente se realizó la lectura de fluorescencia en el 

lector, con una longitud de onda de excitación de  485 nm y una de emisión de 535 

nm. 

8.2.12. Análisis de la presencia de secuencias humanas específicas por PCR  
 

Para demostrar la transferencia de secuencias humanas al tejido hepático y en el 

plasma de ratas inoculadas con células SW480, se realizó una PCR para 

secuencias repetitivas Alu, las cuales son específicas del humano; y para el gen 

mutado de K-ras humano específico de la línea celular SW480. 

 

El tamaño de los amplicones y la secuencia de los primers empleados para el 

PCR de cada secuencia fueron: 200 pb para Alu-YD6 (5’-gagatcgagaccacggtgaaa-
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3’ y 3’-ttgctctgaggcagagttt-5’); y 107 pb para K-ras (5’-gactgaatataaacttgtggtagt-3’ y 

3’-ggacgaatatgatccaacaatag-5’). La amplificación por PCR se realizó en 

volúmenes de 20 µL, con 100 ng de DNA templado, 10 mmol/L de Tris-HCl (pH 

8.3), 100 !M de dNTPs, 1 !M de cada uno de los primers; y 5 mM de MgCl2 para 

Alu, 1.5 mM para K-ras. 

 

Después de una desnaturalización de 5 min a 94 ºC, seguida de 40 ciclos de 

amplificación y una extensión final de 5 min a 72 ºC. Los ciclos incluyeron la 

desnaturalización a 94 ºC por 30 seg, 30 seg de alineamiento a 61 ºC para Alu y 

59 ºC para K-ras; y 30 seg de extensión a 72 ºC.  

	
Para visualizar el amplificado de la PCR, se realizó un gel en agarosa al 2.5 %. 

Para esto se diluyó la agarosa en 12 mL de la solución amortiguadora TE 0.5 X, y 

se agregó 1 !$	 de GelRed para teñir el DNA y poder observarlo en un 

transiluminador.  

 

Como control de la PCR se usó agua estéril y como control negativo se utilizó 

DNA genómico de rata F344 o SD, dependiendo del modelo empleado. 

 

 

 

 

 
	
Motocito Resistente 
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Modelo del Hepatocito Resistente 
 

En la Fig. 8 se muestran los resultados de la histoquímica de la GGT. En los 

cortes del tejido hepático (Fig. 8A) se observó un mayor número de nódulos y de 

mayor tamaño en el grupo MHR + SW480 que en el grupo control (MHR) y el MHR 

+ HUVEC. Al realizar el análisis de imagen para cuantificar las lesiones nodulares 

(Fig. 8B) se detectó un mayor número de nódulos y porcentaje de área GGT 

positiva en el grupo MHR + SW480, 29 y 8.27 % respectivamente, en comparación 

con el grupo control (21 y 6.61 %). Estos resultados de la expresión de la GGT 

aunque muestran una tendencia, no son estadísticamente significativos (P = 

0.1153 y P = 0.1291 respectivamente). 

 

En el caso del grupo MHR + HUVEC se observó una disminución estadísticamente 

significativa del número de nódulos y del porcentaje de área GGT positiva (7 y 

1.75 % respectivamente) al comparar con el grupo control (P = 0.0275) (Fig. 8B). 

Lo cual se observó claramente en la tinción histoquímica de los cortes de tejido 

hepático (Fig. 8A). 
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Figura 8. Efecto de la inoculación de células malignas de origen humano en la 

expresión de la GGT. (A) Histoquímica de GGT en cortes de tejido hepático: (A1) 
Grupo control (MHR), (A2) Grupo MHR + SW480, (A3) Grupo MHR + HUVEC. (B) 
Efecto de la inoculación de células humanas en el número de nódulos/cm

2
 y en el 

porcentaje de área GGT positiva. Las diferencias entre el número de nódulos y 

área de estos grupos se obtuvieron al comparar con el grupo control (MHR). MHR 

(n = 8), MHR+SW480 (n = 6), MHR + HUVEC (n = 2). * P < 0.05 por t de student.  
 

