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Introduccion

El carcinoma hepatocelular (CHC) representa un problema significativo para la salud a nivel
global debido a su alta incidencia y mortalidad, siendo reconocida como una de las
principales causas de muerte por cancer en muchas regiones del mundo y posicionandose
como el tipo de cancer hepatico mas comun asociada con enfermedades cronicas del higado,
dentro de las que se encuentran la hepatitis B y C, cirrosis, enfermedad de higado graso no
alcoholica, exposicion a aflatoxinas, incluso enfermedades genéticas que afectan al higado,

como la hemocromatosis.

El CHC se ha destacado como una preocupacion creciente la salud de la poblacion mexicana,
representando el 9° tipo de cdncer mas comun y la 3° causa de muerte por cancer, con mas
de 10,000 nuevos casos diagnosticados anualmente de los cuales, mas del 70% son
diagnosticados en etapas no curativas. Esta situacion denota la urgente necesidad de explorar
enfoques innovadores que podrian mejorar los prospectos clinicos y la calidad de vida de los

pacientes.

Durante las ultimas décadas el reconocimiento y la importancia de la microbiota intestinal en
relacion con la salud hepética y en la progresion del CHC demostrando que, alteraciones en
la composicion y la funcion de la microbiota intestinal (disbiosis) se han asociado a una
mayor susceptibilidad y progresion del CHC, sugiriendo alternativas para su intervencion
terapéutica como la investigacion del papel de los probidticos, los cuales confieren beneficios
para la salud del huésped, sugiriendo que sugerido que podrian modificar favorablemente la
microbiota intestinal, promoviendo un entorno intestinal mas saludable y reduciendo la

inflamacion sistémica y la carcinogénesis hepatica.

El objetivo de esta investigacion fue analizar el efecto de la suplementacion con
bifidobacterias en un modelo de carcinogénesis quimica inducida en ratas, utilizando

dietilnitrosamina como agente carcinogénico, durante 6 semanas.



Marco teorico

Higado

El higado es el 6érgano mas voluminoso dentro del abdomen. Se ubica en la parte alta de la
cavidad abdominal, ocupando la mayor parte de la region hipocondrial derecha y el epigastrio
e invade un poco el hipocondrio izquierdo (Figura 1)."? En condiciones sanas, tiene una
colacion pardo-rojiza, de consistencia firme con capacidad expansible debido a su riqueza en
vasos sanguineos que pueden almacenar gran cantidad de sangre. El peso de este 6rgano

oscila entre los 1.2 y 1.5 kg, pero puede llegar a pesar mas de 2 kg.?

Hipocondrio
izquierdo

Mesogastrio | . Flance

izquierd
Fosa iliaca ; ; Fosa iliaca
derecha Hipogastrio izquierda

Figura 1. Ubicacion anatomica del higado en el cuerpo humano. (Modificada de Garcia-Porreo y

Hurlé Gonzalez, 2019)

El higado es un 6rgano dindmicamente complejo y fundamental del cuerpo humano,
considerado como un centro critico, responsable de una serie de procesos fisioldgicos en todo
el cuerpo, entre los que se encuentran el mantenimiento de la homeostasis del organismo, la
regulacion de los sistemas de metabolismo el macronutrientes (glucosa y lipidos),> apoyo

al sistema inmune, desintoxicacion y almacenamiento de vitaminas, entre otros.>’

El higado tiene un doble aporte de sangre por la arteria hepatica y por la vena porta. La arteria
hepatica lleva al higado el 30% de flujo sanguineo; sangre oxigenada. En el hilio hepatico se

dividen en hepdtica derecha, que vasculariza la porcion derecha del higado, y la hepatica
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izquierda, que irriga al resto del 6rgano. La vena porta transporta el 70% del flujo de sangre
hepatica, 2 (Figura 2); se ramifica en vénulas mas pequefias por las que la sangre entra en el
parénquima a través de las triadas portales ®° (agrupacion de un conducto biliar, vena portal
y arteria hepatica, en los vértices de los lobulillos). La sangre de la vena porta y la arteria

hepatica confluyen en los sinusoides hepaticos y de alli es conducida a la vena central de los
lobulillos °.

Seccion posterior \ Seccion | Seccion - Seccién
derecha '  anterior |  medial lateral
derecha ! izquierda izquierda
L

Vena hepatica derecha Vena hepética media
Vena hepética izquierda

Hilio
Conducto hepatico

hepatico

Vena cava
inferior

) Conducto Conducto Vena  Arteria
V%?;?Ula cistico  biliar portal hepatica

iliar

Figura 2. Irrigacion y segmentacion funcional del higado. (Modificada de Tomi-Tricot, 2018)

Los lobulillos hepaticos, son las unidades funcionales del higado (Figura 3). El numero de
lobulillos oscila entre 50,000 a 100,000; son estructuras aproximadamente hexagonales de 1-
2 mm de diametro. Cada lobulillo consta de elementos vasculares, células hepaticas y células
del sistema reticuloendotelial. Tienen una vena central (intralobulillar) que transporta la

sangre venosa hacia las venas hepaticas. La vena central se irradia los sinusoides hepaticos,



espacios capilares que reciben sangre de la vena porta y de la arteria hepatica (espacios

interlobulillares). Se encuentran también conductos biliares interlobulillares.?

El flujo de sangre desde la triada porta a la vena central contribuye a una zonificacion basada
en la disminucion de la tension de oxigeno. Esto afecta tanto a las células no parenquimatosas

como a las parenquimatosas.’

