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Resumen

Introduccion: El carcinoma hepatocelular (CHC) es el segundo cancer mas letal a nivel
mundial. Para reproducir su desarrollo cronolégicamente, se han utilizado diferentes modelos
en roedores, los cuales consisten en la administracion de agentes hepatocarcinogénicos como
la dietilnitrosamina (DEN). En el ser humano, esta enfermedad se desarrolla tras la
exposicion prolongada a pequeiias cantidades de diferentes agentes etiologicos, incluida la
DEN. En esta investigacion caracterizamos un modelo de CHC inducido por la
administracion constante de dosis bajas de DEN en el raton; de utilidad para estudiar tanto el
desarrollo del CHC como su promocioén por el efecto sinérgico de la exposicion a pequefias
cantidades de otros agentes hepatotdxicos.

Objetivo: Desarrollar un modelo experimental en el raton, que reproduzca el desarrollo del
CHC de una manera semejante a como ocurre en el ser humano.

Metodologia: Ratones macho C57BL/6 fueron tratados con 2.5, 5 y 20 mg de DEN/kg de
peso corporal, dos veces por semana, durante seis, diez, catorce y dieciocho semanas.
Posteriormente, mediante analisis histopatologicos y de biologia molecular determinamos el
efecto de la DEN a través de marcadores de hepatocarcinogénesis, de proliferacion celular y
apoptosis; del metabolismo de la DEN y del dafio oxidativo producido por este carcindgeno.
Resultados: La dosis de DEN de mayor efectividad para inducir la hepatocarcinogénesis fue
la de 20 mg/kg ya que indujo la produccion de fibras de colageno, tumores hepaticos y
metdastasis pulmonar (en el 60% de los animales) a las 18 semanas de administracion.
Aunque, la expresion del marcador tumoral Gstpl y de una de las enzimas que metaboliza la
DEN, el Cyp2el, fueron inducidas por las dosis de 2.5 y 5 mg/kg; éstos disminuyeron con la
dosis de 20 mg/kg. Por su parte, mientras que la expresion de los marcadores de proliferacion
Ki67 y PCNA fue incrementada; la de la pro-caspasa 3 se observo disminuida en todas las
dosis evaluadas. Estos parametros estuvieron asociados a un incremento tanto de las especies
reactivas (EROs) como de la produccion de aductos del 4-hidroxinonenal (4-HNE), un
marcador de dafio oxidativo.

Conclusién: Nuestros resultados indican que mientras la dosis de 20 mg/kg de DEN
reproduce la progresion del CHC, las de 2.5 y 5 mg/kg podrian ser utiles para determinar el
efecto sinérgico de este carcindgeno con otros agentes hepatotoxicos como el etanol; con la
finalidad de estudiar blancos terapéuticos antes o en un periodo no mayor a las dieciocho

semanas de exposicion a la DEN.



Abstract

Introduction: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second most lethal cancer worldwide.
To chronologically reproduce its progression, several murine models have been developed
using hepatocarcinogenic agents such as high diethylnitrosamine (DEN) doses. However, in
human the HCC appears after a long exposition period to small amounts of different
etiological agents including DEN. Thus, we characterized a HCC experimental model
administering low DEN doses to determine the HCC induction by the synergic effect of low
amounts of hepatotoxic agents.

Aim: To develop an experimental mouse model that better reproduces the HCC as occurs in
humans.

Methods: C57BL/6 male mice were subjected to 2.5, 5, and 20 DEN mg/kg body weight
(twice/week, 1.p.), during 6, 10, 14 and 18 weeks. Then, we determined its effect on HCC
markers, cell proliferation and apoptosis, DEN metabolism and oxidative damage, through
molecular biology and histopathological analyses.

Results: DEN (20 mg/kg) induced collagen fibers production, tumors and lung metastasis
(60% animals) after 18 weeks. Although the expression of the tumor marker Gstp1 and that
of Cyp2el, a DEN metabolizing enzyme, were induced by DEN at 2.5 and 5 mg/kg, both
decreased with 20 mg/kg. Interestingly, their expression were mainly located in nodular
areas. While the levels expression of proliferation markers Ki67 and PCNA were increased,
procaspase-3 levels was decreased with all DEN doses. These results are associated to
increased levels of both Reactive Oxygen Species (ROS) and 4-hydroxynonenal (4-HNE)
adducts, an oxidative injury marker.

Conclusion: Our results indicate that while DEN at 20 mg/kg reproduces the HCC
progression, at 2.5, 5 mg/kg, it might be useful to determine the synergic effects of
hepatotoxic agents such as DEN/ethanol. This in order to look for therapeutic targets either
earlier or up to 18 weeks after DEN exposure.



Capitulo 1. Introduccion

1.1 Céancer hepatico

Para el ser humano el principal problema de salud a nivel mundial es el cancer; en paises
econémicamente desarrollados es la principal causa de muerte y en paises en desarrollo ocupa
el segundo lugar. Ademas, la incidencia del cancer estd en constante incremento debido al
envejecimiento y crecimiento de la poblacidn; asi como también, por el estilo de vida y por
los habitos de algunas poblaciones los cuales favorecen el desarrollo del cancer incluyendo
el tabaquismo, el sedentarismo y las dietas no equilibradas'.

El cancer de higado es el quinto mas frecuente en hombres y el noveno en mujeres con
aproximadamente 500,000 y 200,000 casos nuevos anuales respectivamente; sin embargo,
¢éste escala a la segunda posicion en muerte por ano. En general, las personas diagnosticadas
con cancer de higado tienen un prondstico de vida poco alentador; la relacién entre la
incidencia y mortalidad es de 0.95; ésta es una buena razén para considerar que la
comprension detallada de esta enfermedad es importante tanto para detectar personas en
riesgo como para brindarles un diagnostico oportuno y asi someterlas a una intervencion

médica anticipada®.

1.2 Carcinoma hepatocelular

El carcinoma hepatocelular (CHC) representa del 85% al 90% de los tumores malignos en el
higado; por lo tanto, estd considerado como el principal tipo de tumor primario hepatico.
Dentro de los principales factores de riesgo para esta enfermedad se encuentran la infeccion
por el virus de la hepatitis B (VHB) o el virus de la hepatitis C (VHC), el consumo cronico
de alcohol, la obesidad y el consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas®. Casi todos
los factores de riesgo ocasionan CHC mediante un proceso muy prolongado, en promedio 20
afos, de necroinflamacion cronica y proliferacion de los hepatocitos que conlleva a la fibrosis
y cirrosis hepética y que eventualmente puede culminar en CHC*.

Los factores de riesgo del CHC inicialmente ocasionan alteraciones cronicas que conducen
al desarrollo de la cirrosis; una importante etapa precancerosa que puede promover el
desarrollo del cancer. El CHC se desarrolla en el 90% de los casos en pacientes con cirrosis

y su incidencia aumenta con la gravedad de ésta. Sin embargo, en el 10% de los casos
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restantes el CHC se ha observado en pacientes sin cirrosis relacionado principalmente con el
sindrome metabolico, infeccion por VHB o con alguna etiologia conocida. En estos ultimos
pacientes, se ha planteado la hipotesis de que la exposicion a factores de riesgo adicionales
y/o la predisposicion genética podrian contribuir significativamente al desarrollo del CHC.
En general, los factores de riesgo en conjunto pueden también influir de manera sinérgica y
jugar un papel importante en el desarrollo del CHC?.

Adicionalmente, el CHC se caracteriza por ser una enfermedad altamente heterogénea por
distintos factores. Primero, existen varios factores etioldgicos como virus con genoma de
RNA o DNA, agentes quimicos (como alcohol y aflatoxinas), enfermedades metabolicas
innatas y adquiridas los cuales incrementan la heterogeneidad de la enfermedad. Otro factor
relevante es que el CHC puede originarse tanto a partir de hepatocitos maduros como de
células progenitoras y asi, dependiendo de su origen, el fenotipo de la enfermedad puede ser
diferente. Ademas, como en otros tipos de cancer, durante el desarrollo del CHC se puede
llevar a cabo un proceso genético dindmico que puede influir y cambiar la morfologia y las
caracteristicas moleculares en la medida que avanza la enfermedad que puede resultar en un

genotipo tnico en una poblacion celular determinada’.

1.3 Estrés oxidativo y carcinoma hepatocelular

El concepto de estrés oxidativo se utiliza para indicar el resultado del dafio oxidativo a las
principales biomoléculas como son 4cidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos, el
cual ocurre cuando moléculas relacionadas con el estrés oxidativo, como las especies
reactivas de oxigeno (EROs), exceden la capacidad de defensa antioxidante celular y con ello
tener un efecto negativo por su papel en la mutagénesis y en las consecuentes aberraciones
cromosomales. Esto altera las respuestas funcionales de la célula como la adhesion, el
metabolismo, la muerte y el ciclo celular, asi como varias vias de sefalizacion. Las células
pueden tolerar niveles bajos de estrés oxidativo por poco tiempo, pero en un estado cronico
la capacidad de defensa antioxidante y los sistemas de reparacion de las células pueden ser
deficientes y asi provocar una acumulacion progresiva de EROs y otros radicales.

Las EROs son moléculas reactivas derivadas del oxigeno y son tanto degradadas como
formadas por todos los organismos aerobios. Las EROs son necesarias en concentraciones

fisioldgicas para varias funciones celulares como la defensa contra organismos patégenos y
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de células cancerosas . Varios factores de riesgo asociados con la inflamacion cronica, como
la infeccion por virus de hepatitis o el higado graso, pueden inducir estrés oxidativo en los
hepatocitos; en parte esto se debe a que al activarse durante la inflamacion, las células de
Kupffer y los neutréfilos, producen EROs en exceso’. El estrés oxidativo y el incremento del
nivel de EROs intracelular pueden generar alteraciones genéticas y epigenéticas con un papel
central en la regulacion de genes pro-inflamatorios, supresores de tumores y oncogenes

involucrados en el desarrollo del CHC®.

1.4 Proliferacion celular en la carcinogénesis

La proliferacion celular tiene un papel importante en la progresion y desarrollo del cancer;
en gran parte debido a la expresion alterada y/o a la actividad de proteinas involucradas en el
ciclo celular. Las etapas tempranas del desarrollo tumoral estan asociadas con la respuesta
fibrogénica, con lo cual se favorece la sobrevivencia y proliferacion de células troncales
cancerigenas. Mientras que el crecimiento y sobrevivencia de las células normales estan bajo
el control parcial de factores de crecimiento, las alteraciones en las vias de sefializacion,
resultantes de mutaciones y/o cambios epigenéticos, hacen que las células cancerosas sean
resistentes e independientes de estas vias. A su vez, estos cambios favorecen la estimulacion
constitutiva de las vias que promueven la proliferacion celular alterada®.

La proteina nuclear Ki67 estd asociada con la actividad proliferativa de poblaciones de
células intrinsecas en tumores malignos; por esta razon es cominmente utilizada como
marcador de proliferacion durante procesos de carcinogénesis. La proteina Ki67 se encuentra
en las fases activas del ciclo celular G1, S, G2 y M; sin embargo, estd ausente en la fase GO.
Se ha observado una disminucidn en los niveles de su expresion durante la anafase y telofase;
sin embargo, el pico de mayor expresion se ha reportado en las fases tempranas de la mitosis’.
Por su parte, el antigeno nuclear de células proliferativas (PCNA) se ha asociado con la
promocion de la proliferacion celular; la expresion maxima de PCNA se ha reportado durante
la fase S y estd ausente durante la mitosis y en células quiescentes'®. PCNA también esta
involucrada en otros fenémenos celulares como la remodelacion de la cromatina, la
reparacion del ADN y la cohesion de la cromdtida hermana. PCNA ha sido utilizado
frecuentemente como marcador del ciclo celular debido a su participacion crucial durante la

proliferacion celular y su estrecha asociacion en la transformacion de una célula normal hacia
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el cancer; esto ha dado como resultado que sea de utilidad como marcador de diagnostico y

prondstico de alteraciones en el ciclo celular!’.

1.5 Apoptosis en la carcinogenesis

La apoptosis es un fenomeno bioldgico selectivo, controlado y genéticamente programado
de muerte celular. Esta ocurre como un proceso normal en donde se eliminan células dafiadas,
infectadas o células que han llegado al final de su ciclo'?. Sin embargo, hay alteraciones en
el proceso apoptotico que contribuyen al desarrollo de algunas enfermedades como el cancer.
Este proceso es regulado por un mecanismo complejo que involucra proteasas, caspasas,
activadores e inhibidores de proteasas. En el higado, la apoptosis desempeina un papel central
en la patogénesis de las lesiones hepaticas toxicas que puede culminar en el CHC',
Durante la apoptosis se activan las caspasas, una familia de proteinas cistein-proteasas con
especificidad por residuos de acido aspartico. Las caspasas activadas cortan una variedad de
proteinas blanco, lo cual deshabilita procesos celulares vitales y resulta en la descomposicion
de elementos estructurales de la célula'®. La caspasa 8 recluta a la pro-caspasa 3 para activarla
mediante un corte proteolitico en residuos de acido aspartico especificos; con ello, se forman
dos subunidades con masa molecular de 17 y 12 kDa. Esto ocasiona que ambas subunidades
se asocien una con la otra y se genere la caspasa 3, la cual es la forma activa de esta caspasa.
Ademas, se ha reportado que la caspasa 3 se expresa de manera ubicua en varios tejidos
incluso en el higado, aunque también su alteracion ha sido asociada con algunas

enfermedades incluido el CHC.!3

1.6 La glutatién S-transferasa Pi 1 como marcador de hepatocarcinogénesis

Las glutation S-transferasas (GSTs) son una familia de enzimas que son conocidas por su rol
citoprotector y por su participacion en el desarrollo de la resistencia a medicamentos contra
el cancer. Las GSTs catalizan la conjugacion del glutation con diferentes moléculas y con
ello la formacién de conjugados del glutation que son eliminados por la bilis o transportados
al rifion'. La familia de las GSTs esta conformada por ocho isoformas: alpha (GSTA), mu
(GSTM), pi (GSTP), theta (GSTT), tau (GSTZ), sigma (GSTS), omicron (GSTO) y kappa
(GSTK). Una de las isoformas mas estudiadas es la GSTP, especificamente la glutation S-

transferasa pi 1 (GSTP1). Se ha reportado que el polimorfismo en [le105Val de GSTP1 esta
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asociado como factor de riesgo en varios tipos de cancer (cancer colorectal y de eso6fago);
también, en biopsias de CHC de seres humanos se ha encontrado que su expresion esta
alterada. Adicionalmente, la GSTP1 también ha sido caracterizada como un marcador de
cancer hepatico'®. En pacientes con CHC se ha detectado que la GSTP1 est4 metilada'’, se
ha sugerido que ésta metilacion es un marcador prometedor para el diagnostico de la

enfermedad'®.