Se procedió a demostrar la transferencia horizontal de genes provenientes de las 

células de origen humano al tejido hepático murino. La Fig. 9 es una imagen 

representativa de diferentes ensayos que muestra los resultados obtenidos de la 

PCR para la secuencia repetitiva humana Alu en el tejido hepático de los grupos 

control y MHR + SW480; en ninguno de ellos se pudo detectar la señal para Alu, la 

única señal positiva fue la del control positivo que corresponde a DNA genómico 

de la línea celular SW480. 
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Figura 9. Detección por PCR de la secuencia repetitiva humana Alu-Yd6. La 

secuencia específica humana (Alu) se buscó en el tejido hepático de las ratas del 

grupo control y del grupo MHR + SW480 (M: Marcador de 100 pb, Rata: DNA 

genómico de rata Fischer-344, SW480: DNA genómico de esta línea celular 

humana).  

 
 

Modelo de Yoshiji 

 

La Fig. 10 muestra la expresión de la GGT en los cortes de tejido hepático. Se 

observó un aumento en el número y tamaño de los nódulos en el grupo DEN + FB 

+ SW 2x (Fig. 10B) al comparar con el grupo control (Fig. 10A). Mientras que el 

grupo DEN + FB + Lc 2x (Fig. 10C) mostró una expresión de la GGT similar a la 

del grupo control. Esta observación se corroboró al cuantificar las lesiones 

nodulares GGT positivas; ya que como se muestra en la Fig. 11, se detectó un 

aumento en el número de nódulos y en el porcentaje de área GGT positiva en el 
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grupo DEN + FB + SW 2x (12 y 0.4 % respectivamente) al compararlo con el 

grupo control (8 y 0.25 % respectivamente); este aumento no fue significativo 

estadísticamente (P = 0.2029 y P = 0.1108 respectivamente). El grupo DEN + FB 

+ Lc 2x mostró una expresión de la GGT similar al grupo control, 7 nódulos/cm
2
 y 

un porcentaje de área de 0.2 % (Fig. 11). 

 

Con el objetivo de evaluar si un mayor número de inoculaciones celulares 

aumentaría en mayor proporción la expresión de la GGT, se añadieron los 

siguientes grupos experimentales: DEN + FB + SW 4x y DEN + FB + Lc 4x. Como 

se observa en la Fig. 10D, no hubo un aumento en el número de nódulos ni en su 

tamaño al comparar con el grupo control (Fig. 10A); lo que se confirmó con el 

análisis cuantitativo (Fig. 11), que muestra que un mayor número de inoculaciones 

no aumenta ni el número ni el porcentaje de área de nódulos GGT positivos (11 y 

0.33 % respectivamente) al hacer la comparación con el grupo control y con el 

grupo DEN + FB + SW 2X. En cambio, el grupo DEN + FB + Lc 4x presentó un 

aumento considerable (P < 0.05) en el número de nódulos y en el porcentaje de 

área GGT positiva, 21 y 3.62 % respectivamente (Fig. 10E y 11). 

 

En los últimos tres grupos experimentales se variaron los componentes del Modelo 

de Yoshiji, se eliminó ya sea el iniciador (DEN) o el promotor (FB) y en su lugar se 

inocularon células humanas con el fin de demostrar la participación del DNAcir en 

el proceso de carcinogénesis. En el grupo tratado únicamente con células SW480 

(SW) y en el grupo SW + FB no se detectó la expresión de la GGT (Fig. 10F y 

10G), ambos presentaron 0 nódulos/cm
2
 y un porcentaje de área del 0 % (Fig. 11). 

Mientras que en el grupo DEN + SW se detectó una expresión de la GGT similar a 

la del grupo control (Fig. 10H), con 10 nódulos/cm
2
 y un porcentaje de área del 

0.29 % (Fig. 11). 
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Figura 10. Detección histoquímica de nódulos de hepatocitos a las 8 

semanas. A: Grupo control (DEN + FB); B: DEN + FB + SW480 2x; C: DEN + 

FB + Lc 2x; D: DEN + FB + SW480 4x; E: DEN + FB + Lc 4x; F: Control de 

SW480 2x; G: SW480 2x + FB; H: DEN + SW480 4x.  
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Figura 11. Efecto de la inoculación de células malignas de origen humano en la 

expresión de la GGT; en el número de nódulos/cm
2
 y en el porcentaje de área 

GGT positiva. Las diferencias entre el número de nódulos y área de estos grupos 

se obtuvieron al comparar con el grupo control. Control (n = 8), DEN + FB + SW 

2x (n = 9), DEN + FB + Lc 2x (n = 6), DEN + FB + SW 4x (n = 2), DEN + FB + Lc 

4x (n =3), SW (n = 4), SW + FB (n = 4), DEN + SW 4x (n = 2). * P < 0.05 por t de 
student.  
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Al igual que en el modelo anterior, se buscó  demostrar la presencia de 

secuencias humanas mediante PCR. La Fig. 12 muestra la señal positiva para 

secuencias repetitivas Alu en el tejido hepático y en el plasma de las ratas tratadas 

con  DEN + SW 4x; además, en el plasma de las ratas de los grupos SW + FB, 

DEN + FB + Lc 4x, DEN + FB + SW 4x también detectaron secuencias repetitivas 

Alu. 