Vena central

Canaliculo biliar
Hepatocito
Sinusoide

Espacio perisinusoidal

Conducto biliar
interlubolillar

Arteria hepética

Arteria hepética

Figura 3. Estructura de los lobulillos hepaticos. A) Disposicion de tres lobulillos hepaticos
separados por espacios interlobulillares. B) Placa hepdtica. (Modificada de Garcia-Porreo y Hurlé
Gonzalez, 2019)

El higado estd compuesto por varios tipos celulares de distinto origen bioldgico, entre los que
se encuentran principalmente hepatocitos, células epiteliales biliares, colanginocitos, células

estrelladas, células Kupffer y células endoteliales del higado.’

Las células parenquimatosas (hepatocitos) comprenden el 60% de la poblacion celular y son
responsables de la actividad metabdlica del higado (incluidas las isoformas del citocromo
P450 (CYP450), la produccion y liberacion de proteinas de fase aguda, la produccion de
proteinas plasmaticas (como la albumina y factores de coagulacion), y la integracion de

diversos componentes de la glucosa, los lipidos, el nitrégeno y el metabolismo oxidativo.>!°
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Las células no parenquimatosas componen el 40% restante de la poblacion celular hepética
y desempenian un papel fundamental en la arquitectura del tejido y en la mediacion de las
respuestas del tejido a estimulos metabolicos y téxicos, ademas de apoyar la funcion de los
hepatocitos. Estos tipos de células incluyen células endoteliales sinusoidales hepaticas,
células de Kupffer, células estrelladas hepaticas y células pit (células asesinas naturales,

NK).5

Las células de Kupffer juegan un papel importante en la respuesta del higado ante lesiones al
producir citocinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno. Las células estrelladas,
por otro lado, responden a la lesién adoptando un fenotipo de miofibroblastos que ayudan a
remodelar la matriz extracelular hepatica y aumentan la actividad CYP450 en los hepatocitos.
También se ha sugerido que la proliferacion de células endoteliales sinusoidales, en respuesta
a una lesion favorece la potente capacidad regenerativa del higado. Asi, las células no
parenquimatosas complementan las funciones sintéticas y metabolicas de los hepatocitos
contribuyendo con estimulos proregenerativos, proinflamatorios y profibroticos,” de modo
que, al igual que todos los tejidos del cuerpo, el tejido hepatico puede sufrir dafios. Estos
dafios pueden derivar en enfermedades que ocasionen una pérdida parcial o total de la funcién

hepatica.

Enfermedades del higado

Las enfermedades hepaticas representan un desafio significativo para la salud publica, dado
el papel central del higado en la homeostasis metabolica y la detoxificacion. Estas afecciones
pueden surgir a partir de una variedad de mecanismos patoldgicos que alteran la estructura y
funcién hepatica. Las lesiones en el higado pueden ser provocadas por diversos factores, que
incluyen agentes infecciosos, toxinas, trastornos metabolicos y respuestas inmunitarias

anormales.



Las enfermedades hepaticas cronicas involucran el deterioro progresivo de las funciones
hepéaticas durante mas de seis meses que conllevan un proceso continuo de inflamacion

destruccion y regeneracion del parénquima hepatico, conduciendo a la fibrosis y cirrosis.™

En México, la cirrosis es el principal factor de riesgo asociado al desarrollo de CHC en la
poblacion. Las principales etiologias de la cirrosis en este contexto incluyen el consumo de
alcohol, la hepatitis B, la colangitis biliar primaria y la enfermedad por higado graso no
alcoholico (EHGNA).!>!3 También se ha identificado al sindrome metabdlico, causado por
el consumo de medicamentos, obesidad y o diabetes, como factores de importancia en el

desarrollo de enfermedades hepaticas.

A nivel global, el CHC representa el 80-85% de las neoplasias malignas primarias de higado,
ocupando el 6° lugar en incidencia de cancer, con una tasa anual de 9.3/100,000 habitantes;
y el 4° lugar en mortalidad por céncer, con una tasa de 8.5/100,000 habitantes, con una
relaciéon de mortalidad-incidencia de 0.93, posicionandose como el cancer maligno mas

letal.'>!* En México, el CHC es el 9° tipo de cancer mas comun y la 3° causa principal de
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Figura 4. Tasa global de muertes por cancer de higado y vias biliares intrahepaticas, estimadas en
2022. Los tonos de azul indican la incidencia de muertes por cada 100 000 habitantes para ambos
sexos. Obtenido de http.//gco.iarc. fr/today, Organizacion Mundial de la Salud.



Céancer hepatico y carcinoma hepatocelular

El cancer es un término que describe un grupo de enfermedades caracterizadas por la division
descontrolada de células anormales, que pueden invadir tejidos cercanos y formar nuevos
tumores (metastasis). Estas células cancerosas también tienen la capacidad de propagarse a

otras partes del cuerpo a través de los sistemas sanguineo y linfatico.'®

El cancer primario de higado se refiere a tumores malignos que se originan en los tejidos del
higado. Es importante distinguirlo de los canceres metastasicos que se diseminan al higado,

los cuales no se consideran canceres hepaticos primarios.
Hay varios tipos de canceres primarios entre los que se encuentran:

e El sarcoma es un cancer que se origina en tejidos conectivos y de sostén, incluyendo
huesos, cartilago, grasa, misculo y vasos sanguineos. !¢

e El linfoma y el mieloma son canceres que comienzan en las células del sistema
inmune, que pueden acumularse en los ganglios y vasos linfaticos.!>!6

e El carcinoma es un cancer que comienza en las células epiteliales que recubren las
paredes internas y externas del cuerpo de los drganos dentro del cuerpo. '

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el principal tipo de neoplasia hepética maligna primaria

del higado y se origina especificamente en los en los hepatocitos.

Desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC)

En la progresion de CHC hay diferentes etapas, comenzando con una etapa reversible de
esteatosis, seguida de una etapa reversible de fibrosis asociada a inflamacion, llegando a las

etapas irreversibles de cirrosis y CHC (Figura 5).!7
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Figura 5. Desarrollo y progresion de CHC, y factores que pueden alterar el higado. (Modificada de
Gutierrez et al., 2023)

Es muy poco comun que el CHC se presente en un higado completamente sano, es por eso

por lo que se considera la presencia de enfermedades cronicas.'®
Esteatosis

La esteatosis hepatica es caracterizada por una acumulacion de lipidos dentro de los
hepatocitos, es considerada un hallazgo patologico cuando afecta a mas del 5% de los
hepatocitos. Cuando la esteatosis es consecuencia de una ingesta de alcohol obesidad o
sindrome metabolico puede estar asociado con inflamacion, que luego puede definirse como
esteatohepatitis, aunque también puede actuar como cofactor de la fibrogénesis en

enfermedades hepaticas cronicas.!?2°

Inflamacion

La estimulacion celular de una lesiéon desencadena procesos inflamatorios como un
mecanismo de defensa vital para la salud. La inflamacion es la respuesta del sistema

inmunologico a estimulos dafiinos, como patogenos, células dafiadas o compuestos toxicos,
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y actua eliminando estos estimulos dafiinos e iniciando el proceso de sanacion mediante la
liberacion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, como TNF-a e IL-1; estas citocinas
tienen efectos autocrinos y paracrinos que conducen a la activacion local de macrofagos y
neutrofilos, pero cuando estas citocinas se liberan en grandes cantidades, pueden ejercer
efectos endocrinos, como la induccién de proteinas de fase aguda en el higado, activacion
plaquetaria, fiebre y fatiga.?! Sin embargo, la inflamacion aguda no controlada puede

volverse cronica.

En la inflamacion crénica, el dafio hepatico progresivo y crénico induce la regeneracion y
proliferacion de los hepatocitos. A medida que pasa el tiempo, cuanto mas se regeneran los
hepatocitos, mas inestable se vuelve el genoma y mayor es la probabilidad de que adquieran

una mutacion genética que promueva el cancer.
TNF-a

El TNF-a es una citocina proinflamatoria secretada principalmente por macréfagos que
desempefia un papel fundamental en la patogénesis de enfermedades inflamatorias
autoinmunes y malignas. El TNF-a ejerce sus funciones bioldgicas, como la proliferacion
celular, la produccion de mediadores inflamatorios y la muerte celular, a través de
interacciones con dos receptores de membrana relacionados, el TNFR1 y el TNFR2. La
proteina TNF-a induce la expresion de moléculas de adhesion, facilitando la invasion y

promoviendo el crecimiento de células tumorales metastasicas del cancer hepatico.?>*

IL-1B

La Interleucina-1p (IL-1P) es producida y secretada por diversos tipos celulares, como las
células inmunitarias, los fibroblastos o las células cancerosas. Sin embargo, los mecanismos
de produccion de IL-1B se han estudiado més ampliamente en las células inmunitarias, en
particular en las células mieloides, como los macréfagos. Se ha demostrado que la IL-1f esta

regulada positivamente en muchos tumores solidos.**
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Fibrosis

La fibrosis hepatica es un proceso patoldégico, como consecuencia de una respuesta
inflamatoria cronica, caracterizado por la deposicion de matriz extracelular (MEC), que
resulta en la sustitucion gradual de la estructura tisular arquitectura tisular funcional por un
exceso de tejido conectivo fibroso, lo que conduce a una reduccion de la funcion orgénicay,

en ultima instancia, a la insuficiencia organica.?

Durante el proceso fibrotico el reclutamiento de células inmunes induce la liberacion de
factores de crecimiento y citocinas, promoviendo la activacion y proliferacion de
fibroblastos. Estos fibroblastos activados, ademas de las células estrelladas hepaticas, tienen
la capacidad de transformarse en miofibroblastos, que contribuyen a la formacion de tejido
fibroso mediante la sintesis y secrecion de moléculas de la MEC, como los coldgenos
fibrilares los cuales se distinguen por su conformacion de triple hélice alargada e

ininterrumpida.?>%¢

En el higado normal, los coldgenos tipo IV y VI estan presentes en el espacio de Disse, que
esta limitado por los hepatocitos y la pared sinusoidal formada por las células endoteliales
sinusoidales. Sin embargo, durante la fibrogénesis, estos colagenos son reemplazados por
colagenos tipo I y III. Mientras que el colageno tipo III sefiala un proceso temprano de
reparacion y formacion de tejido cicatricial en las etapas iniciales de la fibrosis, el colageno
tipo I contribuye a la rigidez y resistencia del tejido cicatricial. Este ultimo actia como un
indicador de dafio hepatico significativo y cicatrizacion extensiva, caracteristicos de la

fibrosis severa y la cirrosis.?*28
Cirrosis

La cirrosis hepatica es caracterizada por el desarrollo de nddulos regenerativos, y fibrosis
vascularizada en respuesta a una agresion hepatica cronica.?’ En la cirrosis, el espacio de
Disse se llena de tejido cicatricial y se pierden las fenestraciones endoteliales
(defenestracion), resultando en la inhibicion de la transferencia entre sangre y hepatocitos

(Figura 6).30%
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Figura 6. Defenestraciones en la arquitectura del higado. (Modificada de Szafranska et al., 2021)

Las principales alteraciones clinicas en la cirrosis hepatica incluyen hipertensién portal,
conexiones arteriovenosas intrahepaticas, derivacion portosistémica, capilarizacion
sinusoidal e insuficiencia hepatica.?? El higado cirrdtico esta en un estado de inflamacion
crénica y estrés celular, lo que puede promover la acumulacion de mutaciones en las células
hepaticas y la desregulacion de las vias de sefializacion celular. Este entorno microambiental

puede facilitar la transformacidon maligna de los hepatocitos.
Etapas de la carcinogénesis