1.7 Modelos animales

El estudio de la gran mayoria de los procesos biologicos tanto normales como patologicos se
ha apoyado en el uso de modelos animales principalmente roedores. Estos son considerados
una herramienta crucial debido a las similitudes genéticas y fisioldgicas con los seres
humanos. Debido a su corto ciclo de vida, su capacidad reproductiva y la factibilidad de una
variedad de métodos de manipulacion tanto genética como de respuesta a la exposicion a
diferentes sustancias; el ratdon se ha posicionado como uno de los modelos mas utilizados.
Aunque en la actualidad hay una variedad de modelos de ratones para estudiar el cancer
hepatico, la universalidad de cada modelo esta limitada debido a que, a diferencia de otros
tipos de cancer, el cancer de higado se puede desarrollar por diferentes etiologias y cada una
puede afectar a un grupo distinto de genes, lo cual puede culminar en la heterogeneidad
genética del cancer hepatico. Aunque los modelos pueden imitar la relacién tumor huésped,
realizar andlisis de firmacos, experimentos terapéuticos y simular algunas etapas de la
hepatocarcinogénesis, hasta la fecha no se cuenta con un modelo ideal para estudiar todos los
propositos; asi, cada modelo reportado hasta ahora sélo puede recapitular algunos aspectos
de la hepatocarcinogénesis. Por ello el modelo a utilizar dependera de la pregunta de

investigacion que se pretenda contestar'®,

1.8 Hepatocarcinogénesis experimental

La hepatocarcinogénesis experimental es un fendémeno donde se reproduce alguna etapa del
desarrollo del CHC mediante la exposicion a alguna sustancia cancerigena y/o hepatotoxica.
Esta se puede inducir por varios agentes quimicos como aminas aromaticas, colorantes
azoicos, nitrosaminas y aflatoxinas®. Existen dos tipos de compuestos carcinogénicos; el

primero, el grupo de compuestos genotoxicos, los cuales se caracterizan por su capacidad

13



para inducir cambios estructurales en el ADN; y el segundo, el grupo de compuestos
promotores, éstos carecen de la capacidad genotoxica directa, pero promueven la formacion
de tumores después de la iniciacion por un compuesto hepatotdxico. La administracion en
cantidades y tiempo suficiente de €stos agentes quimicos pueden inducir la formacion de
tumores hepaticos. La ventaja de los modelos de hepatocarcinogénesis inducida
quimicamente es que se puede imitar el ciclo de lesion-fibrosis-malignidad visto en seres
humanos. Esto los convierte en los modelos mas usados para la investigacion del CHC?'. Se
han utilizado principalmente compuestos sintéticos como la dietilnitrosamina (DEN),
dimetilnitrosamina, etilnitrosourea, 2-acetilaminofluoreno, tetracloruro de carbono y 1,2-
dicloroetano; sin embargo, también se han utilizado sustancias naturales como las aflatoxinas
para inducir la hepatocarcinogénesis®’. Se ha demostrado en modelos animales que la DEN
puede inducir en tiempos cortos (en pocas semanas) la formacion de lesiones preneoplasicas
que culminan en CHC. Por estas razones la DEN ha sido uno de los agentes

hepatocarcinogénicos mas empleados experimentalmente®’,

1.9 Hepatocarcinogénesis inducida por la DEN

La DEN es un liquido amarillento que puede ser disuelto en agua, etanol, dietil éter y otros
solventes organicos. Se ha reportado que los seres humanos pueden estar expuestos de
manera constante a la DEN. Al respecto, se ha reportado que esta sustancia se encuentra en
el aire de algunas ciudades en cantidades de 200 mg/m>, se han encontrado hasta 8.3 ng de
DEN por cigarro de tabaco comercial, en algunos tipos de quesos se ha encontrado hasta 1
pg/kg. en diferentes tipos de pescados ahumados se ha observado que pueden encontrarse
hasta 4pg/kg de DEN, hasta 1pg/kg en el tocino frito y hasta 0.1 pg/kg en varias bebidas
alcoholicas (brandy, cofiac, ron, whisky y sidra)®>.

La DEN es considerada un agente carcinogénico debido principalmente a su capacidad
alquilante, que permite la formacion de aductos con el ADN. Para que esto ocurra, la DEN
primeramente es hidroxilada a a-hidroxilnitrosamina, este primer paso de bioactivacion es
dependiente de oxigeno y NADPH, y se ha reportado que este proceso esta mediado por
enzimas de la familia de citocromo P450. Posteriormente, se produce la formacion de un i6n
electrofilico de etildiazonio; éste ltimo, es el causante del dano al ADN debido a su

reactividad con las bases nitrogenadas, con las cuales forma los aductos.

14



También se ha reportado que la DEN es mas eficiente de manera dosis dependiente; es decir,
una Unica dosis baja no es suficiente para la formacion de neoplasias; sin embargo, una sola
dosis alta es suficiente para inducir el CHC después de un tiempo de latencia. Los
mecanismos de reparacion del ADN como la unidon de extremos no homologos, reparacion
por recombinacion y reparacion de escision de base; son suficientes para prevenir la
mutagenicidad de los aductos al ADN formados al administrar DEN en una tnica dosis baja.
También, se ha reportado que la DEN puede contribuir en la hepatocarcinogénesis por medio
de la induccién de estrés oxidativo, ya que hay una produccion exacerbada de las EROs
generadas por su metabolismo a través del sistema enzimatico dependiente de citocromo
P450, esto en gran parte genera estrés oxidativo por la formacion de peroxido de hidrogeno
y de anidn superdxido. La EROs causan dafio al ADN, proteinas y lipidos; ademas, el estrés
oxidativo tiene un rol importante en el proceso de carcinogénesis?!.

Se ha observado que cuando se administra una sola dosis de DEN en ratones, el desarrollo
del CHC también depende del sexo, la edad y la cepa del animal. En ratones jovenes (de
pocos dias de nacidos) el CHC se desarrolla rapidamente, debido a la alta tasa de
proliferacion de los hepatocitos. Por otra parte, cuando la administracion de la DEN es
repetitiva y por periodos largos, el CHC se desarrolla al 100% en ratones macho y en 30%
en hembras; la diferencia en la incidencia del CHC respecto al género se atribuye al efecto
inhibitorio de los estrogenos y al efecto estimulante de los androgenos en la
hepatocarcinogénesis. La diferencia entre las cepas sensibles al desarrollo de tumores y las
resistentes a éstos se debe principalmente a factores genéticos, uno de estos puede ser el
estado de metilacion de ciertos genes que contribuyen a la susceptibilidad de la
hepatocarcinogénesis®!. Tanto el tiempo como el porcentaje en el desarrollo de tumores es
diferente entre las cepas; en ratones de la cepa C3H de 5 semanas de edad con una dosis de
la DEN 90 mg/kg el CHC se desarrolla en el 100% de los animales después de 45 a 75
semanas?*; en ratones de la cepa C57BL6/J de 4 semanas de edad una dosis de 5 mg/kg de
DEN es suficiente para inducir el CHC en el 84% de los animales después de 40 a 70
semanas®. Por otra parte, en ratones BALB/c sometidos a una administracién semanal de
DEN durante tres semanas con una dosis de 75 mg/kg seguido de otras tres semanas de
administraciéon de DEN a 100 mg/kg, provoca la generacion de tumores en el 100% de los

animales después de la semana 30%°.
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Otro modelo utilizado para inducir la hepatocarcinogénesis con DEN es el llamado modelo
two-stage, el cual consiste en una fase de iniciaciéon por un compuesto genotdxico y otra
etapa de promocion del CHC. En este caso, la DEN funciona como un compuesto iniciador
y el fenobarbital como el agente promotor; es decir, el fenobarbital incrementa la expresion
del citocromo P450 y con ello el efecto de la DEN?!,

Sin embargo, los modelos antes descritos s6lo reproducen la etapa final del CHC, aunque se
ha observado que en ratas Wistar macho se logra reproducir la etapa de la cirrosis y la
formacion del CHC al administrar una vez por semana y de manera intraperitoneal 50 mg/kg
de DEN durante doce y dieciséis semanas. En los animales a los que se ha administrado DEN
durante doce semanas se ha observado que presentan cirrosis a las catorce semanas, mientras
que en el higado de los animales expuestos al cancerigeno durante dieciséis semanas ya se

observa el CHC?’. La figura 1, muestra el esquema de administracion de este modelo.

1.10 Metabolismo de la DEN

Las enzimas del citocromo P450 (CYP) son una super familia de hemoproteinas que
principalmente actiian en la fase 1 de la eliminacion metabodlica de varios xenobidticos en el
higado®®. Ademas, los CYP se encargan de catalizar la biotransformacion de quimicos
carcinogénicos. Muchos CYP también activan carcindgenos y los convierten en derivados
electrofilicos, los cuales se unen a distintas macromoléculas como el ADN que como
resultado inicia la carcinogénesis quimica. Los CYP se encuentran en los microsomas
hepaticos y activan N-alquilnitrosaminas, en particular el CYP2E1l tiene un papel
fundamental en la activacion de éstas. El CYP2EI también metaboliza muchas moléculas
toxicas de bajo peso molecular tales como nitrosaminas (entre ellas la DEN), benceno,
tetracloruro de carbono, cloroformo y cloruro de vinilo®®. EIl CYP2EI también es conocido
por su papel en la produccion de radicales libres lo que sugiere que la enzima esta involucrada

en procesos carcinogénicos>’.
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Figura 1. Modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en la rata. Se muestra el esquema de
administracion en el modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en la rata. Bajo este esquema de
administracion se reporta que en la semana catorce (doce semanas de exposicion a la DEN mas dos de descanso)
se desarrolla la cirrosis hepatica y a las dieciocho semanas (dieciséis semanas de exposicion al carcindgeno mas
dos de descanso) se observa el CHC en el 100% de los animales. La DEN es administrada a 50 mg/kg/semana.
Figura modificada de Schiffer, et al, 2005.

1.11 Hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en un modelo de raton

Previamente, en nuestro grupo de investigacion hemos realizado un analisis dosis-respuesta
de la DEN en el raton a corto plazo, con la finalidad de tener un primer acercamiento a la
respuesta a diferentes dosis de este carcindgeno y asi, seleccionar las mas adecuadas para
utilizarlas por periodos prolongados como previamente ha sido reportado en un modelo de
CHC en la rata®’. En nuestra investigacion, se administr6 DEN a ratones macho de la cepa
CS57BL/6 de siete semanas de edad dos veces por semana por via intraperitoneal durante seis
semanas. Las dosis administradas de la DEN fueron las siguientes: 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg/kg.
Al analizar el efecto de la DEN sobre el peso corporal, la dosis de 40 mg/kg fue demasiado
toxica ya que provoco el deceso del 66 % de los ratones. La dosis de la DEN 20 mg/kg,
aunque no fue letal, provoco que los animales se mantuvieran en un peso muy similar durante
el tiempo de administracion. En contraste, tanto los ratones control como los tratados con las
dosis de 2.5, 5 y 10 mg/kg incrementaron su peso corporal (figura 2). Adicionalmente, en
todos los ratones tratados con DEN se observd un determinado grado de dafio de la
arquitectura hepdtica directamente asociado con la dosis adminstrada®!. Con base en estos
resultados seleccionamos las dosis 2.5, 5 y 20 mg/kg para realizar el presente estudio.
Mientras que, la dosis de 40 mg/kg fue descartada por su alta toxicidad, la de 20 mg/kg fue
seleccionada. Por un lado, ya que fue la mayor dosis tolerada y sin cambios aparentes en el

peso corporal tanto inicial como final de los animales; y por otro, como un control positivo
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de dafio hepatico. Las dosis de 2.5 y 5 mg/kg fueron seleccionas con la finalidad de utilizarlas
y evaluar su efecto sinérgico en combinacion con otros agentes hepatotdxicos en futuras

investigaciones.

Peso corporal promedio

D2.5
D5
D10
D20

ot rtmy

D40

Figura 2. Efecto de la DEN en ratones de la cepa C57BL/6. En la grafica se muestra la variacion del peso
corporal a través de seis semanas de administracion de la DEN, cada linea representa una dosis diferente. C:
animales no tratados, D2.5: animales tratados con la DEN 2.5 mg/kg, D5: animales tratados con la DEN 5
mg/kg, D10: animales tratados con la DEN 10 mg/kg, D20: animales tratados con la DEN 20 mg/kg, D40:
animales tratados con la DEN 40 mg/kg Imagen modificada de Alarcon-Sanchez, 2017.
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Capitulo 2. Planteamiento del problema

Los modelos experimentales in Vivo permiten tener un mejor acercamiento a los fendmenos
bioldgicos que ocurren en el ser humano especialmente, cuando se plantea investigar etapas
iniciales de enfermedades cronicas asintomaticas, como el cancer hepatico'®. Los modelos
experimentales utilizados para inducir la hepatocarcinogénesis en el raton hasta ahora
reportados, no reproducen la exposicion continua a agentes carcinogénicos debido a que estos
modelos, por un lado, utilizan dosis muy altas y por otro, los animales son sometidos a una
exposicion Unica del carcindgeno generalmente a los pocos dias de nacido, condicién que no
ocurre en el ser humano. Es decir, el CHC en el ser humano se desarrolla después de un
continuo y largo periodo de exposicion, en promedio 20 afios, a pequefias cantidades de
agentes hepatocarcinogénicos como la DEN la cual puede estar presente tanto en bebidas
alcoholicas, embutidos, pescados ahumados, carnes rojas, algunos tipos de quesos, en el

humo del tabaco, asi como en la contaminacion ambiental®?

. La caracterizacion del presente
modelo pretende proporcionar paradmetros de referencia como dosis y tiempo de exposicion
ala DEN, para reproducir la hepatocarcinogénesis en el raton y asi utilizarlo en el estudio de
mecanismos moleculares que se alteran en el desarrollo del cancer hepatico con una mayor
aproximacion a lo que ocurre en el ser humano. Adicionalmente y como perspectiva de este
proyecto, en estudios futuros pretendemos utilizar estos parametros de referencia para

determinar el efecto sinérgico entre la DEN y otras sustancias hepatotoxicas como el etanol

en la progresion de la enfermedad hepatica alcohdlica.

2.1 Hipotesis
La administracion de dosis crecientes de la DEN inducird alteraciones hepaticas y como
resultado se podran identificar las dosis y los tiempos mas eficientes para inducir la

progresion del cancer hepatico.
2.2 Objetivo general

Caracterizar un modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en ratones de la cepa

C57BL/6 a nivel histopatologico y molecular.
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2.3 Objetivos particulares

1. Analizar los cambios en la arquitectura del tejido hepatico durante la hepatocarcinogénesis
en el raton.

2. Evaluar alteraciones moleculares sobre la proliferacion, apoptosis y el metabolismo de la
DEN en la hepatocarcinogénesis en el raton.

3. Determinar la dosis de la DEN y el tiempo de administracion més eficientes para inducir
alteraciones hepaticas en el raton que sirvan como pardmetros de referencia para estudiar el

efecto sinérgico de la DEN con otras sustancias hepatotoxicas.
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Capitulo 3. Materiales y métodos

3.1. Animales

Para la caracterizacion del modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en el raton,
se realizo una cinética de administracion de distintas dosis de este carcindgeno. Para dicha
cinética utilizamos ratones (Mus musculus) macho de la cepa C57BL/6 de sicte semanas de
edad, los cuales fueron aclimatados y alimentados ad libitum en ambiente controlado con
fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad y a temperatura de 23+2°C. Los animales fueron
proporcionados por la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio
(UPEAL) del Centro de Investigaciones Avanzadas (CINVESTAV), de acuerdo con el
proyecto numero 011414, aprobado por la misma institucion. Para todos los experimentos se
siguieron los reglamentos del Comité Institucional para el Uso y Cuidado de Animales del
CINVESTAYV, considerando las especificaciones de la Norma oficial mexicana NOM-062-
Z00-1999 correspondiente a las “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio”. La caracterizacion del presente modelo se realizd
mediante técnicas de biologia molecular y celular como Western blot, inmunohistoquimica,

inmunofluorescencia, ELISA, entre otras, mismas que seran descritas a continuacion.

3.2 Modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN
El presente modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en el raton fue una

5%7 el cual

propuesta de modificacion al planteado por Schiffer y colaboradores en 200
consiste en administrar semanalmente 50 mg de DEN/kg de peso corporal via intraperitoneal
(i.p.) a ratas de la cepa Wistar durante catorce y dieciséis semanas. Sin embargo, en el
presente trabajo la DEN fue administrada dos veces por semana incluyendo las siguientes
dosis: 2.5, 5 y 20 mg de DEN/kg de peso corporal, durante seis, diez, catorce y dieciocho
semanas (figura 3). Durante ese periodo el peso corporal de los animales fue registrado
semanalmente.

3.2.1 Cinética de administracion de la DEN

Para realizar la cinética de administracion se utilizaron ratones macho C57BL/6 de siete

semanas de edad (de aproximadamente 20 g de peso corporal). Se utilizaron 80 animales, los

cuales fueron divididos en 4 grupos de 20 animales correspondientes a las distintas
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duraciones de la administracion, a su vez, se subdividieron estos grupos en 4 grupos de 5
animales cada uno correspondientes a las tres diferentes dosis de DEN seleccionadas y un
grupo control. Después de una semana a partir de la ultima administracion del carcinogeno,
los animales fueron sometidos al proceso de eutanasia y entonces el tejido hepatico fue

recuperado para su posterior analisis (figura 3).

Figura 3. Cinética de administracion de la DEN a ratones C57BL/6. Representacion esquematica de la
cinética de administracion realizada con diferentes dosis de la DEN 2.5, 5, y 20 mg/kg via i.p., dos dosis por
semana (dias lunes y jueves), durante seis, diez, catorce y dieciocho semanas. Una semana posterior a la Gltima
administracion de la DEN los animales fueron sometidos a la eutanasia. Los grupos controles sin tratamiento
fueron sometidos al proceso de eutanasia al mismo tiempo que los grupos tratados con la DEN.