 
 

 
 
Figura 12. Detección por PCR de la secuencia repetitiva humana Alu-Yd6 en el 

tejido hepático y plasma de ratas SD (M: Marcador de 100 pb, Rata: DNA 

genómico de hígado de rata SD). 

 

 

 

En este modelo también se buscó la presencia de la secuencia K-ras mutada, que 

corresponde a una secuencia específica de la línea celular humana SW480. Se 

encontró señal positiva para K-ras en el tejido hepático y en el plasma de ratas 

tratadas con DEN + SW 4x (Fig. 13). 
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Figura 13. Detección por PCR del gen humano K-ras mutado en el tejido hepático 

y plasma de ratas SD (M: Marcador de 100 pb, Rata: DNA genómico de hígado de 

rata SD). 
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10. DISCUSIÓN 
	
La actividad transformante del DNAcir y su participación en la tumorigénesis ha 

sido reportada y estudiada por diferentes grupos de investigación; sin embargo, 

aunque se ha demostrado su participación en la tumorigénesis y metástasis en 

algunos modelos, aún no se ha determinado realmente su papel en el proceso de  

carcinogénesis (53,54,57); tampoco se tiene claro su modo de acción como 

carcinógeno. Existe la teoría de la captación de oncogenes por medio de la 

transferencia del DNAcir, lo que le confiere a la célula susceptible los genes 

necesarios para su transformación (55). En otro reporte Mittra et al. (2015), 

demostraron que el DNAcir no sólo es captado por las células susceptibles, sino 

que también es integrado al DNA genómico de la célula receptora por medio de 

los mecanismos de reparación del rompimiento de la doble cadena, generando así 

un daño o mutación en el DNA celular que promueve la transformación de una 

célula sana a una cancerosa (58). 

 

Para demostrar la capacidad transformativa del DNAcir y su participación en el 

proceso de carcinogénesis, se decidió utilizar dos modelos murinos de 

hepatocarcinogénesis. 

	
En el primer modelo que se empleó (MHR), aunque sí se detectó un aumento en 

la expresión de la GGT en las ratas inoculadas dos veces con células SW480 (Fig. 

8), este aumento no fue estadísticamente significativo y al realizar los ensayos de 

PCR (Fig. 9) no fue posible encontrar secuencias humanas en el tejido hepático de 

este grupo experimental, por lo cual se consideraron dos posibles explicaciones:  

la THG de origen humano a células murinas no esta sucediendo, o el número de 

inoculaciones de células SW480 no fue suficiente; siendo esto último lo más 

probable. Hay reportes de experimentos in vivo en donde observaron la presencia 

de secuencias humanas (K-ras) en el plasma de los animales de experimentación, 

pero en estos casos las células inoculadas como fuente de DNAcir en el animal 

formaron un tumor, el cual se encuentra secretando DNAcir de forma continua 
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(54,57). En nuestro caso, ninguno de los modelos empleados presentó la 

formación de un tumor debido a que las ratas que empleamos eran 

inmunocompetentes; es decir, su sistema inmune no permite la formación de un 

tumor al reconocer a las células humanas como elementos ajenos a el, por lo que 

las elimina, limitando así la liberación del DNAcir. En el trabajo de Trejo-Becerril et 

al. (2012), se colectaron, de los animales que sólo fueron inoculados con la células 

SW480, las zonas de inoculación y se hicieron cortes y tinciones HE; 

observándose y demostrándose que las células inoculadas son eliminadas 

inmediatamente, de tal manera que para el día 7 después de haber sido 

inoculadas, las células humanas ya han sido completamente eliminadas (59). 

Debido a estos antecedente, se decidió incluir un nuevo grupo experimental en 

dónde se aumento el número de inoculaciones de células SW480, de dos a cuatro, 

una inoculación por semana. Pero debido a problemas técnicos presentados en la 

hepatectomía, los que generaron un aumento importante en la mortalidad de los 

animales, no fue posible seguir con este modelo y se decidió continuar con un 

nuevo modelo de carcinogénesis, el cual es menos invasivo y agresivo para los 

animales. 