La carcinogénesis es un proceso multifactorial que representa la acumulacion de defectos
adquiridos y defectos genéticos por los cuales las células “normales” se transforman en

células cancerosas, la figura 7 muestra las 4 etapas principales:

Iniciacion: Esta etapa implica la alteracion, cambio o mutacion de genes, que pueden
ocurrir espontaneamente o ser inducidos por la exposicidon a agentes fisicos, quimicos
o bioldgicos conocidos como carcindgenos iniciadores. Las alteraciones genéticas
resultantes pueden desregular las vias de sefializacion bioquimica involucradas en la
proliferacion, supervivencia y diferenciacion celular. Factores como la tasa y el tipo
de metabolismo carcinogénico y la capacidad de reparacion del ADN también

influyen en este proceso inicial.*?
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Promocion: Esta etapa es un proceso relativamente prolongado y reversible en el que
se acumulan células preneoplédsicas que estdn en proliferacion activa. Esta fase
intermedia puede durar afios y es critica para la acumulaciéon de alteraciones

adicionales antes de la transicion a una etapa mdas avanzada.>*>*

Progresion: Es la fase final de la transformacidon neoplasica, caracterizada por
cambios genéticos y fenotipicos adicionales, asi como un incremento de Ia
proliferacion celular. Durante esta etapa, el tumor puede crecer rapidamente y las
células pueden adquirir nuevas mutaciones que les confieren potencial invasivo y

capacidad para metastatizar. La progresion lleva al desarrollo de un cancer invasivo.>

Metastasis: La metastasis es el proceso mediante el cual las células cancerosas se
diseminan desde el tumor primario a otras partes del cuerpo a través del torrente
sanguineo o del sistema linfatico. Esta diseminaciéon permite que las células
cancerosas formen tumores secundarios en Organos distantes, complicando el

tratamiento y manejo del cancer.*’

INICIACION PROMOCION an
@=@— &
Redpealra:DINon o

Celula Celula Células Células Celulas
normal iniciada preneoplésica neopladsica neoplasica

Figura 7. Fases de la carcinogénesis. (Modificada de Siddiqui et al., 2015)
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Modelos animales de hepatocarcinogénesis

El estudio de la mayoria de los procesos bioldgicos tanto normales como patoldgicos se ha
apoyado en el uso de modelos animales experimentales que reproduzcan fielmente la
enfermedad humana, lo cual es fundamental para una comprension exhaustiva de la
patogénesis y para la evaluacion de nuevas estrategias terapéuticas. Los roedores 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 facilidad de
manipulacion a distintas sustancias; la rata se ha posicionado como uno de los modelos mas
utilizados para replicar la historia natural, la fisiopatologia y la bioquimica del CHC

humano.?

Los modelos animales se dividen en varias categorias: modelos genéticamente modificados,
modelos singénicos, modelos de xenoinjerto y modelos inducidos quimicamente. Estos
ultimos son especialmente valiosos porque ofrecen un microambiente tisular que refleja de
manera fisioldgica las condiciones del CHC, asi como modificaciones inmunes asociadas
con su desarrollo y progresion. Aunque la induccion del tumor puede ser un proceso
prolongado, este tipo de modelos permite recrear las caracteristicas ambientales cronicas del
CHC humano, favoreciendo asi un estudio mas detallado de su desarrollo y evolucién con el

uso de carcindgenos quimicos.*®

Existen diversos compuestos quimicos que pueden inducir carcinogénesis después de una
exposicion aguda, a corto o largo plazo, dependiendo de la estructura quimica, la
concentracion, la susceptibilidad del animal, etc. Segiin su actividad y mecanismo patogénico
especifico, los compuestos quimicos cancerigenos se clasifican como carcindgenos

genotoxicos, como la dietilnitrosamina, o hepatocarcindgenos no genotéxicos.*®

Un modelo de carcinoma hepatocelular (CHC) inducido por DEN ampliamente utilizado es
el disefio experimental propuesto por Schiffer et al., (2005).>” Este modelo se basa en la
administracion repetida de DEN, lo que fomenta el desarrollo de fibrosis que progresa a
cirrosis, seguida de CHC después de un periodo de 14 a 20 semanas con caracteristicas

similares a las observadas en el CHC humano.>®
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Dietilnitrosamina

La dietilnitrosamina (DEN) es un carcinégeno genotdxico de accion indirecta, perteneciente
a la familia de las N -nitrosaminas (Figura 8). Por lo general, requieren bioactivacion en las
células huésped para transformarlos en metabolitos cancerigenos o intermediarios reactivos

que sean capaces de ejercer efectos genotoxicos.>®

La DEN se metaboliza principalmente en los hepatocitos centrolobulillares. Esto suele estar
mediado por reacciones metabolicas de fase I y/o II. Las reacciones de fase I incluyen
oxidacion, reduccion o hidrolisis, por las enzimas de CYP450, como el CYP2EI. Estas
enzimas tienen la capacidad de activar carcindgenos de forma independiente o en

conjugacién con enzimas de fase II como las sulfotransferasas y la N -acetiltransferasa.*®

La transformacion metabolica de las nitrosaminas genera un electréfilo, el idn metilcarbonio
que puede unirse al DNA (Figura 9). Los aductos tipicos formados en el DNA son N-7-
metilguanina y O-6-metilguanina después de reaccionar. Si esta ultima no es reparada, puede

introducir mutaciones puntuales con potencial carcinogénico.?**

N—N=0O0
H,C — CH,”