3.2.2 Eutanasia

La eutanasia se realizdo por exanguinaciéon bajo anestesia con isoflurano mediante una
puncién cardiaca con aguja estéril para insulina de 0.5 pulgadas de longitud. La sangre se
recuperd en tubos de polipropileno con anticoagulante y el plasma se separd por
centrifugacion para su posterior analisis. La exanguinacion se realizé conforme se describe
en el protocolo original del laboratorio 50 del Departamento de Biologia Celular del
CINVESTAV-IPN.

3.2.3 Obtencion y conservacion del tejido hepatico

Después de que el tejido hepatico fue disecado, éste se conservd en formaldehido al 4% para
realizar las tinciones de hematoxilina y eosina (H&E), tricromica de Masson, pruebas de
inmunohistoquimica (IHQ) y ensayos de inmunofluorescencia (IF). Otra parte del tejido
hepatico fue congelado rapidamente en nitrégeno liquido y almacenado a -70°C para analisis
posteriores de proteinas mediante Western blot (WB), determinacion de especies reactivas

de oxigeno (EROs) y de 4-hidroxinonenal (4-HNE).
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3.3 Analisis de la arquitectura hepatica mediante tincion tricromica de Masson y H&E
Para conocer las alteraciones estructurales inducidas por la administracion de la DEN en el
higado del raton; se realizd la tincion de H&E y para observar fendmenos fibrogénicos se
utilizé la tincion tricromica de Masson. Para ambas tinciones se utilizaron cortes histologicos
de 2 um de espesor, los cuales fueron desparafinados, rehidratados y tefiidos. Ambas
tinciones fueron realizadas en el laboratorio de Histologia y Microscopia Confocal del
INMEGEN. Posteriormente, se tomaron fotos representativas del efecto de la DEN sobre el
tejido hepatico de los diferentes grupos con una camara Canon EOS-1000D acoplada a un
microscopio ZEISS Axio-Al. El objetivo utilizado fue el 20x para obtener una magnificacion
final de 200x.

Para la H&E las laminillas fueron desparafinadas a 57 °C durante una hora y rehidratadas
mediante el siguiente procedimiento: las laminillas fueron sumergidas y mantenidas en
agitacion por 3 min en cada punto de un tren de rehidratacion, el cual estaba conformado por
2 veces xilol, xilol-etanol al 100%, 2 veces etanol al 100%, etanol al 70% y finalmente agua
destilada. Una vez rehidratadas, las laminillas fueron tefiidas con hematoxilina durante 7 min,
lavadas con agua destilada, incubadas en etanol acido, rdpidamente lavadas nuevamente y
sumergidas en agua amoniacal al 1% hasta que se observo basofilia. Después de lavarlas con
agua destilada, las laminillas fueron sumergidas en etanol al 70% por 10 segundos para
posteriormente tefirlas con eosina por 10 segundos mas. Finalmente, las laminillas fueron
sumergidas en etanol al 100% y después de dejarlas secar a temperatura ambiente, éstas
fueron montadas con medio de montaje permanent EcoMount (BIOCARE MEDICAL, No.
De Cat. EM897L) para su posterior analisis microscopico.

Para la tincion tricrémica de Masson se utilizé un kit comercial (Dako, No. De Cat. AR173).
Los tejidos fueron desparafinados y rehidratados de la misma manera que en la H&E, a las
laminillas se les colocé solucion de Bouin por una hora a 57°C, se lavaron con agua destilada
y luego se les coloco6 Hematoxilina de Weigert por 10 min, posteriormente se lavaron con
agua destilada y se les agregd Fucsina acida escarlata de Biebrich, después de 15 min las
laminillas fueron lavadas, luego se les colocd acido fosfotiingstico-fosfomolibdico, después
de 10 min se lavaron e inmediatamente se coloc6 azul de anilina. Después las laminillas se

sometieron a un tren de deshidratacion, el cual estaba conformado de 2 veces etanol al 96%
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por 2 min, y 2 veces etanol al 100% durante 2 min, se secaron a 37 °C y, por ultimo, se

montaron las laminillas de la misma manera que en la H&E.

3.4 Analisis del nivel de expresion proteica mediante Western Blot

Los niveles de expresion proteica de Gstpl, pro-caspasa 3 y Cyp2el, los cuales fueron
utilizados como marcadores de carcinogénesis, apoptosis y metabolismo de la DEN,
respectivamente, fueron evaluados mediante WB. La normalizacion de la expresion de la
proteina de interés se realizd con la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(Gapdh) para todos los casos, la cual fue utilizada como control de carga.

3.4.1 Extraccion de proteinas

Para macerar las muestras de tejido hepatico se utilizé un homogeneizador (GLAS-COL, No.
De Cat. 099C K54). Cien miligramos de tejido fueron homogeneizados en 1 ml de buftfer de
lisis no desnaturalizante (anexo 1A). El homogeneizado permanecio en agitacion constante
por 20 minutos a 4°C en una plataforma oscilante (Labnet, No. De Cat, S0500).
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C en
una centrifuga (ThermoFisher Scientific, No. De Cat, 75002401). Después de separar el
sobrenadante y someterlo a otro ciclo de centrifugacion por 10 min bajo las mismas
condiciones, el sobrenadante fue separado y su contenido proteico fue cuantificado de
acuerdo con el procedimiento descrito mas adelante.

3.4.2 Cuantificacion de proteinas

Las muestras de proteina se diluyeron con buffer de lisis no desnaturalizante para ser
cuantificadas. La cuantificacion de proteina total se realizd con el protocolo del acido
bicinconinico (ABC), véase anexo 2. La concentracion de cada muestra se determiné con la

ecuacion de la figura 4.
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Figura 4. Curva estandar para la cuantificacion de proteinas. La grafica representa la regresion lineal de
las absorbancias (Abs) de la curva estandar para determinar la concentracion proteica del tejido hepatico de los
animales tratados con la DEN.

3.4.3 Electroforesis

Las proteinas fueron desnaturalizadas en un buffer de carga 5X especifico (anexo 1B). Por
cada 100 pl de proteina total, se agregaron 25 pl de Buffer de carga 5X fueron y se
homogeneizd. Posteriormente, se calentaron las muestras durante 10 minutos a 95°C en un
bafio seco TermoStat Plus (Eppendorf, No. De Cat. 5352 000.010). Inmediatamente después,
las muestras se colocaron en hielo por 10 min y se almacenaron a -70°C para su posterior
andlisis. Para todos los casos, las electroforesis se realizaron utilizando geles
desnaturalizantes de 1.5 mm/10 pozos al 10% o 12% de poliacrilamida (anexo 1C) en un
sistema MiniProtean Tetracell (BioRad, No. De Cat. 1658003EDU). Los geles fueron
cargados con el volumen correspondiente a 30 ug de proteina de acuerdo con los valores
obtenidos en su respectiva cuantificacion (anexo 3). Se cargaron 5 pl del marcador de peso
molecular Precision Plus Protein Dual Xtra Standards (Bio-Rad, No. De Cat. 161-0377). La
corrida electroforética se realizo en una camara Mini Protean Tetracell (Bio-Rad, No. De
Cat. 16558005EDU) con una fuente de poder PowerPac HC (Bio-Rad, No. De Cat.1645050),
en primera instancia a 70 V, una vez que el frente de corrida de las proteinas habia alcanzado
el gel separador, la corriente fue incrementada a 120 V. Las electroforesis se realizaron en

un buffer de corrida 1x (anexo 1D) y tuvieron una duracion aproximada de dos horas.

25



3.4.4 Transferencia de proteinas

Se utilizaron membranas de polifluoruro de vinilideno (Merck Millipore, No. de Cat.
IPVHO00010), las cuales previamente fueron activadas en metanol durante 2 min;
posteriormente, los casetes de transferencia fueron ensamblados en el orden siguiente: lado
del anodo — esponja — filtro — membrana — gel con proteinas — filtro — esponja — lado del
catodo. Para evitar la deshidratacion de los geles, todos los componentes se sumergieron en
buffer de transferencia 1x (BT1x), véase anexo 1lE. El sistema utilizado fue el de
electrotransferencia himeda Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, No. De Cat. 1703930) con la
fuente de poder PowerPac HC, a 300 mA durante 3 horas. Posteriormente, las membranas
se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con 5% de leche libre de grasa disuelta
en Buffer-tris salino al 0.1% tween 20 (TBST 1x), véase anexo 1F.

3.4.5 Inmunodeteccidn especifica

Las membranas se incubaron con un anticuerpo primario en agitacion constante durante una
noche a 4°C. Este se diluyoé en TBST 1x al 5% leche libre de grasa y la dilucién fue
dependiente de la especificidad de cada anticuerpo (tabla 1). Al término de la incubacion, se
retird el anticuerpo y se lavaron las membranas tres veces durante 5 min con TBST 1x.
Posteriormente, se incub6 el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP) correspondiente al isotipo del anticuerpo primario durante una hora a temperatura
ambiente, el cual fue diluido en TBST 1x al 5% leche libre de grasa (tabla 1). Luego de la
incubacion, el anticuerpo se retird y las membranas se lavaron tres veces por 5 min con TBST
1x. Para determinar la expresion de la proteina de interés, de acuerdo con su peso molecular
reportado, se utilizo un kit de quimioluminiscencia (Merck Millipore, No. De Cat.
WBKLS0500). Las membranas se revelaron en un fotodocumentador mini HG9 (Uvitec
Cambridge). Finalmente, las iméagenes se obtuvieron de manera serial a tiempos de
exposicion entre 5 segundos y 5 min. Posteriormente, las bandas proteicas se cuantificarén
mediante un analisis densitométrico, éste se realizd con el software para procesamiento de

imagenes Image J desarrollado por el National Institutes of Health (NIH), version 1.5.
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Anticuerpos primarios
Nombre Especie Dilucién Diluyente Casa comercial #catdlogo
Gstpl Conejo 1:200 TBST1X/5%leche | Sigma-Aldrich | SAB3500265
Cyp2el Conejo 1:4000 TBST1X/5%leche GeneTex GTX 32546
Pro-caspasa3 Conejo 1:500 TBST1X/5%leche Cell signaling 9662
Gapdh Raton 1:1000 TBST1X/3%leche Millipore MAB374
Anticuerpos secundarios
Anti-raton-HRP Raton 1:10000 TBST1X/5%leche Jackson 315-035-003
Anti-conejo-HRP Conejo 1:10000 TBST1X/5%leche Jackson 111-035-003

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para el anlisis por western blot. En la tabla se muestran las condiciones de
dilucién de cada uno de los anticuerpos utilizados, asi como su informacioén comercial.

3.5 Analisis por inmunohistoquimica

Para la caracterizacion del modelo de hepatocarcinogénesis experimental a nivel histologico,
se empled la técnica de IHQ conocer la localizacion estructural de las proteinas: Ki67, Gstpl
y Cyp2el. Se utilizaron cortes de 2 pm de espesor de tejido hepatico embebido en parafina,
los cuales fueron adheridos a portaobjetos de acuerdo con las dosis y duracion
correspondiente. Los tejidos fueron desparafinados y rehidratados; posteriormente, se
sumergieron en Buffer rodent decloaker (BIOCARE MEDICAL, No. De Cat. 071417)
durante 30 min en bafio maria en una olla de presion. Después se colocaron las laminillas en
un soporte para portaobjetos vertical, el cual es un soporte que permite la distribucién
homogénea de las soluciones que se agregan a las laminillas, los tejidos fueron lavados con
1 ml de agua destilada y después con 1 ml de TBST 1x. Posteriormente, se incubaron las
laminillas con un bloqueador de peroxidasa enddgena del Kit Mouse/Rabbit InmunoDetector
HRP/DAB (Bio SB, No. De Cat. BSB 0005) durante 30 min, seguido de tres lavados con 1
ml de TBST 1x. Los tejidos se bloquearon con albimina al 1% en TBST 1x por 30 min, y se
incubaron 100 pul de anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C (tabla 2). Al término
de la incubacion, los tejidos se lavaron con TBST 1x en tres ocasiones; posteriormente, se
incubo el anticuerpo secundario anti-conejo durante 30 min a temperatura ambiente (DAKO,
No. De Cat. K4003), por tltimo, se lavaron las laminillas con TBST 1x. La inmunodeteccion
se realizd con 100 pl de DAB-Chromogen por cada mililitro de DAB-Substrate del kit
Mouse/Rabbit InmunoDetector HRP/DAB de Bio SB. Posteriormente, los tejidos fueron
contratefiiddos con hematoxilina para después ser montados con medio de montaje Eco Mount

de BIOCARE MEDICAL. Por ultimo, se tomaron las fotografias representativas de cada
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grupo de animales tratados con la DEN con una camara (Canon EOS-1000D) acoplada a el
microscopio ZEISS Axio-Al; el objetivo utilizado fue el 20x para obtener una magnificacion
final de 200x.

3.5.1 Cuantificacion del marcador de proliferacion Ki67

Se cuantificaron los nuicleos con marca positiva a Ki67 observados en fotografias de la IHQ
tomadas de manera aleatoria con una magnificacion 200x, mediante el software Image J, el
cual tiene la capacidad de detectar gradientes de colores especificos y asi poder seleccionar
exclusivamente los nucleos tefiidos en café en la IHQ de Ki67. Se analizaron en total
trescientas veinte fotos (ochenta por cada cinética y cuatro por animal) para su posterior

representacion grafica y analisis estadistico.

Anticuerpos primarios
Nombre Especie Dilucidén Diluyente Casa comercial #catalogo
Ki67 Ratén 1:300 TBST1x-BSA1% GeneTex GTX 16667
Gstpl Conejo 1:300 TBST1X/5%leche Sigma-Aldrich SAB3500265
Cyp2el Conejo 1:500 TBST1X/5%leche GeneTex GTX 32546

Tabla 2 Anticuerpos utilizados en la IHQ. Se muestran las condiciones de las diluciones de cada
anticuerpo y su informacion comercial.

3.6 Co-localizacion proteica por inmunofluorescencia

Para continuar con la descripcion del modelo de hepatocarcinogénesis en raton se dio
seguimiento a la deteccion de los marcadores de proliferacion celular Ki67 y PCNA, para
conocer si se alter6 la co-localizacion de estos marcadores. Después de desparafinar y
rehidratar los tejidos, éstos se sometieron a un proceso de exposicion de antigenos en bafio
maria en una olla de presion durante 30 min en Buffer rodent deloacker del kit mouse-on-
mouse-HRP-polymer Bundle (BIOCARE MEDICAL No. De Cat. MM510). Las laminillas
se lavaron con agua destilada y posteriormente se montaron en un soporte para cubreobjetos
vertical; éstas se lavaron con agua destilada y con TBST 1x. Se realizé el bloqueo con 1 ml
de TBST Ix al 1% de BSA durante 30 min a temperatura ambiente. Por tltimo, se prepararon
los anticuerpos primarios como se describe en la tabla 3. Se agregaron 100 pl de una mezcla
de los dos anticuerpos a cada laminilla, éstas fueron incubadas durante una noche a 4°C.
Después, las laminillas se lavaron con 1 ml de TBST 1x y se incubaron 200 pl del anticuerpo

secundario por una hora a temperatura ambiente protegido de la luz. Después de lavar las
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laminillas con TBST 1x, se incubaron durante 5 min con 100 ul de DAPI, un agente
intercalante del ADN, diluido como se describe en la tabla 3 y se lavaron con TBST 1x. Por
ultimo, las laminillas se montaron con medio de montaje para fluorescencia (Abcam, No. De
Cat. ab104137), protegidas de la luz a 4°C. Para su visualizacion se utilizdé un microscopio
ZEISS Axio-Al utilizando ¢l objetivo 40x. Se tomaron las fotografias representativas con una
camara Canon EOS-1000D, para tener una magnificacion final 400x. Se realizd la
transposicion de las imagenes (merge) con el software Image J desarrollado por el National
Institutes of Health (NIH), version 1.5.