 

Aún así, se obtuvieron resultados interesantes en el MHR. El grupo experimental 

al que se le inocularon células HUVEC, las cuales se emplearon como control de 

células normales, arrojó un resultado diferente al esperado; para este grupo se 

esperaba que la expresión de la GGT fuera similar a la observada en el grupo 

control; sin embargo se encontró que tanto el número de nódulos GGT positivos 

como su área, disminuyeron considerablemente (P < 0.05).  Hasta hoy, no hay 

reportes de transformación celular generada por células normales, aunque si se ha 

reportado la liberación de DNAcir por células no malignas (60,61); más aún, en el 

plasma de personas sanas la concentración de DNAcir es menor que en pacientes 

que padecen diferentes tipos de cáncer (45), razón por lo cual el resultado 

esperado para este grupo  era similar a lo observado para el grupo control; sin 

embargo, se observó una disminución importante en la expresión de la GGT en el 

grupo inoculado con células HUVEC. Con este diseño experimental no es posible 
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descartar la acción de otros factores circulantes, diferentes al DNA, secretados por 

las células HUVEC, y no por las células SW480, que tal vez confieran un efecto 

inhibitorio en el desarrollo del carcinoma hepatocelular. Entonces, sería importante 

diseñar una nueva estrategia experimental para determinar la participación de 

factores circulantes secretados por células normales, que eviten el daño por 

carcinógenos. Recientemente García-Arranz y colaboradores reportaron la 

protección in vitro conferida por el DNAcir de origen no tumoral (62), lo cual 

también podría explicar los resultados observados. Es importante repetir este 

grupo con un mayor número de animales y además la administración de 

proteinasas y DNasa I para asegurar que el efecto observado se deba al DNAcir, o 

en su defecto a alguna proteína.  

 

En el Modelo de Yoshiji, también se observó un aumento, en comparación con el 

control de carcinógenos,  en la expresión de la GGT en el grupo inoculado dos 

veces con células SW480, este aumento no fue estadísticamente significativo; sin 

embargo, sugiere nuevamente la posible participación del DNAcir en el proceso de 

carcinogénesis. 

 

Por los resultados observados en el MHR y en el Modelo de Yoshiji, se decidió 

administrar dosis repetidas de las células SW480, por lo que se añadió un grupo 

en el cual se inocularon 4 dosis de células, una vez a la semana por cuatro 

semanas. Sorprendentemente, los resultados (Fig. 11) no muestran un  aumento 

en la expresión de la GGT al compararse con el grupo inoculado dos veces con 

células SW480. El sistema inmune de la rata podría explicar los resultados 

observados; ya que después de la primera inoculación se activa una respuesta 

inmune capaz de detectar los antígenos humanos de forma rápida y específica 

(63), neutralizándolos e impidiendo su llegada al hígado, dónde se encuentran las 

células iniciadas, de tal forma que el DNAcir que llega al hígado es probablemente 

resultado de la primera inoculación, y es el efecto que estamos observando. 
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En este modelo se inocularon linfocitos aislados de la sangre periférica de 

donadores sanos como control de células normales. Se decidió linfocitos en lugar 

de células HUVEC debido a la accesibilidad de este tipo celular. En la Fig. 11 se 

observa que al inocular linfocitos en dos ocasiones, el número de nódulos GGT 

positivos y su área se mantiene prácticamente igual a lo observado para el grupo 

control. Este resultado es lo inicialmente esperado para este grupo experimental, 

pero difiere del resultado observado en el modelo anterior para las células 

HUVEC. Existe evidencia de una gran proporción de células madre en las células 

HUVEC (64); y a este tipo de células se le ha atribuido una capacidad 

regenerativa, ya que secretan factores solubles que participan en la homeostasis 

de diferentes tejidos (65), lo cual podría explicar la protección observada en  el 

modelo anterior; algunos ejemplos que refuerzan esta hipótesis, son el trabajo 

recientemente publicado de Mao et al., quienes reportaron que al inyectar vía 

intramuscular células madre mesenquimales derivadas del cordón umbilical 

humano (hucMSC) a ratas con una cardiomiopatía dilata, observaron una mejora 

en la función cardiaca, ellos atribuyen este efecto a la regulación mediada por 

citocinas, aunque aún no saben cuales (66); otro grupo de investigación reportó 

que las células hucMSC reducen la fibrosis en ratones con daño pulmonar 

inducido con Bleomicina (67). Es por estos antecedentes que los linfocitos 

funcionan como un mejor control de células sanas para este diseño experimental, 

ya que no sólo son más accesibles, sino que al parecer no secretan factores 

circulantes de protección; aunque el control de células sanas ideal, sería cultivo 

primario de colon humano sano, ya que estas células pertenecen a la misma 

estirpe celular que las células SW480. 