N-Nitrosodiethylamine
(Diethylnitrosamine, DENA)

Figura 8. Estructura de la Dietilnitrosamina. (Obtenida de Tolba et al., 2015)
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Methyldiazohydroxide

H,C H,C H,C
N 3¥N

—N — N—N — N=N—OH + CH,0
HJC/ \\o H2C/ \\o 5

Formaldehyde
N-Nitrosodimethylamine O—H
(Dimethylnitrosamine)
CYP2E1-dependent HiC* + N, + HO

activation of DMN

ylation of macr (o)
(e.g. DNA and RNA) /CHJ
HN b
J\\ l /> N7-methylguanine
o _~ HNT N N
AN
6
guanine HN ! l \> s OCH3
HNJ\\N N NN
2 > | N | \> .
H )\ _— O-methylguanine
N

Figura 9. Modelo simplificado de la biotransformacion de Dimetilnitrosamina (DMN), aplicable a
Dietilnitrosamina (DEN). (Obtenida de Tolba et al., 2015)

El impacto de DEN en el higado va més alla de las alteraciones genéticas directas. La
carcinogénesis hepatica estd significativamente influenciada por factores que afectan el
entorno hepatico, entre los cuales destaca el eje intestino-higado. La salud intestinal, que
incluye la composicion de la microbiota y la permeabilidad de la barrera intestinal,
desempeiia un papel crucial en la modulacion de la respuesta hepatica a carcindgenos como
el DEN. Alteraciones en estos factores pueden exacerbar la inflamacion y la disfuncion

hepatica, influyendo en la progresion del CHC
Eje Intestino-Higado

El eje intestino-higado se refiere a la relacion bidireccional entre el intestino, junto con su
microbiota, y el higado; surge como resultado de interacciones entre sefiales generadas por
factores dietéticos, genéticos y ambientales. El higado y el intestino se comunican
ampliamente a través de la vena porta, que transporta los productos derivados del intestino
al higado y el tracto biliar mediante la retroalimentacion de la bilis y los anticuerpos del
higado al intestino. La interfaz entre el higado y el microbioma es la barrera de la mucosa

intestinal, que comprende células epiteliales intestinales que mantienen la homeostasis
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intestinal mediante la segregacion de la microbiota intestinal y las células inmunitarias del

huésped.*!

La disfuncion de la barrera intestinal, manifestada en forma de aumento de la permeabilidad
intestinal, es el factor que facilita la entrada portal de PAMPs, lo que desencadena una
cascada proinflamatoria que empeora la inflamacion hepatica. En este contexto de disfuncion
de la barrera intestinal, la carga intestinal de bacterias luminales determina el nivel de PAMPs
que se trasladan a la circulacion portal y sistémica y, como consecuencia, la gravedad de la

inflamacion del higado.*!
Microbiota

La microbiota estd compuesta por un numero significativo de bacterias diferentes,
aproximadamente 160 especies por persona y muestra fecal, y este ecosistema desempefia un
papel importante en la salud humana. Se sabe que la colonizacién microbiana del intestino
desempeifia un papel clave en las vias inmunoldgicas y metabolicas que repercuten en la salud

humana.*?

La proteccion contra la carcinogénesis mediada por el sistema inmunoldgico es importante
para muchos canceres humanos. La alteracion de la microbiota intestinal sana desencadena
una serie de respuestas inmunes innatas y adaptativas involucradas en el proceso de
formacion de tumores. La relacion entre el CHC y la microbiota intestinal es compleja, ya
que la microbiota del huésped puede tener un efecto desencadenante, inhibidor o nulo sobre

la susceptibilidad al cancer. *
Bifidobacterias

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon/ FAO/OMS
ha definido a los probidticos como "microorganismos vivos que, cuando se consumen en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped", esto es debido al
cambio deseado en el equilibrio microbiano intestinal, por lo que puede aplicarse como

tratamiento bioldgico.
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Los probidticos mas utilizados en la industria incluyen Bifidobacterium. *** Estos
microorganismos pueden tener participacion directa o indirecta en diversos beneficios para
el organismo, incluida la proteccion contra microbios patdgenos, hipertension, inflamacion,
diabetes y estrés oxidativo. Ademads, participan en la modulacion del microbioma, la

modulacion inmune y la actividad anticolesterolémica.*’

Las bifidobacterias, al igual que otras bacterias colonizadoras del intestino, son
microorganismos anaerobios obligados que pueden sintetizar y producir vitaminas como
riboflavina, tiamina, vitamina B6 y vitamina K y moléculas bioactivas relacionadas como

4cido fdlico, niacina y piridoxina.*+*

Se ha descubierto que este probiotico tiene efectos anticancerigenos, ya que las
bifidobacterias previenen la mutagénesis y la genotoxicidad de los compuestos quimicos en
el colon y reducen la proliferacion de células cancerosas. La produccion de compuestos
anticancerigenos, la promocion del sistema inmunologico, la mejora de la barrera intestinal,
la induccion de la apoptosis en células cancerosas, la inhibicion del cancer y su proliferacion

celular son diferentes tipos de acciones de los probidticos.*
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Objetivo general

Analizar el efecto de la suplementacion con bifidobacterias sobre la expresion de genes de

inflamacién, en un modelo de hepatocarcinogénesis quimica en rata Wistar.