Anticuerpo primario

Nombre Especie Dilucién Diluyente Casa comercial #catalogo
Ki67 Ratén 1:100 TBST1x-BSA1% GeneTex GTX 16667
PCNA Raton 1:100 TBST1x-BSA1% Thermo Scientific 13-3900

Anticuerpo secundario

Nombre Especie Dilucién Diluyente Casa comercial #catalogo
Anti-raton-Alexa fluor 594 Raton 1:300 TBST1x-BSA1% Abcam ab150112
Anti-conejo-Alexa Fluor 488 Conejo 1:300 TBST1x-BSA1% Abcam ab150077
DAPI
Nombre Dilucién Diluyente Casa comercial #catdlogo
4',6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato 1:1000 PBS1x Thermo Scientific 62247

Tabla 3. Reactivos para inmunofluorescencia. Se muestran las condiciones de las diluciones de
cada reactivo utilizado en la inmunofluorescencia y su informacion comercial.

3.7 Determinacion del dafio oxidativo en el higado del ratén

Para determinar el estrés oxidativo generado por la administracion de la DEN en el raton, se
analizaron los niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs) y de 4-hidroxinonenal (HNE)
mediante ensayos de espectrofluorimetria y de ELISA, respectivamente. En ambos casos se
cuantificd la proteina para equiparar todas las muestras a una concentracion final igual

mediante una proporcion volumétrica especifica para cada una (figura 5).
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Muestras [ug/ul] 500 pg 100 pl con PBS 1x (ug/ul)
c1 13.74 36.4 63.6 5.0
Cc2 17.98 27.8 72.2 5.0
c3 18.94 26.4 73.6 5.0
(&) 18.50 27.0 73.0 5.0
c5 16.06 31.1 68.9 5.0
D2.5-1 14.81 33.8 66.2 5.0
D2.5-2 18.28 27.4 72.6 5.0
D2.5-3 18.90 26.5 73.5 5.0
D2.5-4 15.92 31.4 68.6 5.0
D2.5-5 19.93 25.1 74.9 5.0
D5-1 15.36 325 67.5 5.0
D5-2 17.94 27.9 72.1 5.0
D5-3 20.15 24.8 75.2 5.0
D5-4 18.64 26.8 73.2 5.0
D5-5 17.43 28.7 71.3 5.0
D20-1 10.72 46.6 53.4 5.0
D20-2 10.17 49.2 50.8 5.0
D20-3 13.41 373 62.7 5.0
D20-4 10.46 47.8 52.2 5.0

Figura 5. Curva estandar para la cuantificacién de proteinas y tabla para ajuste de concentracion de las
muestras. La grafica representa las absorbancias de la curva estandar y muestra la ecuacion utilizada para
determinar la concentracion de proteina en cada muestra. Ademas, la tabla muestra la proporcion volumétrica
de cada muestra para equiparar su concentracion a 5 pg/pl. La grafica ejemplifica las muestras de la cinética de
administracién de la DEN por catorce semanas. Procedimientos similares fueron utilizados para las cinéticas
restantes. C: Control, D2.5: DEN 2.5 mg/kg, D5: DEN 5 mg/kg, D20: DEN 20 mg/kg.

3.7.1 Niveles de EROs
Para determinar los niveles de EROs se realizd una medicion de espectrofluorimetria
mediante el kit Oxiselect TM In Vitro ROS/RNS (Cell BioLabs Inc., No. De Cat. STA-347).

Este se fundamenta en el uso de una sonda fluorogénica de 2',7' diclorodihidrofluorescina
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diacetato (DCFH-DA); la cual se difunde en las células y se desacetila por las acetilasas
celulares para formar 2',7' diclorodihidrofluorescina (DCFH) no fluorescente, que se oxida
rapidamente por las EROs a 2',7' diclorodihidrofluorescina (DCF), el cual es altamente
fluorescente. La intensidad de fluorescencia es proporcional a los niveles de EROs dentro del
citoplasma. Se homogeneizaron 100 mg de tejido hepatico a 4°C en 800 ul de Buffer de
fosfato salino (PBS 1x, anexo 1G) sin inhibidores de proteasas; posteriormente se cuantificd
la proteina con el protocolo del acido bicinconinico para finalmente, equiparar todas las
muestras a una concentracion final de 5 pg/ul con PBS 1x como se muestra en el anexo 3.
Posteriormente, se mezclaron los componentes del kit con 0.75 mg de proteina total contenida
en 150 pl de proteina a [5 pg/ul] en tubos de polipropileno oscuros. A partir de la mezcla, se
colocaron 190 pl por triplicado en una microplaca de 96 pozos para fluorescencia (Invitrogen,
No. De Cat. M3389) y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min; por tltimo, se
midio6 la fluorescencia en pool de proteinas de cada tratamiento a 480 nm de excitacion y 530
nm de emision en un lector de placas Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector.

3.7.2 Niveles de 4-HNE

Los niveles de 4-HNE se determinaron de acuerdo con las instrucciones del kit Oxiselect
HNE Adduct Competitive ELISA (Cell BioLabs Inc., No. De Cat. STA-838). Se
homogeneizaron 100 mg de tejido en 800 pl de PBS 1x 4°C sin inhibidores, se tomaron 300
pl de proteina total y se agregaron 300 ul de PBS 1x al 0.2% de albumina. Se cuantifico la
proteina con el protocolo del acido bicinconinico y se igualaron todas las muestras a una
concentracion final de 4 pg/ul con PBS 1x al 0.2% de albumina como se muestra en el anexo
3. Finalmente, se realizaron las determinaciones de 4-HNE en pool de proteinas de cada
tratamiento y se obtuvieron los valores de las absorbancias a 450 nm en un espectrofotometro

para microplacas Epoch de BioTek.

3.8 Analisis estadisticos

Se utilizo el software Graphpad Prism V 7.0 para realizar las graficas y el analisis estadistico.
La prueba paramétrica t de Student fue utilizada cuando s6lo dos grupos experimentales
fueron comparados, mientras que la ANOVA (analisis unidireccional de la varianza) fue
utilizada para comparaciones multiples con una prueba post-hoc de Sidak. Para ambos casos,

se considerd que las comparaciones fueron estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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Capitulo 4. Resultados

4.1 Efecto de la DEN en el peso corporal

Para conocer el efecto de la DEN en el peso corporal de los ratones se realizd un registro
semanal del peso de cada uno de los animales. Como se puede observar en la figura 6, los
ratones control y los tratados con la DEN en dosis de 2.5 mg/kg y 5 mg/kg duante dieciocho
semanas, incrementaron su peso respecto al que tenian en el inicio del tratamiento (p=0.0001,
p=0.0001 y p=0.0002, respectivamente). En los animales tratados con la dosis de la DEN 20
mg/kg no se observo tal incremento. Al final de la cinética de administracion los animales
tratados con DEN a 20 mg/kg fueron los que registraron el menor peso corporal comparados
con los controles (p<<0.0001).

Efecto de la DEN en el
peso corporal

Figura 6. Efecto de la DEN en el peso corporal. El peso corporal de los ratones tratados con la DEN fueron
registrados una vez por semana. La grafica representa el peso promedio en gramos + error estandar. C: Control,
D2.5: animales tratados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales tratados con DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados
con DEN 20 mg/kg. *Diferencia estadisticamente significativa entre la primera y tltima semana de tratamiento,
$ diferencia estadisticamente significativa al comparar el peso corporal registrado en la Ultima semana de
administracion de cada una de las dosis respecto al control. Se consideré como diferencia estadisticamente
significativa cuando p<0.05. n=5 animales por grupo.

4.2 Variacion en el peso relativo del higado
Para conocer si la DEN provocé un cambio en el peso del higado se calcul6 el peso relativo
de éste por medio del cociente entre el peso corporal y el peso del higado. Para los animales

sometidos al tratamiento durante seis semanas se observo que los ratones tratados con la DEN
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a 2.5 mg/kg presentaron un incremento en el peso relativo del higado (p=0.0396), mientras
que los ratones tratados con DEN a 20 mg/kg presentaron un decremento en este peso
(p=0.0094), respecto al control. En contraste con los animales tratados durante seis semanas,
aquellos tratados por diez, catorce y dieciocho semanas presentaron una tendencia al
incremento del peso relativo del higado; ademads, los animales tratados durante dieciocho
semanas con la dosis de 20 mg/kg presentaron un incremento significativo (p=0.0110) del

peso relativo del higado (figura 7).

Figura 7. Andlisis de la variacion del peso relativo del higado. Se obtuvo el cociente entre el peso del higado
y el peso corporal de cada animal multiplicado por cien para obtener el porcentaje final; asi, cada barra
representa el promedio de estos porcentajes + error estandar. C: control, D2.5: animales tratados con DEN 2.5
mg/kg, D5: animales tratados con DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de
tratamiento, 10s: 10 semanas de tratamiento, 14s: 14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento.
*Diferencia estadisticamente significativa respecto al control (p<0.05). n=5 animales.
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4.3 Dario al tejido hepatico

Para lograr la caracterizacion del modelo propuesto en este trabajo, primero se observo el
dafo a nivel macroscopico y posteriormente el dafio en la arquitectura tisular. Para esto se
realizo la tincion de H&E, que permitié describir el dafio al arreglo hepatico. Se analiz6 el
infiltrado de fibras de coldgena dentro del parénquima hepatico mediante la tincidon
tricromica de Masson.

A nivel macroscopico observamos que el dafio hepatico mayor fue ocasionado con la DEN
administrada a 20 mg/kg. A las seis semanas de administracion (figura 8B), el higado
presentd una superficie rugosa, ligeramente café¢ rojiza con respecto a la del higado de los
animales control. A las diez semanas (figura 8C), la superficie hepatica se tornd mas rugosa
y palida, a las catorce semanas (figura 8D), el higado se apreciaba ain mas rugoso, palido y
con nodulos pequetios difusos. Esto fue mas evidente a las dieciocho semanas (figura 8E),
el higado era totalmente nodular, con un color rojizo palido y con noédulos abundantes, en

algunos de estos animales se observaron nédulos pulmonares de aspecto metastasico (figura
8F).

Figura 8. Lesiones hepéticas a nivel maroscopico. Se realizo un registro fotografico de los higados extraidos.
En la figura se muestran fotos representativas de los higados de los animales tratados por 6, 10, 14 y 18 semanas
a una dosis de DEN 20 mg/kg. A: control de animales sin tratamiento, B: DEN 20 mg/kg durante 6 semanas,
C: DEN 20 mg/kg durante 10 semanas, D: DEN 20 mg/kg durante 14 semanas, E: DEN 20 mg/kg durante 18
semanas, F: pulmoén con nodulos de aspecto metastasico encontrado en algunos de los animales tratados con
DEN 20 mg/kg durante 18 semanas.
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4.3.1 Dafio en la arquitectura tisular

Con base en lo observado en los tejidos tefiidos con H&E se lograron analizar las alteraciones
de la arquitectura hepatica generadas con el presente modelo de hepatocarcinogénesis
experimental. El grado de las lesiones hepaticas estuvo relacionado con el incremento de la
dosis y el tiempo de exposicidn al carcindgeno, es decir, las lesiones aumentaron de manera
dosis y tiempo dependiente. Al administrar DEN a los ratones durante seis, diez, catorce y
dieciocho semanas con dosis de 2.5 y 5 mg/kg, se aprecié que la DEN indujo una pérdida
inicial en la organizacion de los cordones de hepatocitos, asi como también, presencia de
infiltrado inflamatorio moderado en el parénquima hepatico. Aunque a las diez y catorce
semanas se observaron algunos nodulos inflamatorios, la arquitectura hepatica ain estaba
relativamente homogénea, es decir, en esos tiempos no se aprecio la pérdida total de la
arquitectura hepatica. Las lesiones hepaticas se observaron marcadamente en los animales
tratados con la DEN a 20 mg/kg. Desde las seis semanas de tratamiento se pudo observar
algunos hepatocitos de gran tamafo, asi como la pérdida de la alineacion de los cordones
hepaticos. A las diez semanas de tratamiento se aprecid claramente la pérdida total de los
cordones de hepatocitos, asi como presencia de abundante de infiltrado inflamatorio
conformado por linfocitos maduros, hepatocitos de gran tamafio con citoplasma mal definido
y otros sin nucleo, ademas de proliferacion anormal de células de tipo colangiolar. Para las
catorce semanas de exposicion al carcinogeno, ademas de las alteraciones antes descritas; se
observo una mayor proliferacion colangiolar aunado a una pérdida en la integridad de los
vasos sanguineos. Por ultimo, a las dieciocho semanas de tratamiento con DEN a 20 mg/kg
se observo claramente la pérdida total de la arquitectura hepatica, la cual estuvo acomparfiada
de proliferacion colangiolar exacerbada, asociada a inflamacion crénica perivascular e
intraparenquimatosa, formada por linfocitos maduros, nucleomegalia y necrosis, también
observamos células gigantes con citoplasma amplio eosinéfilo, dilatacion sinusoidal y

presencia de nddulos bien definidos (figura 9).
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Figura 9. Arquitectura hepética de ratones tratados con la DEN. La integridad del tejido hepatico se evalud
por medio de la tincion de H&E. Las fotos son iméagenes representativas de cortes histologicos de 2um de
espesor. Se observan los nucleos basoéfilos y citoplasma eosinéfilo. C: control, DEN 2.5 mg/kg, D5: animales
tratados con DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con DEN 20 mg/kg. Magnificacién de las imagenes 200x.

La barra indica 100 pm. n=5.
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4.3.2 Efecto de la DEN en la fibrogénesis

Para evaluar si la DEN activd el proceso de fibrogénesis, un fenémeno recurrente en
alteraciones hepaticas, se realizo la tincion tricrémica de Masson para observar la deposicion
de fibras de coldgeno en el higado de los ratones tratados. Como se puede apreciar en la
figura 10, en los animales control observamos que la presencia de fibras de colageno se
limitaba a conductos biliares, venas, arterias hepaticas y ausencia de éstas en el parénquima
hepatico, como se espera en una condicion normal. De la misma forma, en el higado de los
ratones tratados con DEN a 2.5 y 5 mg/kg no se observaron cambios. Sin embargo, la dosis
de DEN a 20 mg/kg indujo levemente la deposicion de fibras de colageno en el parénquima
hepatico desde las 10 semanas de administracion, la cual incrementd conforme aumento el

tiempo de exposicion al carcindogeno.
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Figura 10. Deposicion de fibras de coldgeno en el parénquima hepético del raton. Se realizé una tincion
tricromica de Masson para determinar la presencia de fibras de colageno en el parénquima hepatico de ratones
tratados con DEN. Las fotos son imagenes representativas de cortes histoloégicos de 2um de espesor. Se
observan las fibras de colageno tefiidas en color azul. C: control, DEN 2.5 mg/kg, D5: animales tratados con
DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con DEN 20 mg/kg. Magnificacion de las imagenes 200x. La barra indica

100 pm. n=5.
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4.4 Efecto de la DEN en la proliferacion celular

Ki67 es una proteina que se ha utilizado como marcador de proliferacion celular®, en éste
estudio se evaluo la presencia y localizacion de Ki67 mediante analisis inmunohistoquimicos.
Ademas, se conoce que PCNA se encuentra principalmente expresada en la fase S del ciclo
celular'®, por lo que la presencia de este marcador de proliferacion fue evaluado para
identificar células proliferantes mediante una co-inmunofluorescencia para detectar tanto
Ki67 como PCNA.

4.4.1 Localizacion tisular del marcador de proliferacion Ki67

Nuestros resultados muestran que la presencia de la marca positiva para Ki67 fue mayor en
los animales tratados con la DEN comparado con el grupo control. De manera interesante,
observamos una disminucion de este marcador en el higado de los ratones tratados con las
dosis de DEN a 2.5 y 5 mg/kg durante catorce y dieciocho semanas respecto a aquellos
tratados con las mismas dosis, pero por seis y diez semanas. Sin embargo, la mayor induccion
de este marcador de proliferacion fue promovida por la dosis de 20 mg/kg; ademas, con esta
dosis se observo un incremento dosis-dependiente en la marca de Ki67 con una localizacion
perinodular o circundando preferencialmente los tumores (figura 11).