 

Al inocular cuatro dosis de linfocitos humanos se observó un fenómeno 

importante; el número de nódulos GGT positivos y su área fue considerablemente 

mayor (P < 0.05) al comparar con el grupo control; es importante señalar que para 

el grupo inoculado con dos dosis de linfocitos se hizo un pool de la sangre de tres 

donadores sanos para la primera inoculación y la sangre de esos mismos tres 

donadores fue empleada para la segunda inoculación. En cambio, en el grupo de 
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ratas inoculadas con cuatro dosis de linfocitos, se decidió emplear  la sangre 

obtenida del banco de sangre del INCan, y para cada inoculación se aislaron 

linfocitos de diferentes donadores lo cual representa un diversidad de antígenos 

para los que el sistema inmune debe montar una respuesta inmune diferente. Este 

hecho, podría propiciar la liberación de diferentes citocinas o alguna otra proteína 

que potencíe el daño ocasionado por los carcinógenos; es por ello que se debe 

considerar trabajar siempre con los mismos donadores para evitar estas variables 

en el estudio.  

 

Finalmente, para poder determinar si el DNAcir participa como iniciador o promotor 

en el proceso de carcinogénesis, fue necesario evaluar si la inoculación de las 

células SW480 por si sola era capaz de desencadenar el proceso de 

carcinogénesis. Los resultados muestran que no; en los cortes hepáticos no fue 

posible detectar ni un sólo nódulo GGT positivo, esto concuerda con lo observado 

por Trejo-Becerril et al., ellos no fueron capaces de transformar in vitro fibroblastos 

provenientes de un cultivo primario con el sobrenadante de células SW480, y en 

su modelo in vivo no se generó ningún tumor en el colon de ratas inoculadas 

únicamente con estas células (57). En conjunto estos resultados comprueban que 

el DNAcir por sí solo no es capaz de transformar células sin un daño previo, ni 

desencadenar el proceso de carcinogénesis. Aunque con este resultado no queda 

descartado el papel iniciador del DNAcir, debido a que como bien se sabe, un 

iniciador por si solo no es capaz de desencadenar el proceso de carcinogénesis, 

para esto necesita de un agente promotor (13,14). Por esta razón se inoculó a un 

grupo de ratas células SW480 como agente iniciador y fenobarbital como agente 

promotor; los resultados no muestran la formación de lesiones preneoplásicas en 

ninguno de los cortes hepáticos analizados, lo cual indica que el DNAcir no funge 

como iniciador en el proceso de carcinogénesis. Posteriormente, se evaluó la 

capacidad promotora del DNAcir; para ello se incluyó un grupo en el cual se inició 

el proceso de carcinogénesis con DEN y como posible promotor se inocularon 

células SW480 como fuente de DNAcir.  Se demostró que con este tratamiento es 

posible detectar una expresión de la GGT similar a la observada en el grupo 
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control donde el fenobarbital funge como promotor; este hallazgo sugiere 

fuertemente la participación del DNAcir como promotor en el proceso de 

carcinogénesis. 

 

Para demostrar el objetivo principal de este trabajo, fue necesario realizar ensayos 

de PCR con el fin de buscar secuencias específicas humanas (Alu y K-ras), para 

así apoyar nuestra hipótesis en la cual se establece que la THG del DNAcir 

liberado por las células de origen tumoral humano SW480, tiene un papel 

promotor en el proceso de carcinogénesis. En la Fig. 12 y 13 se muestra un gel de 

agarosa con los amplificados de la PCR positivos para Alu y K-ras; sólo fue 

posible encontrar estas secuencias humanas en el tejido de ratas tratadas con 

dosis repetidas de SW480, esto muestra que aunque un mayor número de 

inoculaciones no aumenta la expresión de la GGT si permite la detección de la 

THG, es decir la cantidad de DNAcir liberado por dos dosis de células SW480 es 

muy baja y, o no se lleva a cabo la THG o la cantidad es tan baja que no es 

posible detectarla mediante una PCR convencional, con lo cual se sugiere el 

empleo de una técnica más sensible para su detección como la PCR en tiempo 

real.  