Objetivos especificos

¢ Inducir hepatocarcinogénesis mediante el uso de dietilnitrosamina durante 6 semanas,
de acuerdo con el modelo de Schiffer.

e Analizar la expresion de genes TNF-a e IL-1 en higados de rata de los diferentes
tratamientos experimentales.

e Realizar analisis histologicos de los higados de rata de los diferentes tratamientos
experimentales por medio de la tincion tricromica de Masson.
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Materiales y métodos

Microorganismo y condiciones de cultivo

Se utiliz6 una cepa de Bifidobacterium sp., que fue cultivada en frascos viales con medio
MRS suplementado con HCI-Cisteina al 0.05% (MRS-C) preparado en condiciones
anaerobias con burbujeo de CO.. Estos viales fueron sellados herméticamente y fueron
esterilizados en autoclave a 15 1b/in® por 15 minutos. Una vez inoculados, los cultivos se

incubaron a 37 °C en agitacion orbital a 180 rpm.
Activacion de de Bifidobacterium sp.

A partir del cultivo con las bacterias activadas, se inocularon 80 mL de medio MRS-C con el
10% de su volumen total y se incubaron durante 48 horas bajo las condiciones previamente
descritas. Tras la incubacion, se tomaron 20 mL del cultivo, y las bacterias fueron recuperadas
por centrifugacion a 3,000 rpm durante 10 minutos. Las células se lavaron dos veces con 20
mL de solucion salina fisioldgica (SSF) y luego se resuspendieron en 6 mL de agua

purificada.
Determinacion de bacterias viables

La concentracion de bacterias viables en la suspension se determind por cuenta viable para
garantizar la correcta administracion de las bacterias a una concentracion de 1x10° UFC. Para
ello se tomaron 100 uL de la suspension de Bifidobacterium sp., y se llevd a 900 puL de SSF,

a partir de aqui se realizaron diluciones decimales seriadas hasta 107,

A partir de las diluciones 103, 104, 107,106, 10”7 y 10°%, se tomaron alicuotas de 3 uL 'y

fueron inoculadas por triplicado en placas Petri con agar MRS-C (Figura 10).
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Dilucién 10° Dilucién 10°
Dilucién 10 Dilucién 107
Diluciéon 10° Dilucién 10

Figura 10. Inoculacion por triplicado de bifidobacterias a distintas diluciones en placas con agar

MRS-C.

Las placas se incubaron en camara de anaerobiosis (Thermo Fisher Forma Anaerobic System

Modelo 1025) a 37 °C durante 48 h. Se cont6 el nimero de colonias en las diluciones donde

se desarrollaron y se procedié a realizar los cdlculos para conocer la concentracion de

bacterias en los cultivos, expresada en [UFC/mL].
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Modelo experimental

Se utilizaron 20 ratas Wistar macho procedentes del UPEAL-Bioterio de la UAM-
Xochimilco con un peso inicial entre 180 a 200 g las cuales se mantuvieron a una temperatura
de 24 °C + 1 bajo ciclos de luz y obscuridad de 12/12 h, con alimento y agua ad libitum. Los

animales se dividieron aleatoriamente en 4 grupos los cuales se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Grupos experimentales y tratamientos.

Grupo Abreviatura No. de ratas Tratamiento

Control negativo CTRL- 5 No se administré ningln tratamiento.

Administracion de dietilnitrosamina. 50

iti + . .
Control positivo CTRL > mg/kg; 1 vez/semana por via intraperitoneal.
.. .y . . 9
Bifidobacterias BB 5 Admlr.nstracwn de Blﬁdoba’cterlum sp., 1x10
bacterias/rata, cada tercer dia.
Administracion de dietilnitrosamina.
50mg/kg; 1 vez/semana por via
DEN + intraperitoneal.
bifidobacterias BB-DEN >

Administracion de Bifidobacterium sp., 1x10°
bacterias/rata, cada tercer dia.

El tratamiento correspondid al modelo original de Schiffer con administracion intraperitoneal
de dietilnitrosamina (marca Sigma) en una dosis de 50 mg/kg por semana, ajustado a 6
semanas. Posterior a las semanas de administracion, se incluy6 un periodo de depuracion de
2 semanas; completando un total de 8 semanas. La suplementacion de 1x10° bifidobacterias
se realiz6 tres veces por semana durante las 8 semanas (Figura 11) y se realizo el seguimiento

semanal del peso de las ratas.
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Eutanasia
Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 8

CTRL - I >
DEN

CTRL + ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ‘;

BB >

| 1 |
Bifidobacterias | |

BB+DENI ¢¢¢¢¢¢

el

Figura 11. Modelo de Schiffer. La flecha horizontal hacia la derecha representa el tiempo del
experimento. Las flechas hacia abajo representan las inyecciones intraperitoneales semanales de
DEN a 50 mg/Kg durante 6 semanas. Las barras negras horizontales representan las
administraciones de 1x10° bacterias/rata cada tercer dia durante 8 semanas.

Las dosis de DEN se prepararon el dia de la administracion, utilizando guantes y cubrebocas
en todo momento y envolviendo en aluminio el vial con DEN 50mg/Kg para su transporte

desde el Laboratorio de Ecologia microbiana de la UAM- X hasta el UPEAL-Bioterio de la
UAM-X.
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Obtencion de muestras bioldgicas

Las ratas se mantuvieron en ayuno de 12 h previo al sacrificio.

Las ratas fueron anestesiadas por inhalacion con Servofluorano de la marca BAXTER. Tras
confirmar la efectividad de la anestesia mediante presion en la punta de la cola con una pinza,
se colocd a la rata en una tabla de sacrificio, sujetando sus extremidades en la tabla de
diseccion. A continuacion, se limpid el area abdominal utilizando una gasa impregnada con
benzal, realizando barridos uniformes hacia abajo. Se realiz6 un corte un forma de V desde
el area pélvica hacia el drea abdominal y extendiéndola hasta el 4rea tordcica procurando no
dafiar los organos internos. Una vez expuesta la zona abdominal se realizé un corte en el
diafragma para acceder al area toracica. Haciendo uso de una jeringa y ajuga nueva y estéril,
se tomaron 5 mL de sangre directamente del corazéon y se trasfirid a tubos para su

centrifugacion y obtencion de suero, el cual se refriger6 para su posterior analisis.