Para corroborar las tendencias de la expresion del marcador Ki67 observadas mediante
analisis inmunohistoquimicos, los ntcleos que presentaron marca positiva para Ki67 fueron
cuantificados. Los resultados demostraron que la DEN a 2.5 y 5 mg/kg incremento
significativamente en el nimero de nucleos positivos cuando fue administrada durante seis,
diez, catorce y dieciocho semanas (p<0.0001 en todos los casos), respecto a los grupos
control. Ademas, un mayor incremento fue cuantificado al administrar la DEN a 20 mg/kg
durante seis, diez, catorce y dieciocho semanas (p<0.0001 en todos los casos); asimismo, el
tratamiento por dieciocho semanas con DEN a esta dosis provoco la mayor inducciéon de
Ki67, ya que al compararlo con los tratamientos de seis, diez y catorce semanas, el nimero
de nucleos Ki67 positivos fue significativamente mayor al compararlo con los tiempos
previos (p<0.0001 para todos los casos). Lo anterior se muestra en la figura 12A. Para
demostrar el impacto de las diferentes dosis de la DEN, cuantificamos las veces de cambio
de la expresion de Ki67 respecto de sus controles. Encontramos que a las seis semanas de
tratamiento las dosis de 2.5 y 5 mg/kg indujeron 4.2 y 4.1 veces més aparicion de ntcleos

Ki67 positivos respectivamente, mientras que la dosis de 20 mg/kg provocd 11 veces mas
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esta induccion. Después de diez semanas de tratamiento la marca se observo 4.1 veces mas
en la dosis de 2.5 y 5 mg/kg; mientras que la dosis de 20 mg/kg indujo 18.1 mas veces mas
la presencia de nucleos Ki67 positivos. A las catorce semanas de tratamiento, observamos
que la dosis de 2.5 mg/kg incremento 2.5 veces el nimero de ntcleos Ki67 positivo, mientras
que la de 5 mg/kg la increment6 2.8 veces y la de 20 mg/kg la increment6 15.7 veces mas.
Finalmente, en los tratamientos realizados durante dieciocho semanas se observo un
incremento de 2.9, 4.2 y 28 veces mas nucleos Ki67 positivos en las dosis de 2.5, 5 y 20

mg/kg respectivamente, para todos los casos, comparado con sus respectivos controles

(figura 12B).
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Figura 11. Efecto de la DEN sobre la induccién del marcador de proliferacién Ki67 en higado del raton.
La expresion de Ki67 fue determinada mediante andlisis inmunohistoquimicos. Se utilizaron cortes histologicos
de 2 pm de espesor. La marca positiva a Ki67 se puede apreciar en areas o ntcleos celulares tefiidas en diferentes
gradientes de color café. C: control, D2.5: animales tratados con la DEN 2.5 mg/kg, D5: animales tratados con
la DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con la DEN 20 mg/kg. n= 5 animales. Magnificacion de las imagenes
200x. La barra indica 100 pum.
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Nucleos Ki67 + (veces de cambio/control)

Tratamiento

6 semanas

10 semanas

14 semanas

18 semanas

Promedio + E.E.

Promedio + E.E.

Promedio + E.E.

Promedio + E.E.

Control 1.0+04 1.0+£0.6 1.0+0.5 1.0+0.5
DEN 2.5 mg/kg 4.2+0.9 41+1.0 2.5+0.8 2.9+0.7
DEN 5 mg/kg 41+15 4.1+0.8 2.8+0.7 4.2+0.8
DEN 20 mg/kg 11.2+1.5 18.1+1.4 15.7+1.5 28.0+2.1

Figura 12. Impacto de la DEN sobre la induccién del marcador de proliferacién Ki67. Después de
cuantificar el nimero de nicleos Ki67 positivos por campo (magnificacion microscopica 200x) a partir de los
analisis inmunohistoquimicos, los valores obtenidos fueron representados como sigue: A: Las barras
representan el nimero promedio de niicleos positivos para Ki67 + el error estandar. *Diferencia respecto al
control, &: Diferencia respecto a DEN 20 mg/kg de 18s. p<0.05, n=5. B: La tabla muestra el nimero de veces
de cambio de los nticleos Ki67 positivos respecto a sus controles. Para tal finalidad, los valores obtenidos de
los grupos controles fueron igualados a 1; asi, aquellos obtenidos de los grupos tratados obtuvieron su valor
proporcional. n=5 por cada grupo.
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4.4.2 Co-localizacion de los marcadores Ki67 y Pcna

Con la finalidad de conocer la expresion diferencial de los marcadores de proliferacion Ki67
y Pcna, evaluamos su expresion mediante andlisis de inmunofluorescencia en el higado del
raton. Como se esperaba, observamos una co-localizacién de éstos marcadores en el grupo
control, la cual indica que su expresion fue basal; sin embargo, en el higado de los ratones
tratados con DEN a 2.5 y 5 mg/kg se observo una mayor co-localizacion especialmente a las
seis y diez semanas de tratamiento. De manera interesante, ésta fue menor en el higado de
los animales tratados con la misma dosis, pero por catorce y dieciocho semanas. Sin embargo,
el fendmeno de co-localizacion se observo muy marcado en los tejidos de los ratones tratados
con 20 mg/kg durante seis, diez, catorce y dieciocho semanas; misma que fue dosis
dependiente (figura 13). Es importante sefialar que mientras la expresion de Ki67 fue
localizada exclusivamente en los nucleos, la de Pcna se observo tanto en el citoplasma como
en el nucleo celular; ademas, este Gltimo se observo en un mayor numero de células que la

marca de Ki67.
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Figura 13. Efecto de la DEN en la induccién del ciclo celular. Fotografias representativas de co-
inmunofluorescencia. Ki67 en verde, Pcna en rojo. En la primera columna se muestran las imagenes de DAPI.
En la siguiente columna se muestran imagenes de la marca positiva para Ki67, en la tercera columna se observa
la marca positiva a Pcna; mientras que, en la tltima columna se muestra la co-localizacion de Ki67 y Pcna. El
grado de co-localizacion se puede apreciar en gradientes de color amarillo y blanco. Cada fila de imagenes
corresponde a un tratamiento distinto; asimismo, las imagenes fueron agrupadas de acuerdo con la duracion del
tratamiento (6, 10, 14 y 18 semanas). C: control, D2.5: animales tratados con la DEN 2.5 mg/kg, D5: animales
tratados con la DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con la DEN 20 mg/kg. n= 5 animales por grupo. Se
utilizaron cortes de 2um embebidos en parafina. Magnificacion de las imagenes 400x.
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4.5 Efecto de la DEN sobre la expresion del marcador de hepatocarcinogénesis Gstpl
Se conoce que Gstpl es una proteina que se induce durante la hepatocarcinogénesis
experimental’®. En esta investigacion Gstpl fue utilizada como un marcador de
carcinogénesis a nivel de localizacion tisular y expresion proteica. Mediante analisis de
inmunohistoquimica observamos que en el higado de los animales control con el carcinogeno
la enzima Gstpl se encontrd preferencialmente en areas circundantes a las venas hepaticas,
¢éste fendmeno no fue alterado por la DEN a 2.5 y 5 mg/kg; sin embargo, se aprecid un
aumento cualitativo de su expresion y localizacion a las seis y catorce semanas,
respectivamente. En contraste, la dosis de 20 mg/kg indujo una disminucion cualitativa de la
expresion de Gstpl. Esta dosis provoco que Gstpl se localizara dispersa en el tejido hepatico;
en consecuencia, a las diez y catorce semanas, su expresion se observo muy disminuida en
areas proximas a las venas hepaticas. Ademas, esta misma dosis administrada durante
dieciocho semanas confind su expresion a las areas tumorales, preferencialmente
intratumorales (figura 14).

En cuanto a los niveles de expresion proteica, se observo que la Gstpl tuvo una tendencia de
incremento inducida por las dosis de 2.5 y 5 mg/kg durante seis, diez, catorce, y dieciocho
semanas; sin embargo, la dosis de 5 mg/kg administrada por catorce y dieciocho semanas
provoco un incremento de su expresion el cual fue estadisticamente significativo (p=0.0026
y p=0.0011, respectivamente). Por otra parte, mientras que el efecto de la dosis de 20 mg/kg
a las seis semanas fue nulo, a las diez semanas se observo una tendencia de disminucién de

su expresion, la cual no mostré cambios significativos a las catorce ni dieciocho semanas

(figura 15).
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Figura 14. Efecto de la DEN sobre la expresion de la enzima Gstpl en el higado del ratén. La localizacion
tisular de Gstp1 fue determinada mediante analisis de inmunohistoquimica. Se utilizaron cortes histologicos de
2 um de espesor. La marca positiva a Gstpl se puede apreciar en areas o estructuras celulares teflidas en
diferentes gradientes de color café. C: control, D2.5: animales tratados con la DEN 2.5 mg/kg, D5: animales
tratados con la DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con la DEN 20 mg/kg. Magnificacion de las imagenes

200x. La barra indica 100 um. n=5.
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Figura 15. Expresion proteica de Gstpl en ratones tratados con DEN. A: La grafica representa el analisis
densitométrico de la expresion de Gstpl, ésta expresion fue normalizada con la proteina constitutiva Gapdh.
Cada barra representa el promedio de la expresion de Gstpl igualada a 1 respecto de cada grupo control para
analizar las veces de cambio en la expresion entre los diferentes tratamientos, + error estandar. Los grupos de
barras corresponden a una duracion distinta de la administracion de la DEN. B: Las imagenes representan la
expresion de Gstpl mediante la deteccion inmunoespecifica por WB, se utilizé Gapdh como control de carga.
C: control, D2.5: animales tratados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales tratados con DEN 5 mg/kg, D20:
animales tratados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s: 10 semanas de tratamiento, 14s: 14
semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento. *Diferencia estadisticamente significativa respecto al
control (p<0.05). n=4.
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4.6 Efecto de la DEN sobre el proceso de apoptosis celular
3

b

La caspasa 3 es una de las principales proteinas utilizadas como marcadores de apoptosis'
en este trabajo se evaluaron los niveles de la pro-caspasa 3, la forma inactiva de la caspasa
3. Se observo una tendencia a la disminucion en la expresion de la pro-caspasa 3 en el higado
de los ratones tratados con DEN a 2.5, 5 y 20 mg/kg durante seis semanas. También, se
observo una disminucion estadisticamente significativa en su expresion inducida por la dosis
de 5 mg/kg durante diez semanas (p=0.0127); por otra parte, una tendencia de incremento de
su expresion fue promovida por la dosis de 20 mg/kg durante diez y dieciocho semanas,
mientras que el tratamiento por catorce semanas provoco un incremento significativo de su

expresion (p=0.0358), véase figura 16.
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Figura 16. Expresion de Pro-caspasa 3 en ratones tratados con distintas dosis de DEN. A: La grafica
representa el analisis densitométrico de la expresion proteica de pro-caspasa 3, dicha expresion fue normalizada
respecto a la proteina Gapdh. Cada barra representa el promedio + el error estandar de la expresion de pro-
caspasa 3 igualada a 1 respecto de cada grupo control; con la finalidad de analizar las veces de cambio entre los
diferentes tratamientos. Los grupos de barras corresponden a una duracion distinta del tratamiento con DEN.
B: Las imagenes representan la expresion de pro-caspasa 3 mediante la deteccion inmunoespecifica por WB,
se utilizd Gapdh como control de carga. C: control, D2.5: animales tratados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales
tratados con DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s: 10
semanas de tratamiento, 14s: 14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento. *Diferencia
estadisticamente significativa respecto al control (p<0.05). n=4 animales por grupo.
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4.7 Metabolismo de la DEN en el raton

Se ha reportado que la enzima Cyp2el es una de las principales enzimas que metaboliza la

DEN en la rata®®. Asi, para conocer la localizacion tisular y la expresion de ésta enzima,

determinamos su presencia en el higado de los ratones tratados con DEN y sus controles

mediante analisis de inmunohistoquimica y Western blot, respectivamente. Nuestros
resultados demostraron que, en el higado de los animales no tratados, el Cyp2el se localizo
principalmente rodeando las venas hepéticas, un resultado similar al observado en aquellos
animales tratados con 2.5 y 5 mg/kg durante seis, diez, catorce y dieciocho semanas, asi como
con 20 mg/kg por seis semanas. Sin embargo, a las diez y catorce semanas observamos su
expresion redistribuida en el parénquima; es decir, en zonas alejadas a las venas hepaticas,
esto fue mas evidente a las dieciocho semanas de administracion con la dosis mas elevada,

20 mg/kg. De manera interesante, la expresion del Cyp2el se localizé con mayor intensidad

de predominio peritumoral Como resultado podemos concluir que la expresion de ésta

enzima disminuy¢6 dosis y tiempo dependiente (figura 17).

Al analizar la expresion proteica de la enzima Cyp2el en el tejido hepatico de los animales
tratados con la DEN 2.5 mg/kg durante seis semanas, encontramos una tendencia de
incremento en su expresion; sin embargo, ésta disminuy6 en los tiempos subsecuentes. Por su
parte, con la dosis de 5 mg/kg observamos una tendencia de disminucion en su expresion a
partir de la semana diez hasta la dieciocho. Es importante resaltar que la dosis de 20 mg/kg
disminuy6 significativamente la expresion de esta enzima desde la semana seis, hasta la
dieciocho (p=0.0035, p=0.0006, p=0.0004 y p=0.0001 respectivamente). Con estos resultados
confirmamos que la DEN disminuyo la expresion de la enzima Cyp2el y que este efecto fue
dosis y tiempo dependiente, congruente con lo que se aprecio a través de los anélisis de THQ

(figura 18).
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Figura 17. Efecto de la DEN sobre la localizacion estructural de la enzima Cyp2el en higado del ratén.
Se determind la localizacion tisular de Cyp2el mediante analisis de IHQ. Se utilizaron cortes histologicos de 2
pum de espesor. La marca positiva a Cyp2el se puede apreciar en areas o estructuras celulares tefiidas en
diferentes gradientes de color café. C: control, D2.5: animales tratados con la DEN 2.5 mg/kg, D5: animales
tratados con la DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con la DEN 20 mg/kg. Magnificacion de las imagenes
200x. La barra indica 100 um. n=5 por grupo.
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Figura 18. Expresion proteica de Cyp2el en higados de ratones tratados con DEN. A: La grafica representa
el analisis densitométrico de la expresion proteica de Cyp2el determinada por WB, dicha expresion fue
normalizada respecto a la proteina Gapdh. Cada barra representa el promedio + el error estandar de la expresion
de Cyp2el igualada a 1 respecto de su control; con la finalidad de analizar las veces de cambio entre los
diferentes tratamientos. Los grupos de barras corresponden a una duracion distinta del tratamiento con la DEN.
B: Se muestra la imagen representativa de la expresion de Cyp2el obtenida por la deteccion inmunoespecifica
por WB, se utilizé6 Gapdh como control de carga. C: control, D2.5: animales tratados con DEN 2.5 mg/kg, D5:
animales tratados con DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento,
10s: 10 semanas de tratamiento, 14s: 14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento. *Diferencia
estadisticamente significativa respecto al control (p<0.05).n=4.
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4.9 Produccion de EROs

El dafio oxidativo provocado por la DEN en el higado del ratéon se evalué mediante la
medicion de las EROs con un ensayo de espectrofluorimetria. El incremento en los niveles
de EROs lo observamos en todas las dosis y tiempos evaluados (p<0.005 para todos los
casos), como s¢ observa en la figura 19. Cabe resaltar que la administracion durante seis
semanas con la dosis de 2.5 mg/kg provoco el mayor incremento de EROs asi como la dosis

de 20 mg/kg administrada por dieciocho semanas.

Figura 19. Efecto de la DEN sobre la produccién de EROs. Mediante un ensayo de espectrofluorimetria se
determinaron los niveles de EROs en el higado de los animales tratados con la DEN. Las unidades de
fluorescencia relativas (UFR) son directamente proporcionales a la cantidad de EROs. Las barras en la grafica
representan el promedio de las UFRs llevadas a 1; con la finalidad de analizar las veces de cambio, * el error
estandar. C: control, D2.5: animales tratados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales tratados con DEN 5 mg/kg,
D20: animales tratados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s: 10 semanas de tratamiento, 14s:
14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento. *Diferencia estadisticamente significativa respecto
al control (p<0.05). &: Diferencia estadisticamente significativa respecto a D20 de 18s (p<0.05). Se realiz6 un
pool por grupo. n=3 mediciones por pool.
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4.10 Efecto de la DEN en la produccion de 4-HNE

Evaluamos los niveles del 4-HNE con una prueba de ELISA para conocer el efecto de la
DEN sobre la produccion de este aducto; debido a que, el 4-HNE es un potente agente
alquilante producto de la lipoperoxidacion que juega un papel central en la sefializacion
inducida por el estrés oxidativo y toxicidad oxidante®>. Observamos que la dosis 20 mg/kg
incremento los niveles de 4-HNE a las diez y dieciocho semanas de administracion (p<0.05).
También, observamos una tendencia de incremento de los niveles de 4-HNE en el resto de
los tratamientos, excepto por la dosis de 2.5 mg/kg a las 14 semanas de exposicion al

carcinogeno (figura 15).