 

En este modelo también realizamos ensayos de PCR en el plasma de las ratas  

pertenecientes a los diferentes grupos experimentales, y fue posible detectar 

secuencias humanas en el plasma de las ratas que fueron inoculadas con células, 

tanto SW480 como linfocitos. Este resultado indica que probablemente las células 

que captaron el DNAcir ahora se encuentran liberándolo activamente, esto 

concuerda con la teoría postulada por el grupo de García-Olmo, la teoría de la 

genometástasis, en la que menciona que el DNAcir proveniente de las células de 

un tumor primario es capaz de llegar a través de la circulación a órganos 

secundarios donde además puede ser captado por células susceptibles y 

favorecer su transformación, es decir metástasis (54). Es importante repetir estos 

ensayos y postergar el sacrifico hasta los 9 o 12 meses de tratamiento, cuando el 
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hepatocarcinoma se presente, para así poder evaluar la THG y tal vez observar 

metástasis.  

Los resultados obtenidos en este trabajo, principalmente los resultados obtenidos 

en el Modelo de Yoshiji, proporcionan evidencia que sugiere la participación del 

DNAcir como agente promotor; sin embargo, es necesario emplear un mayor 

número de animales y ya que las células secretan otros componentes celulares 

como citocinas y RNA además del DNAcir, es necesario adicionar condiciones que 

apoyen su participación en el proceso de carcinogénesis; para ello sería necesario 

inocular proteinasas y DNasa I para degradar tanto a  las proteínas asociadas y no 

asociadas al DNAcir como el DNAcir y así evaluar su efecto en la expresión de la 

GGT.  

 

11. CONCLUSIÓN 
 

Los resultados obtenidos en este trabajo con el Modelo de Yoshiji sugieren 

fuertemente la participación del DNAcir como agente promotor en el proceso de 

carcinogénesis. 

 

- En el MHR se observó una mayor expresión de la GGT en los animales 

tratados con DEN + 2AAF +SW480; sin embargo, no se detectó la 

presencia de secuencias específicas humanas en el tejido hepático de este 

grupo experimental, por lo que no se pudo demostrar la participación del 

DNAcir en el proceso de carcinogénesis en este modelo, razón por la cual 

se decidió emplear un segundo modelo de hepatocarcinogénesis. 

 

- En el grupo experimental tratado con células HUVEC en el MHR, se 

observó una disminución en la expresión de la GGT, lo que sugiere la 

participación del DNAcir de estas células u otros factores circulantes como 

agentes de protección. 
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- El Modelo de Yoshiji, en comparación con el MHR resultó ser más sencillo y 

menos agresivo; lo cual permitió la evaluación de la hipótesis propuesta. 

Sin embargo, es necesario desarrollar este modelo por un tiempo mayor a 

dos meses debido a que los nódulos GGT (+) son muy pequeños a este 

tiempo. 

 

- En el Modelo de Yoshiji, se demostró la participación del DNAcir en la 

promoción de la carcinogénesis; se observó que la inoculación de células 

SW480 por sí solas no es suficiente para desencadenar el proceso de 

carcinogénesis, lo mismo se observó al sustituir el DEN en el modelo por 

células SW480, con lo cual se descarta la participación del DNAcir en la 

etapa de iniciación. Sin embargo, al sustituir el FB (promotor) con células 

SW480 se observó una expresión similar de la GGT que la del grupo 

control; lo cual apoya la hipótesis propuesta. Además fue posible encontrar 

secuencias humanas específicas no sólo en el tejido hepático, sino también 

el  plasma de las ratas tratadas con células de origen humano, lo cual 

refuerza la teoría de la transferencia horizontal de genes, 
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APÉNDICE I: SOLUCIONES 

 

Purificación de linfocitos 

Solución amortiguadora de amonio, cloro y potasio (ACK), pH 7.2 

Cloruro de amonio    4.145 g 

Bicarbonato de potasio   1 g 

EDTA sal disódica    37.2 mg 

Agua bidestilada    aforar a 500 mL 

 

Es importante filtrar la solución con un filtro de 0.22 µm. 

 

Aislamiento de DNA 

Buffer de extracción, pH 7.8 

Tris-base     10 mM 

EDTA      0.02 M 

SDS      0.5 % 
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