Una vez obtenida la muestra de sangre, se realiz6 un corte en la vena cava inferior para
desangrar a la rata, inmediatamente después se retir6 el higado cortando los ligamentos y
cuidando de no lastimarlo con las tijeras. El higado se lavé con SSF y se registro su peso y
caracteristicas macroscopicas. Posteriormente se separd 16bulo de mayor tamafio y se cortd
en pequefios trozos, algunos trozos fueron conservados en formalina al 4% y el resto fueron

congelados utilizando 2-metilbutano en hielo seco y almacenados a -70 °C.
Anélisis histologico

Los trozos de higado fijados en formalina al 4% fueron sometidos a un proceso de
deshidratacion sumergiéndolos en distintos grados de etanol por 15 minutos por cada uno
(Tabla 2). Se realizaron 2 lavados por en cada grado de alcohol; el primero funciona para
“lavar” el tejido del alcohol anterior y el segundo funciona para preparar el tejido para el
siguiente grado de etanol. Posteriormente, cada tejido sumergio en xilol (mezcla de xileno y

cloroformo 1:1) durante 1 hora y se realizo el proceso de inclusion en parafina.

Se inicid por sumergir los tejidos toda una noche en parafina (Parafina 1) a 68 °C. Al siguiente

dia se cambid la parafina (Parafina 2), transfiriendo los tejidos durante 1 hora a 68 °C,
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seguido de otro cambio de parafina “Parafina 3) durante 1 hora. Finalmente se transfirieron
los tejidos a un casete etiquetado y utilizando una parafina nueva (Parafina 4) calentada en
bafio Maria, se obtuvieron los cassetes con los tejidos incluidos Estos bloques fueron llevados
al Instituto Nacional de Medicina Gendémica (INMEGEN), donde realizaron cortes
histoldgicos y se les realizo el tratamiento para obtener Tinciones Tricromicas de Masson de

cada tejido.
Analisis de la expresion de genes I1-1B y TNF a

Extraccion de RNA

En una hielera con hielo seco, aproximadamente 0.09 g de higado congelado se cortaron con
un bisturi limpiado con RNase Zap®. El higado se macer6 en un mortero sobre hielo seco.
Con un pincel limpiado con RNase Zap® y con las cerdas congeladas, se transfirio el higado
macerado a un microtubo de 1.5 mL, se agreg6 1 mL de reactivo TRIzol® y se homogeneiz6
con el tejido usando la punta de la micropipeta. Se afiadieron 200 pL de cloroformo grado
biologia molecular y se incubd la muestra sobre hielo durante 5 minutos. Se centrifugd a
12,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C en una microcentrifuga Eppendorf® (“Centrifuga
5447R”). Se descartaron la fase orgénica y la interfase, y se transfirid la fase acuosa a un
nuevo microtubo de 1.5 mL al cual se afiadieron 500 pL de isopropanol grado biologia
molecular y se incubd a -20 °C durante 1 hora. Después, se centrifugd a 1174 rpm y se
descart6 el sobrenadante. El pellet formado se resuspendié en 1 mL de etanol al 70% grado
biologia molecular. Se homogeneiz6 con un Vortex 2000® marca Mixer® durante 5 segundos
y se centrifugd a 6000 rpm durante 5 minutos. Se desecho el sobrenadante y se dejo secar en
el area estéril de un mechero de alcohol durante 5 a 7 minutos. El pellet seco se resuspendi6
en 20 pL de agua libre de RNasas y se calent6 en un termoblock a 55-60 °C durante 10

minutos. El RNA obtenido se cuantificé utilizando un Nanodrop® con 2 pLL de muestra.

La integridad del RNA se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%,
sumergido en TAE 1X. Se aplico un voltaje inicial de 50 V durante 10 minutos, seguido por
un aumento a 100 V durante 60 minutos. El gel se analiz6 sobre una ldmpara de luz UV para

evaluar la integridad de la muestra. E1 RNA obtenido se almaceno a -70 °C hasta su uso.

27



Obtencion de cDNA

A partir del RNA obtenido, se prepararon diluciones llevando 375ng de RNA a 4.5 uL de
agua libre de RNasas, las muestras se mantuvieron en una gradilla enfriadora durante el

Pproceso.

Para preparar la “Mezcla de reaccion para cDNA” se utilizo el kit High Capacity RNA-to-
cDNA Kit (Applied Biosystems) de Thermo Fisher Scientific® y se siguieron las
instrucciones del fabricante, ajustando todos los volimenes como se muestra en la Tabla 2

como se describe a continuacion.

Tabla 2. Componentes de la reaccion de RT utilizando el kit: High Capacity RNA-to-cDNA.

Componente para la reaccion Volumenes reaccion
2X RT Buffer Mix 5uL
20X RT Enzime Mix 0.5 uL
Muestra de RNA 4.5 uL

Se prepard la mezcla de reaccion para la sintesis de cDNA en un microtubo para PCR,
utilizando 5 pL de 2X RT Buffer Mix y 0.5 pL de 20X RT Enzyme Mix. A continuacion, se
afiadieron 4.5 pL de la muestra de ARN a la mezcla, y el microtubo fue sellado

cuidadosamente para evitar contaminacion.