Figura 20. Efecto de la DEN sobre los niveles de 4-HNE en el raton. Se realizo un analisis de ELISA para
medir los niveles de 4-HNE. Cada barra representa el promedio + el error estandar de la absorbancia de la
ELISA igualada a 1 respecto al grupo control; con la finalidad de analizar las veces de cambio de los niveles de
4-HNE entre los diferentes tratamientos. Los grupos de barras corresponden a una duraciéon distinta del
tratamiento con la DEN. C: control, D2.5: animales tratados con DEN 2.5 mg/kg, DS: animales tratados con
DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s: 10 semanas de
tratamiento, 14s: 14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento. *Diferencia estadisticamente
significativa respecto al control (p<0.05). &: Diferencia estadisticamente significativa respecto a D20 de 18s
(p<0.05). Se realiz6 un pool por grupo. =3 mediciones por pool.

55



Capitulo 5. Discusion

El CHC esté considerado como una de las principales causas de morbilidad y mortalidad, ya

134, Debido a que su aparicion en el ser

que es el segundo cancer mas letal a nivel mundia
humano requiere de un largo periodo de exposicion a pequefias cantidades de diferentes
agentes etiologicos, se han desarrollado modelos experimentales que reproducen su
progresion en periodos muy cortos y que permiten estudiar y entender su comportamiento en
roedores®>. Sin embargo, los mejores modelos de hepatocarcinogénesis experimental hasta
ahora descritos; por un lado, utilizan dosis carcinogénicas muy elevadas, a las cuales el ser
humano no estd expuesto normalmente, y por otro, el roedor mas utilizado en estos modelos
es la rata®!. Otra limitante de estos modelos, es que en comparacion con la rata, el raton tiene
una relacion mas estrecha con algunos genes relacionados con el desarrollo del cancer, como
son p53, c-Myc y ciclooxigenasa-2*°. Por lo tanto, con la finalidad de contar con una
herramienta para estudiar con mayor aproximacion a lo que ocurre en el ser humano,
caracterizar un modelo de hepatocarcinogénesis experimental en el raton puede ser de gran
utilidad para el estudio de la progresion del CHC y asi extrapolar su comportamiento al ser
humano como una herramienta que eventualmente, contribuya en un mejor diagndstico de la
enfermedad. Asi, en este trabajo realizamos la caracterizacion a nivel histopatologico y
molecular de un modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en el raton, que
paralelamente, nos permita determinar el efecto sinérgico de compuestos hepatotoxicos a los
que comunmente se expone el ser humano.

Uno de los parametros utilizados como referencia para estimar el dafo provocado por
determinado agente toxico en roedores, es el registro y comparacion de su peso corporal

durante el tiempo que dure la exposicion a esos agentes®’!

. Con este parametro se puede
inferir de manera preliminar el efecto dosis-respuesta de una sustancia con la finalidad de
obtener la relacion mas eficiente, sobre todo cuando se desconoce la mejor dosis y el tiempo
en que se debe exponer al animal del modelo experimental en cuestion. Previamente, en
nuestro grupo de investigacion determinamos el efecto dosis-respuesta de la DEN a 2.5, 5,
10, 20 y 40 mg de DEN/kg de peso corporal durante seis semanas. Encontramos que mientras
la dosis de 40 mg/kg disminuyd significativamente el peso corporal de los ratones e incluso,

solo el 30% de los animales sobrevivieron al tratamiento, la de 20 mg/kg impidi6 la ganancia
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del peso corporal, es decir, el peso corporal se mantuvo a lo largo del tratamiento. De manera
interesante, las dosis de 2.5 y 5 mg/kg, no modificaron la ganancia del peso corporal; es decir,
ésta fue similar a los animales control. Con base en estos resultados, en este estudio se
utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6 los cuales fueron tratados con 2.5, 5 y 20 mg
de DEN/kg de peso corporal dos veces por semana via intraperitoneal, durante seis, diez,
catorce y dieciocho semanas. Observamos que, aunque las dosis bajas (2.5 y 5 mg/kg)
disminuyeron el peso corporal de los animales tratados comparado con los controles a las
dieciocho semanas, no hubo variacién en la tendencia de su incremento a lo largo del tiempo,
mientras que, la dosis de 20 mg/kg impidi6 este incremento e indujo una tendencia a la
disminucion del peso corporal principalmente a las dieciocho semanas de su administracion.
Con esto podemos concluir que las dosis de 2.5 y 5 mg/kg de DEN no fueron lo
suficientemente perjudiciales para provocar una disminucién importante del peso corporal
de los animales y que la dosis 20 mg/kg, aunque no permitié el incremento del peso corporal,
¢éste se mantuvo hasta el término del tratamiento comparado con su peso inicial. Ademas, al
analizar el peso relativo del higado, las dosis de 2.5 mg/kg a las seis semanas, y 20 mg/kg a
las dieciocho semanas indujeron un incremento significativo en el peso del higado
comparado con sus respectivos controles. Estos resultados sugieren que las dosis
seleccionadas de la DEN a pesar de no provocar un dafio radical al animal, si indujeron
alteraciones en el tejido hepatico y afectaron la masa de este o6rgano. Adicionalmente, de
manera macroscopica apreciamos una pérdida de la integridad del higado de los animales
tratados con la DEN, el higado perdi6 su textura y color caracteristico. Finalmente, nédulos
de regeneracion fueron apreciados en los animales expuestos durante dieciocho semanas a la
DEN 20 mg/kg.

En modelos de hepatocarcinogénesis experimental se ha reportado que la DEN provoca
alteraciones en la arquitectura hepética asi como desarrollo de tumores®’. Esto ha sido
analizado mediante distintos métodos, uno de los mas utilizados es la tincion de H&E, la cual
permite tener una primera perspectiva de las alteraciones que se inducen sobre la arquitectura
del tejido. Se ha reportado que, en ratones C57BL/6 de catorce dias de edad tratados con una
unica dosis de 10 mg/kg de la DEN, se induce una pérdida de la arquitectura hepatica, hay
pleomorfismo celular, pérdida de cordones de hepatocitos y presencia de nodulos a las treinta

y seis semanas?’. En este trabajo observamos que en los ratones tratados con las dosis 2.5 y
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5 mg/kg durante seis, diez, catorce y dieciocho semanas, la DEN indujo una pérdida en la
definicion de los cordones de hepatocitos, de espacios sinusoidales y presencia de células
inflamatorias, lo cual se acentu6 conforme incrementé el tiempo de exposicion al
carcindégeno. Ademas, en los ratones tratados con DEN a 20 mg/kg, a partir de las diez
semanas de tratamiento, observamos hepatocitos de gran tamafio, anisonucleosis,
proliferacion de células tipo colangiolar y la formacion de tumores bien definidos los
observamos a las dieciocho semanas. Con estos resultados podemos concluir que el modelo
de hepatocarcinogénesis experimental aqui propuesto, indujo alteraciones en la arquitectura
hepatica las cuales incrementaron conforme al aumento de la dosis y tiempo de exposicion a
la DEN. Los resultados indican de manera contundente que la administracion durante
dieciocho semanas con la dosis 20 mg/kg ocasiono la pérdida de la arquitectura del tejido
hepético y la formacion de tumores.

La arquitectura normal del higado puede ser perturbada por la induccion de procesos
fibrogénicos que resultan en la acumulacion progresiva de fibras de colagena y en la escasa
remodelacion de la matriz extracelular®®. La fibrosis hepatica es consecuencia de la respuesta
sostenida de cicatrizacion de heridas a diversas lesiones hepaticas cronicas y se caracteriza
por la sustitucion progresiva del tejido hepatico funcional con matriz extracelular rica en
colagena. Como resultado, la fibrosis se observa como un incremento y presencia de fibras
de colagena en el parénquima hepatico las cuales, en condiciones normales sélo se localizan
en las células endoteliales hepéticas®®. Una de las técnicas utilizadas para observar fibras de
colagena en el tejido hepatico es la tincion tricromica de Masson, la cual detecta su presencia
en tonalidades de color azul. Se ha reportado que en ratas administradas con 50 mg/kg de la
DEN durante catorce semanas, se induce una gran cantidad de fibras de coldgeno en el
parénquima hepatico®’. Bajo el esquema de administracion propuesto en el presente modelo
de hepatocarcinogénesis experimental observamos que, las dosis de 2.5 y 5 mg/kg de DEN
no alteraron la deposicion de fibras de colageno. Los septos de fibra se observaron en el
parénquima hepatico de los animales tratados con DEN 20 mg/kg a las dieciocho semanas.
Estos resultados sugieren que, nuestro modelo de hepatocarcinogénesis experimental
reproduce etapas tempranas del proceso de fibrosis, principalmente con la dosis de 20 mg/kg
a las dieciocho semanas. Esto sugiere que el proceso de fibrosis inducido por la DEN

contribuyo6 en la pérdida de la arquitectura del tejido hepatico, un fendbmeno cominmente
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encontrado en procesos fibréticos cronicos inducidos por diferentes agentes etiologicos en el
ser humano. La fibrosis en un estado avanzado concluye en cirrosis, insuficiencia hepatica e
hipertension portal, y se estima que entre el 60% y 80% de los casos de CHC son resultado
de la cirrosis cronica, la cual se considera como una etapa pre-cancerigena*!. Asi, podemos
concluir que el modelo de hepatocarcinogénesis propuesto tiene el potencial de inducir la
fibrosis como un proceso previo y/o simultdneo a la aparicion del CHC, como ocurre en el
ser humano.

El fenémeno de la fibrosis cronica esta asociado con las etapas tempranas del desarrollo de
tumores debido a que favorece la supervivencia y proliferacion de células cancerigenas. La
proliferacion celular es considerada un fendémeno importante en el desarrollo y progresion
del cancer; debido a que en este proceso se alteran la actividad y expresion de proteinas
reguladoras del ciclo celular. Hay una activacion constitutiva de rutas de transduccion de

sefiales de la proliferacion durante la progresion del cancer®

. Una de las proteinas
relacionadas con el ciclo celular que ha sido utilizada como marcador de proliferacion celular
es Ki67, la cual mediante analisis de IHQ se ha encontrado incrementada en diferentes
tejidos, incluido el higado de ratas administradas con DEN*C. En este trabajo determinamos
el efecto de la DEN sobre la expresion de Ki67 mediante analisis de IHQ. Nuestros resultados
muestran que Ki67 respondi6 a la DEN de manera similar a la respuesta que ha tenido en
trabajos ya reportados; es decir, desde las dosis menores (2.5 y 5 mg/kg) hubo un incremento
de hasta cuatro veces mas nucleos Ki67 positivos. De manera interesante, dieciocho semanas
después de administrar 20 mg/kg de DEN observamos un incremento aiin més evidente el
cual se reflej6 como un cociente de 28 veces mas nucleos Ki67positivos respecto a los
animales control. Otra de las proteinas relacionadas con la proliferacion celular es la proteina
nuclear PCNA, esta es un componente de la maquinaria de replicacion y reparacion del
ADN*. PCNA es utilizado como marcador de proliferacion celular; ademés, mediante
diferentes técnicas de bilogia molecular se ha observado que en el CHC de la rata hay un
incremento significativo de su expresion®’. En este sentido, decidimos evaluar el grado de
co-localizacion entre Ki67 y Pcna para identificar células proliferantes y a la vez, la
proporcién cualitativa entre ambos marcadores lo cual lo realizamos mediante andlisis de
inmunofluorescencia. Observamos que su co-localizacion fue dosis-dependiente, el mayor

grado de co-localizacion lo apreciamos con la dosis de 20 mg/kg respecto a las otras dosis y
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el grupo control; ademas, con las dosis 2.5 y 5 mg/kg observamos que a las catorce y
dieciocho semanas la co-localizacion fue menor incluso que a las seis y diez semanas, pero
en ambos casos se aprecié una mayor co-localizacion que en sus respectivos controles. Es
importante resaltar que mientras Ki67 estuvo localizada unicamente en los nucleos celulares,
Pcna también se observo en el citoplasma de las células en proliferacion, lo cual permitio
observar un mayor nimero de células Pcna que de Ki67 positivas. Estos resultados nos
permitieron concluir que nuestro modelo de hepatocarcinogénesis experimental provoco la
induccion de la proliferacion celular, incluso en las dosis mas bajas. En conjunto, estos
resultados también indican que la induccion de la hepatocarcinogénesis experimental estuvo
acompafiada de un fenémeno caracteristico del cancer, la exacerbada proliferacion celular en
el higado del raton.

Ademas de los pardmetros de proliferacion, y para corroborar la induccion del céncer
hepético, decidimos evaluar un marcador de hepatocarcinogénesis ampliamente utilizado, la
expresion de Gstpl. Mediante varios analisis en modelos de hepatocarcinogénesis se ha
reportado que esta proteina marca de manera especifica las lesiones precancerosas y los
tumores hepaticos***. La deteccién de GSTP1 metilada en sangre se ha propuesto como un
marcador del CHC; debido a que, mientras la GSTP1 en sangre de pacientes con CHC se
encuentra metilada, !"en las biopsias de éstos, su expresion depende del grado de metilacion
de la enzima. Mediante analisis de IHQ se ha observado que si GSTP1 no estd metilada, se
encuentra preferencialmente en lesiones preneoplasicas hepaticas, mientras que si esta
metilada, se encuentra ausente en las biopsias de CHC*. De esta manera, en este trabajo
decidimos evaluar la localizacion tisular y la expresion proteica de la Gstpl en los higados
de los animales expuestos a la DEN. En el caso de los animales tratados con 2.5 y 5 mg/kg,
asi como en los ratones control, la Gstpl se localizé preferencialmente perivascular; sin
embargo, con la dosis de 20 mg/kg no apreciamos una localizacion especifica. A las
dieciocho semanas de tratamiento con la misma dosis su expresion se observd en zonas
internodulares, lo cual es congruente con lo reportado previamente en el CHC de la rata®?, en
nuestro estudio observamos que la marca positiva para Gstpl, se fue perdiendo conforme
incremento la dosis y tiempo de exposicion a la DEN. En cuanto a la expresion proteica, las
dosis de 2.5 y 5 mg/kg durante seis, diez, catorce y dieciocho semanas, asi como la de 20

mg/kg a las catorce semanas de tratamiento, indujo una tendencia al incremento de su
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expresion; sin embargo, al administrar la dosis 20 mg/kg durante seis diez y dieciocho
semanas no se observo cambio significativo en su expresion. Es importante resaltar que el
comportamiento de la Gstpl con las dosis 2.5 y 5 mg/kg concuerda con lo reportado en el
CHC de la rata®®. De acuerdo con lo previamente encontrado en seres humanos**, la ausencia
en el cambio de expresion de Gstpl observado con la dosis 20 mg/kg, nos podria sugerir que
muy probablemente el grado de metilacion de esta enzima se incrementa respecto a las demas
dosis indicando que en la sangre de estos animales podriamos encontrarla metilada, como
marcador de la presencia de tumores en el higado de los ratones sometidos a 20 mg/kg de
DEN. Analisis posteriores seran necesarios para corroborar esta propuesta.

Las GSTs han sido reportadas como moduladores de la via de sefalizacion de la apoptosis;
se ha demostrado que GSTP1 estd implicada en la regulacion negativa de la via apoptotica
mediante la inhibicion de JNK1 a través de interacciones proteina-proteina!®. La apoptosis
pude ser medida por varios métodos; la activacion de las caspasas es uno de los marcadores
bioquimicos mas conocidos, esta activacion se puede medir por la deteccion
inmunoespecifica de la proporcion entre procaspasa-3 y/o su forma activa, la caspasa-3.
Debido a que la apoptosis es uno de los procesos bioldgicos que se alteran durante el
desarrollo del cancer decidimos evaluar la expresion de la procaspasa-3; la forma inactiva de
la caspasa-3*. Encontramos que las dosis de 2.5 y 5 mg/kg indujeron una tendencia a la
disminuciéon de la expresion de procaspasa-3; mientras que con la dosis 20 mg/kg,
observamos una tendencia de incremento de esta proteina. Con base en estos resultados
podemos concluir que la mayor expresion de procaspasa-3 observada por efecto de la dosis
de 20 mg/kg es indicativo de una disminucion de la apoptosis, esto debido a que su forma
activa, la caspasa-3, se forma por un corte proteolitico de la procaspasa-3, lo cual no sucedid
12 Con esto, ademas podemos sugerir que si hay una subexpresion de la caspasa-3, proteina
efectora de la via apoptotica'?, que posiblemente este proceso se encuentre inhibido por
efecto de la dosis 20 mg/kg, sin embargo, para las dosis mas bajas la apoptosis podria estar
activa. Este fendmeno es congruente con el proceso de evasion de la apoptosis que las células
cancerosas promueven principalmente, en etapas avanzadas del desarrollo del cancer.

La CYP2EI es una enzima perteneciente a la familia de los citocromos P450 (CYP), éstas
enzimas tienen un rol importante en el metabolismo de xenobidticos como el etanol, acetonas,

drogas y procarcindgenos*®. Se ha demostrado que en la rata, la DEN incrementa la expresion
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del CYP2E1 para metabolizarla mediante procesos de oxidacion y como resultado forma
productos altamente reactivos los cuales pueden promover la hepatocarcinogénesis.
Adicionalmente, estd reportado que la deplecion del CYP2E]1 provoca una disminucion en la
incidencia y multiplicidad tumoral en la hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en el
raton®’. Es por esto que evaluamos el comportamiento del CYP2E1 mediante IHQ y WB
como un marcador del metabolismo de la DEN. Nuestros resultados demostraron que la DEN
disminuy¢ la expresion proteica de esta enzima conforme increment6 el tiempo de exposicion
al carcindgeno; aunque, incrementd su expresion y localizacion preferencialmente peri-
nodular/tumoral en el higado de los ratones tratados con DEN a 20 mg/kg durante dieciocho
semanas. Esto concuerda con lo reportado en biopsias de pacientes con CHC donde se
encontrd una diminucion de su expresion en tumores pobremente diferenciados*’. Aunque
nuestros resultados sugieren que la DEN disminuye la expresion del CYP2E1, una enzima
que puede ser indispensable en su metabolismo en el higado del raton, otras enzimas de la
misma familia pudieran ser activadas para metabolizar la DEN y en consecuencia inducir la
hepatocarcinogénesis en el raton; esto debido a que el CYP2EI no es la unica enzima que
puede metabolizar la DEN. Se ha reportado a las veinticuatro horas después de administrar
200 mg/kg de DEN, que la actividad del CYP2B1/2 esta incrementada en el higado de la
rata®®. Este antecedente sugiere que un posible candidato alternativo del metabolismo de la
DEN en el higado del raton podria ser el CYP2B1/2.

Adicionalmente, el estrés oxidativo tiene un papel fundamental en la progresion y desarrollo
del cancer incluido el CHC. El estrés oxidativo se define como la pérdida de la homeostasis
oxido-reduccion (redox); es decir, cuando la respuesta de la maquinaria antioxidante es
superada por la produccion de EROs, los niveles de EROs incrementan y puede generar un
estrés oxidativo en el microambiente celuar®. Asi, en este trabajo determinamos los niveles
de EROs inducidos por efecto de la DEN en el higado del raton *°. Para determinar los niveles
de EROs en nuestro modelo de hepatocarcinogénesis experimental utilizamos el kit de
analisis de EROs intracelular de Cell BioLabs Inc., el cual determina de manera indirecta las
EROs en muestras tisulares. Observamos que todas las dosis de DEN (2.5, 5 y 20 mg/kg),
durante seis, diez, catorce y dieciocho semanas incrementaron los niveles de EROs. Cabe
resaltar que el incremento entre la dosis 2.5 mg/kg por 6 semanas y la de 20 mg/kg durante

18 semanas fueron muy similar. Para el caso de la menor dosis, estos resultados se puede
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atribuir a que la bioactivacion de la DEN induce la produccion de EROs?®, sin embargo, el
incremento observado con la dosis 20 mg/kg podria ser causado por la ineficiencia de la
maquinaria antioxidante para eliminar las EROs producidas.

Las EROs inician la lipoperoxidacion autocatalitica que da como resultado la formacion de
moléculas electrofilicas toxicas y radicales libres. El 4-HNE es uno de los productos
electrofilos de esta lipoperoxidacion, este producto forma aductos con proteinas, acidos
nucleicos y fosfolipidos los cuales juegan un papel importante en el proceso de
carcinogénesis. Se ha reportado que el 4-HNE estd aumentado en enfermedades relacionadas
con estrés oxidativo como en el caso del cancer®®. El1 4-HNE es utilizado como un marcador
para medir el aumento del estrés oxidativo®!, por lo tanto, la informacién anterior nos indica
que la determinacion de los niveles de esta molécula podria confirmar el efecto de la DEN
sobre la produccion de EROs en el higado del raton. Nuestros resultados demuestran una
tendencia de incremento de los niveles del 4-HNE en los animales tratados con DEN. Este
incremento fue significativo cuando administramos la dosis de 20 mg/kg durante diez y
dieciocho semanas. Estos resultados indican que la induccién del estrés oxidativo, sobre todo
utilizando la dosis de 20 mg/kg, fue dosis y tiempo dependiente, especialmente durante el
mayor tiempo de exposicion al carcindgeno. Los resultados nos permiten sugerir que el
incremento del 4-HNE en el higado de los ratones tratados con DEN, podria estar alterando
la via de sefializacion de la apoptosis, debido a que esta molécula funciona como un segundo

mensajero de esta via®>,
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Capitulo 6. Conclusiones

En esta investigacion, realizamos la caracterizacion de un modelo de hepatocarcinogénesis
experimental en el raton, a través de la descripcion de las alteraciones histopatologicas y
moleculares que ocurren en el higado del raton expuesto a diferentes dosis de DEN, en
consecuencia, proponemos parametros de dosis y tiempo de la administracion de la DEN que
pudieran ser Optimos tanto para inducir de manera cronica la hepatocarcinogénesis en el raton
como para administrarla de manera sinérgica con otros agentes hepatotdxicos como el etanol.
En este sentido, las dosis seleccionadas y utilizadas de DEN para este proyecto (2.5, 5y 20
mg/kg) provocaron distintas alteraciones en el tejido hepatico, las cuales afectaron la
arquitectura del tejido hepatico; la presencia de las proteinas del ciclo celular Ki67 y PCNA;
la expresion y localizacion del marcador de hepatocarcinogénesis GSTP1; la expresion del
marcador de apoptosis procaspasa-3, la expresion y localizacion de la enzima CYP2ET1; la
produccion de EROs y la del 4-HNE. Demostramos que el dafio hepatico increment6
conforme aument? el tiempo de exposicion a la DEN, aunque las dosis mas bajas (2.5 y 5
mg/kg) no provocaron un dafo hepatico importante, si indujeron la proliferacion celular, el
incremento de las EROs y del 4-HNE. La dosis 5 mg/kg incremento la expresion de GSTP1
a las catorce semanas de tratamiento; la misma dosis, pero a las diez semanas de tratamiento
provocd disminucién de la expresion de la procaspasa-3. La dosis de DEN 20 mg/kg
administrada durante dieciocho semanas ocasiono el mayor dafo, provoco la pérdida total de
la arquitectura hepatica e incluso la formacion de tumores y/o nddulos preneoplasicos, el
desarrollo de etapas tempranas de fibrosis, incrementd la presencia de las proteinas de
proliferacion celular Ki67 y PCNA, aunque no se observo alteracion en la expresion proteica
de la GSTP1 provoco el incremento de la procaspasa-3, el decremento de la expresion del
CYP2EI y ademas el incremento de los niveles de EROs y del 4-HNE. En conjunto,
concluimos que la dosis 0ptima para inducir la hepatocarcinogénesis en el raton es la dosis
de 20 mg/kg de DEN durante dieciocho semanas. Ademas, las dosis de 2.5 y 5 mg/kg de
DEN pueden ser utiles para evaluar el efecto sinérgico entre la DEN y otras sustancias

hepatotoxicas.
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Capitulo 7. Perspectivas

Con base en nuestros resultados, en primera instancia, el protocolo experimental de este
modelo de hepatocarcinogénesis, resulta atractivo y de utilidad como una herramienta para
el estudio del efecto sinérgico de la DEN con otras sustancias hepatotdxicas. En particular en
nuestro equipo de investigaciéon buscamos utilizar este modelo para determinar el efecto
sinérgico entre la DEN y el consumo cronico de etanol en la progresion de la enfermedad
hepatica alcoholica y eventualmente en el desarrollo del CHC. Asi como también, para
describir los mecanismos moleculares asociados a estas enfermedades. Nuestros resultados
han generado inquietudes interesantes que nos permitirdn tener una caracterizacion mas
completa del modelo. Por mencionar algunas, nos inquieta saber: ;Como afectan las
diferentes dosis de DEN el perfil de expresion génico global? ;Cual es el estatus de la
actividad enzimatica del Cyp2el? ;Podria el Cyp2b 1/2 estar participando en el metabolismo
de la DEN en el higado del raton? Al respecto; hemos planteado una estrategia experimental
que nos permitird abordar cada una de las preguntas y asi explicar la progresion de
enfermedades hepaticas cronicas en un modelo que no sdlo reproduce enfermedades
hepaticas, sino también, que la enfermedad propiamente dicha, es inducida como podria
ocurrir en el ser humano, es decir, sometidos a pequefias dosis de los agentes hepatotoxicos

por periodos prolongados.
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Anexos

Anexo 1A. Buffer de lisis no desnaturalizante: Para preparar buffer de lisis no
desnaturalizante se disolvieron todos los componentes en el mismo orden que aparecen en la
tabla 1A en 40 ml de agua destilada y se disolvio con ayuda de un agitador magnético. Al
final se agregd el volumen restante para aforar a 50 ml. Los inhibidores se agregaron al
instante de utilizar el buffer.

Buffer de lisis no desnaturalizante
Reactivo Concentracion | Para 50 ml
Tris HCl pH 8 1M 20 mM 1ml
NaCl 4M 120 mM 1.5ml
EDTA 500mM 2mM 0.2 ml
Substituto de nonidet-P40 10% 5ml
Glicerol 1% 0.5 ml
Inhibidores

PMSF (Fenil metil sulfonil) 100 mM 1mM 0.5ml
NasVOs 200mM 2mM 0.5 ml
PhosStop 20X 1X 2.5ml

Complete Protease Inhibitor Coktail 25X 1X 2ml

Tabla 1A. Reactivos necesarios para preparar buffer de lisis no desnaturalizante.

Anexo 1B. Buffer de carga 5X: El buffer de carga se realizo con la mezcla de los reactivos
de la tabla 1B, el 2-mercaptoetanol se agregd al momento de utilizar el buffer. Por cada 85
pl de buffer de carga 5X se agregaron 25 pl de 2-mercaptoetanol.

Buffer de carga 5X
Reactivo Concentracion | Para 50 ml

Agua destilada n/a 1.5 ml
Tris HCl pH 6.8 1.5M 300 mM 2 ml
Azul de bromofenol 1% 0.05% 0.5 ml
Glicerol 50% 5ml

SDS 10% 1g
2-mercaptoetanol 25% 2.5ml

Tabla 1B. Reactivos utilizados para preparar buffer de carga 5X.
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Anexo 1C. Gel de poliacrilamida: Los geles de poliacrilamida se realizaron con los
reactivos y cantidades de la tabla 1C, para todos los casos primero se preparo el gel separador
y después de haber polimerizado se agreg6 el gel concentrador.

Gel desnaturalizante de poliacrilamida

Reactivo Para 20 ml
Gel separador 10% 12%
Agua mili-Q 7.9 ml 6.6 ml
Acrilamida/bis-acrilamida mix 30% | 6.7 ml 8 ml
Tris base pH 8.8 1.5 M 5ml 5ml
SDS (Sulfato duodecil de sodio) 0.2 ml 0.4 ml
APS (Persulfato de amonio) 0.2 ml 0.4 ml
TEMED (tetrametiletilendiamina) | 0.008 ml | 0.016 ml

Gel concentrador

Reactivo Para 5 ml
Agua mili-Q 4.1ml
Acrilamida/bis-acrilamida mix 30% 1ml
Tris base pH 6.8 1 M 0.75 ml
SDS (Sulfato duodecil de sodio) 0.06 ml
APS (Persulfato de amonio) 0.06 ml
TEMED (tetrametiletilendiamina) 0.006 ml

Tabla 1C. Lista de reactivos para realizar geles de poliacrilamida

Anexo 1D. Buffer de corrida 1X (BC 1x): Para preparar BC 10x cada uno de los reactivos
de la tabla 1D fueron pesados y después disueltos en 800 ml de agua destilada y
posteriormente se aforé a 1000 ml. Para preparar BC 1x, 100 ml de BC 10x fueron diluidos
en 800 ml de agua destilada y se agregé el volumen suficiente para 1000 ml.

Buffer de corrida 10x (BC 10x)
Reactivo Para 1L
Tris base 30g

Glicina 144g
SDS* 10g

Taba 1D. Reactivos necesarios para preparar un litro de BC 10x
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Anexo 1E. Buffer de transferencia 1x (BT 1x): Para preparar BT 10x cada uno de los
reactivos de la tabla 1E fueron pesados y disueltos en 800 ml de agua destilada y
posteriormente se aford a 1000 ml. Para preparar BT 1x, 100 ml de BT 10x fueron disueltos
en 800 ml de agua destilada y se aforé 1000 ml.

Buffer de transferencia 10x
(BT 10x)

Reactivo

Para 1L

Tris-base

30.2g

Glicina

144.2 g

Tabla 1E. Reactivos necesarios para preparar un litro de BT 10x

Anexo 1F. Buffer-tris salino al 0.1% Tween20 (TBST 1x): Para preparar TBST 1x,
primero se prepard TBS 10x con los reactivos que se indican en la tabla 1F; posteriormente,
100 ml de TBS 10x fueron diluidos en 800 ml de agua destilada y luego se afor6 a 1000 ml,
al final se agreg6 1 ml de Tween 20.

Buffer-tris salino 10x (TBS 10x
Reactivo Para 1L
Tris-HCI 24.23g

NaCl 80.06 g

Tabla 1F. Reactivos necesarios para preparar un litro de TBS 10x, todos los reactivos fueron disueltos en agua
destilada.

Anexo 1G. Buffer de fosfatos salino (PBS 1x): Para preparar PBS 1x primero se preparo6
PBS 10x conforme a lo especificado en la tabla 1G; posteriormente, 100 ml de PBS 10x
fueron disueltos en 800 ml de agua destilada y luego se aforé a 1000 ml.

Buffer-fosfato salino 10x (PBS 10x)
Reactivo Para 1L
Nacl 80¢g
KCl 2¢g
NazHPO4 144g
KH2PO4 24¢

Tabla 1G. Reactivos necesarios para preparar un litro de PBS 10x, todos los reactivos fueron disueltos en agua
destilada.
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Anexo 2. Protocolo de cuantificacion de proteinas ABC

Primero se realizd la curva estandar de referencia, la cual se obtuvo mediante nueve
diluciones seriadas de albumina de suero bovino (ASB) con una concentracion inicial de 2
pg/ ul (tabla 1A). Posteriormente se mezclaron todos los elementos especificados en la tabla
2A en tubos eppendorf de 0.6 ml, con lo cual se obtuvo un volumen final de 50 pul; después
se agregaron 200 pl de una disolucion 50:1 de 4cido bicinconinico con sulfato de cobre. Esta
mezcla se dejo incubar durante 30 minutos a 37°C. Después se colocaron 110 pul de cada
mezcla en los pozos de una microplaca de fondo plano por duplicado. Por ultimo se
obtuvieron las absorbancias con los reactivos necesarios (tabla 2B) a 562 nm en un
espectrofotometro para microplacas Epoch de BioTek.

Preparacion de las soluciones estandar a partir de albdimina [2ug/ul)
0 s Volumen de Volumen de disolucién (stock BSA Concentracion final
Dilucién
agua (ul) 2ug/ul) [ug/ul]

A 0 300 del stock 2
B 125 375 del stock 1.5
C 325 325 del stock 1
D 175 175 de la diluciéon B 0.75
E 325 325 de la dilucion C 0.5
F 325 325 de la dilucién E 0.25
G 325 325 de la dilucién F 0.125
H 400 100 de la dilucién G 0.025
| 400 0 0 (blanco)

Tabla 2A. Diluciones seriadas para preparar la curva estandar. Se muestran las diluciones que se realizaron

para obtener la curva de referencia. Se utiliz6 agua destilada.

Para preparar curva estandar Para preparar muestras
Reactivos Volumen
. Volumen

(1) Reactivos ()
Agua 30 : r
Buffer de lisis 10 gua 0
Solucién estandar 10 Muelf»tra 10
Total 50 Tota 50

Tabla 2B. Reactivos necesarios para obtener absorbancias. Para poder leer en el espectrofotometro y obtener
las absorbancias tanto de la curva estandar como de las muestra de proteina extraida del higado de los animales
tratados se mezclaron estos reactivo.
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Anexo 3A. Cuantificacion de proteinas de la cinética de seis semanas

Grupos | Absl Abs2 Abs [ug/ul] Fait:g:)d" HE ZZZZCJOta I:Zrma;()::g
c1 0.14 0.13 0.14 0.75 22.60 904.09 1.7
c2 0.15 0.15 0.15 0.83 25.01 1000.39 1.5
c3 0.20 0.22 0.21 1.10 33.11 1324.32 1.1
c4 0.18 0.17 0.18 0.96 28.73 1149.22 1.3
5 0.25 0.24 0.24 1.28 38.43 1537.35 1.0

D-2.5-1 | 0.11 0.10 0.10 0.61 18.15 726.07 2.1

D-2.5-2 | 0.11 0.12 0.12 0.68 20.27 810.70 1.9

D-2.5-3 | 0.20 0.22 0.21 1.11 33.33 1333.07 1.1

D-2.5-4 | 0.15 0.14 0.14 0.79 23.77 950.78 1.6

D-2.5-5 | 0.20 0.19 0.19 1.03 30.85 1233.85 1.2
D-5-1 0.11 0.11 0.11 0.65 19.39 775.68 1.9
D-5-2 0.15 0.15 0.15 0.83 25.01 1000.39 1.5
D-5-3 0.12 0.14 0.13 0.72 21.51 860.31 1.7
D-5-4 0.17 0.15 0.16 0.87 26.18 1047.08 1.4
D-5-5 0.20 0.19 0.20 1.06 31.72 1268.87 1.2

D-20-1 | 0.10 0.10 0.10 0.60 17.86 714.40 2.1

D-20-2 | 0.15 0.16 0.16 0.86 25.67 1026.65 1.5

D-20-3 | 0.17 0.17 0.17 0.94 28.07 1122.96 1.3

D-20-4 | 0.15 0.16 0.16 0.85 25.59 1023.74 1.5

D-20-5 | 0.20 0.20 0.20 1.06 31.87 1274.71 1.2
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Anexo 3B. Cuantificacion de proteinas de la cinética de diez semanas

s | vt | e | 15 T gy [P e s st s
C1 0.19 0.18 0.18 1.05 15.82 1581.67 2.4
C2 0.23 0.21 0.22 1.27 18.98 1897.83 2.0
C3 0.14 0.13 0.14 0.78 11.73 1173.30 3.2
Cc4 0.19 0.19 0.19 1.08 16.21 1621.19 2.3
C5 0.18 0.18 0.18 1.03 15.38 1537.76 2.4
D2.5-1 0.19 0.19 0.19 1.09 16.39 1638.76 2.3
D2.5-2 0.21 0.20 0.21 1.19 17.84 1783.67 2.1
D2.5-3 0.21 0.22 0.21 1.22 18.28 1827.58 2.1
D2.5-4 0.20 0.20 0.20 1.15 17.27 1726.58 2.2
D2.5-5 0.21 0.21 0.21 1.22 18.32 1831.97 2.0
D5-1 0.22 0.21 0.22 1.26 18.85 1884.66 2.0
D5-2 0.26 0.26 0.26 1.51 22.67 2266.69 1.7
D5-3 0.24 0.25 0.25 1.43 21.44 2143.74 1.7
D5-4 0.31 0.30 0.31 1.79 26.79 2679.45 1.4
D5-5 0.23 0.23 0.23 1.33 19.90 1990.05 1.9
D20-1 0.16 0.18 0.17 0.98 14.76 1476.29 2.5
D20-2 0.17 0.20 0.19 1.07 15.99 1599.24 2.3
D20-3 0.18 0.17 0.18 1.01 15.11 1511.42 2.5
D20-4 0.22 0.23 0.23 1.31 19.72 1972.48 1.9
D20-5 0.19 0.19 0.19 1.11 16.69 1669.50 2.2
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Anexo 3C. Cuantificacion de proteinas de la cinética de catorce semanas

Grupos Abs1 Abs2 ADS [ug/ul] Fac(t;i)[ de aﬁfui:a Para 30ug

Prom 1:15 de 40 pl | tomar pl:
C1 0.18 0.18 0.18 0.87 13.11 524.23 2.9
Cc2 0.12 0.11 0.11 0.56 8.44 337.74 4.4
C3 0.18 0.18 0.18 0.90 13.55 541.85 2.8
c4 0.27 0.24 0.26 1.26 18.83 753.30 2.0
(65 0.21 0.21 0.21 1.04 15.64 625.55 2.4
D2.5-1 0.17 0.14 0.15 0.75 11.31 452.28 3.3
D2.5-2 0.17 0.16 0.17 0.83 12.41 496.33 3.0
D2.5-3 0.19 0.17 0.18 0.88 13.22 528.63 2.8
D2.5-4 0.21 0.20 0.20 1.00 14.94 597.65 2.5
D2.5-5 0.17 0.16 0.17 0.81 12.19 487.52 3.1
D5-1 0.20 0.20 0.20 0.99 14.83 593.25 2.5
D5-2 0.22 0.22 0.22 1.10 16.45 657.86 2.3
D5-3 0.20 0.20 0.20 0.97 14.50 580.03 2.6
D5-4 0.20 0.19 0.20 0.97 14.54 581.50 2.6
D5-5 0.18 0.19 0.18 0.90 13.44 537.44 2.8
D20-1 0.07 0.09 0.08 0.41 6.09 243.76 6.2
D20-2 0.13 0.14 0.14 0.68 10.17 406.75 3.7
D20-3 0.13 0.12 0.13 0.63 9.40 375.92 4.0
D20-4 0.13 0.13 0.13 0.65 9.73 389.13 3.9
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Anexo 3D. Cuantificacion de proteinas de la cinética de dieciocho semanas

C1 0.22 0.21 0.21 0.99 14.91 596.53 2.5
C2 0.22 0.22 0.22 1.03 15.38 615.34 24
Cc3 0.19 0.19 0.19 0.88 13.21 528.51 2.8
c4 0.22 0.22 0.22 1.01 15.20 608.10 2.5
C5 0.14 0.16 0.15 0.67 9.99 399.71 3.8
D2.5-1 0.14 0.15 0.15 0.68 10.14 405.50 3.7
D2.5-2 0.19 0.19 0.19 0.89 13.36 534.30 2.8
D2.5-3 0.23 0.21 0.22 1.02 15.35 613.89 2.4
D2.5-4 0.26 0.24 0.25 1.19 17.84 713.75 2.1
D2.5-5 0.24 0.23 0.23 1.09 16.29 651.52 2.3
D5-1 0.22 0.21 0.22 1.00 15.02 600.87 2.5
D5-2 0.23 0.22 0.23 1.05 15.71 628.36 2.4
D5-3 0.20 0.22 0.21 0.98 14.73 589.29 2.5
D5-4 0.21 0.21 0.21 0.97 14.52 580.61 2.6
D5-5 0.22 0.22 0.22 1.03 15.42 616.79 24
D20-1 0.15 0.16 0.16 0.71 10.64 425.76 3.5
D20-2 0.16 0.15 0.16 0.72 10.75 430.10 3.5
D20-3 0.14 0.16 0.15 0.68 10.25 409.84 3.7
D20-4 0.17 0.16 0.16 0.76 11.33 453.26 3.3
D20-5 0.15 0.15 0.15 0.69 10.28 411.29 3.6
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Anexo 3E. Cuantificacion de la cinética de seis semanas para la medicion de EROs y 4-

HNE
Grupos rbe EROs 4-HNE
promedio ulpara| Parallevara |[Final] | pl para Para llevar a [Final]
[ug/ul] | 500 pg | 100 i de PBS1x | [ug/ull | 400 g | 100 ui de PBS1x/0.2%ASB | [ug/ul]
C1 0.21 ]15.59]32.08 67.92 5 ]51.32 48.68 4
C2 0.19 ]13.66]36.60 63.40 5 |58.57 41.43 4
C3 0.37 |27.23]18.36 81.64 5 129.37 70.63 4
C4 0.27 ]19.60]25.51 74.49 5 140.82 59.18 4
C5 0.22 ]16.32]30.64 69.36 5 149.02 50.98 4
D2.5-1 0.24 |17.75]28.17 71.83 5 ]45.08 54.92 4
D2.5-2 0.17 |11.81]42.34 57.66 5 |67.75 32.25 4
D2.5-3 0.16 |11.69]42.76 57.24 5 |68.42 31.58 4
D2.5-4 0.16 |11.46]43.62 56.38 5 169.80 30.20 4
D2.5-5 0.25 |18.17]27.51 72.49 5 144.02 55.98 4
D5-1 0.16 |11.46]43.62 56.38 5 169.80 30.20 4
D5-2 0.20 |14.59]34.28 65.72 5 |54.85 45.15 4
D5-3 0.20 |14.12]35.40 64.60 5 156.65 43.35 4
D5-4 0.14 ]110.00]50.02 49.98 5 180.03 19.97 4
D5-5 0.14 ]10.07]49.64 50.36 5 179.42 20.58 4
D20-1 0.18 ]13.16]38.00 62.00 5 160.80 39.20 4
D20-2 0.19 ]11.88]42.10 57.90 5 |67.36 32.64 4
D20-3 0.17 ]111.96]41.80 58.20 5 166.87 33.13 4
D20-4 0.17 |12.00]41.66 58.34 5 |66.66 33.34 4
D20-5 0.18 |12.70]39.38 60.62 5 163.01 36.99 4

71



Anexo 3F. Cuantificacion de la cinética de diez semanas para la medicion de EROs y 4-

HNE
EROs 4-HNE

G proArr:):dio —_— ulpara| Paratievara |[Final] | pi para Para llevar a [Final]

500 pg | 100 pl de PBS1x | [ug/ul] | 400 pg | 100 i de PBS1x/0.2%ASB | [ugrii]
C1 0.19 11.61 43.05 56.95 5 |68.88 31.12 4
Cc2 0.28 17.73 28.19 71.81 5 145.11 54.89 4
C3 0.23 14.69 34.04 65.96 5 |54.46 45.54 4
C4 0.22 13.77 36.30 63.70 5 158.08 41.92 4
C5 0.22 14.13 35.38 64.62 5 156.60 43.40 4
D2.5-1| 0.23 14.72 33.96 66.04 5 154.34 45.66 4
D2.5-2| 0.22 13.74 36.39 63.61 5 ]58.22 41.78 4
D2.5-3| 0.20 12.79 39.09 60.91 5 16254 37.46 4
D2.5-4| 0.18 11.02 45.35 54.65 5 7257 27.43 4
D2.5-5| 0.21 12.86 38.89 61.11 5 16222 37.78 4
D5-1 0.16 9.98 50.11 49.89 5 180.18 19.82 4
D5-2 0.21 12.89 38.79 61.21 5 162.06 37.94 4
D5-3 0.23 14.59 34.26 65.74 5 |154.82 4518 4
D5-4 0.22 13.81 36.21 63.79 5 |57.94 42.06 4
D5-5 0.25 15.67 31.90 68.10 5 |51.04 48.96 4
D20-1 0.18 10.89 45.90 54.10 5 |73.44 26.56 4
D20-2 | 0.18 11.02 45.35 54.65 5 7257 27.43 4
D20-3 | 0.27 17.18 29.11 70.89 5 146.57 53.43 4
D20-4| 0.18 11.35 44 .05 55.95 5 17047 29.53 4
D20-5| 0.17 10.34 48.37 51.63 5 |77.39 22.61 4
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Anexo 3G. Cuantificacion de la cinética de catorce semanas para la medicion de EROs y 4-

HNE
EROs 4-HNE
Clitlges pro)?r?:dio ulpara| Paratievara |[Final] | pi para Para llevar a [Final]
[ug/ul] 500 pg | 100 pl de PBS1x | [ug/ul] | 400 g | 100 pi de PBS1x/0.2%ASB | [ug/ui]
C1 0.27 13.74 36.38 63.62 5 158.21 41.79 4
Cc2 0.33 17.98 27.81 72.19 5 144.49 55.51 4
C3 0.34 18.94 26.40 73.60 5 14224 57.76 4
Cc4 0.34 18.50 27.03 72.97 5 143.25 56.75 4
C5 0.31 16.06 31.12 68.88 5 149.80 50.20 4
D2.5-1| 0.29 14.81 33.76 66.24 5 154.01 45.99 4
D2.5-2| 0.34 18.28 27.36 72.64 5 143.77 56.23 4
D2.5-3| 0.34 18.90 26.45 73.55 5 14232 57.68 4
D2.5-4| 0.30 15.92 31.41 68.59 5 150.26 49.74 4
D2.5-5| 0.36 19.93 25.08 74.92 5 140.13 59.87 4
D5-1 0.30 15.36 32.54 67.46 5 152.07 47.93 4
D5-2 0.33 17.94 27.86 72.14 5 144.58 55.42 4
D5-3 0.36 20.15 24.81 75.19 5 139.69 60.31 4
D5-4 0.34 18.64 26.82 73.18 5 142.91 57.09 4
D5-5 0.32 17.43 28.69 71.31 5 145.90 54.10 4
D20-1 0.23 10.72 46.63 53.37 5 |74.61 25.39 4
D20-2 | 0.23 10.17 49.17 50.83 5 |78.67 21.33 4
D20-3 | 0.27 13.41 37.28 62.72 5 159.65 40.35 4
D20-4 | 0.23 10.46 47.78 52.22 5 176.45 23.55 4
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Anexo 3G. Cuantificacion de la cinética de dieciocho semanas para la medicion de EROs y

4-HNE
EROs 4-HNE
Clitlges pro)?r?:dio ulpara| Paratievara |[Final] | pi para Para llevar a [Final]
[ug/ul] 500 pg | 100 pl de PBS1x | [ug/ul] | 400 g | 100 pi de PBS1x/0.2%ASB | [ug/ui]
C1 0.25 16.58 30.16 69.84 5 148.25 51.75 4
Cc2 0.26 17.13 29.19 70.81 5 146.71 53.29 4
C3 0.28 18.46 27.09 72.91 5 143.34 56.66 4
Cc4 0.29 19.62 25.49 74.51 5 140.78 59.22 4
C5 0.26 17.33 28.85 71.15 5 146.16 53.84 4
D2.5-1] 0.25 16.61 30.09 69.91 5 148.15 51.85 4
D2.5-2| 0.27 18.15 27.55 72.45 5 144.08 55.92 4
D2.5-3| 0.26 17.67 28.29 71.71 5 145.27 54.73 4
D2.5-4| 0.25 16.92 29.55 70.45 5 147.28 52.72 4
D2.5-5| 0.31 20.74 24.10 75.90 5 |38.57 61.43 4
D5-1 0.23 15.28 32.72 67.28 5 152.34 47.66 4
D5-2 0.24 15.86 31.52 68.48 5 15043 49.57 4
D5-3 0.24 15.76 31.72 68.28 5 150.76 49.24 4
D5-4 0.26 17.54 28.51 71.49 5 145.62 54.38 4
D5-5 0.26 17.71 28.24 71.76 5 145.18 54.82 4
D20-1 0.16 10.71 46.69 53.31 5 |74.70 25.30 4
D20-2 | 0.17 11.56 43.24 56.76 5 169.19 30.81 4
D20-3| 0.16 10.85 46.10 53.90 5 |73.76 26.24 4
D20-4 | 0.12 8.05 62.13 37.87 5 199.41 0.59 4
D20-5| 0.12 8.01 62.39 37.61 5 ]99.83 0.17 4
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