La mezcla se incubdo en un termoblock programando las siguientes condiciones de
temperatura y tiempo: primero se incubd a 37 °C durante 60 minutos para permitir la
actividad de la transcriptasa inversa y la sintesis de ¢cDNA, seguido de un aumento de
temperatura a 95 °C durante 5 minutos para inactivar la enzima. Posteriormente, se mantuvo
a4 °C, hasta que se extrajo la muestra del termoblock, para conservar la estabilidad del cDNA
obtenido.
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Finalmente, al cDNA sintetizado se le afiadieron 90 pL de agua libre de RNasas, y la muestra

se almacen¢ a -70 °C hasta su uso posterior.

Expresion de genes TNF-a e IL-13 mediante qPCR

Este procedimiento se realiz6 utilizando una placa para PCR colocada sobre una gradilla de
enfriamiento y cada reaccion se colocd en un pozo diferente. Para cada reaccion se colocaron
7.5 pL de Universal PCR Master Mix TagMan® y se agregaron 0.75uL de sonda especifica
para el gen de inetrés. Para cada muestra seleccionada se incluyo 1 reaccion con el gen 18s
para normalizar la expresion de los genes de interés y 1 reaccion por cada gen, TNF-a e IL-
1B, utilizando la Sonda TagMan® Gene Expression Assay correspondiente: Para el gen 18s
se utilizo la sonda Rn03928990 g1; para el gen TNF-a se utilizo la sonda Rn00562055 ml;
para el gen IL-1p se utilizo la sonda Rn00580432 ml.

Posteriormente se agregaron 6.75 puL de muestra de cDNA a cada pozo, obteniendo un
volumen total de 15 uL en cada pozo. Para cada gen se colocd una reaccidon control
sustituyendo la muestra de cDNA por 6.75 pL de agua libre de RNasas para verificar la

inexistencia de contaminacion en el agua utilizada.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un Termociclador StepOne PCR Tiempo Real
utilizando sondas TagMan bajo las siguientes condiciones: una etapa inicial a 25 °C-50 °C
durante 2 minutos y luego a 95 °C durante 10 minutos; seguida de una etapa de amplificacion
con 45 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 15 segundos y alineacidon/extension a 60 °C
durante 1 minuto, con adquisicion de fluorescencia especifica al final de cada ciclo. Al
finalizar, se realizo el analisis de expresion mediante AACt y ANOVA de una via con
significancia P<0.05 para la comparacién de inter-grupos, y una prueba de Tuckey para

comparaciones multiples.

29



Resultados

Efectos en peso corporal

Uno de los parametros utilizados como referencia para evaluar el dafio provocado por DEN
es el registro y comparacion del peso corporal. Por esa razon, 1 vez por semana durante las
8 semanas de administracion de bifidobacterias se registrd el peso corporal de cada rata 'y con
esos datos se calcul6 la media de peso semanal por grupo experimental obteniendo la grafica

que se observa en la Grafica 1A.

Para evaluar el efecto de las bifidobacterias y el carcindogeno a lo largo del tiempo.
Finalmente, se realizo un analisis ANOVA de 1 via, utilizando la media de los pesos por cada

grupo como se observa en la Grafica 1B.
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Grdfica 1. A) Registro de los pesos promedio semanales por grupo experimental durante las 8
semanas de administracion de bifidobacterias. Las primeras 6 semanas corresponden también al
periodo de administracion de DEN. B) Comparacion de las medias del peso corporal por grupo
experimental al finalizar la semana 8 de administracion de bifidobacterias, correspondiente a la
segunda semana de depuracion posterior al periodo de administracion de DEN. Los niveles de

significancia estadistica se indican como * (P<0.05), ** (P<0.01), y *** (P<0.001).

En la Gréfica 1A se observa un incremento progresivo en el peso corporal para los cuatro
grupos experimentales desde la semana 1 hasta la semana 7, aunque con diferencias

significativas entre ellos. El grupo CTRL- muestra el mayor incremento a lo largo del modelo
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experimental, alcanzando el peso promedio mas alto durante la semana 7, finalizando, en la

semana 8, con un peso promedio de 402 g.

En contraste, el grupo CTRL+ exhibe un aumento de peso constante durante las primeras tres
semanas; sin embargo, esto cambia a partir de la semana 4, cuando se registra una
disminucién en el peso promedio. Posteriormente, el peso vuelve a incrementar, aunque de
manera menos acelerada en comparacion con las primeras semanas, finalizando con un peso

de 362.8 g.

De manera similar al grupo CTRL-, el grupo BB presenta un incremento progresivo en el
peso corporal hasta la semana 6. Aunque muestra una ligera estabilizacion hacia el final del
periodo de administracion, nuevamente muestra un aumento de peso en la semana 8 del

periodo de administracion de bifidobacterias con un peso final de 383.6 g

Por otro lado, el grupo BB+DEN muestra diferencias en el aumento del peso corporal, con
un incremento menos acelerado en comparacion con los otros grupos. Con excepcion de la
la semana 1, este grupo mantiene los pesos promedio mas bajos a lo largo del tiempo,

finalizando con una media de pesos de 298.8 g.

La Grafica 1B muestra un analisis comparativo de la media de los pesos finales en la semana
8. Se observa una diferencia altamente significativa ( con un valor P<0.01) entre los grupos
CTRL+ y BB+DEN, lo que evidencia el efecto de la combinacion de la administracion del
carcindgeno y las bifidobacterias, que resulta en una disminucion de la ganancia de peso.
Asimismo, la comparacion entre los grupos BB y BB+DEN revel6 diferencias significativas
entre ambos tratamientos. De igual forma, se encontr6 una diferencia significativa entre los
grupos CTRL- y BB+DEN. En contraste, las comparaciones entre los demas grupos

experimentales no mostraron diferencias significativas en los pesos finales.

Gracias a estos datos se demuestra el efecto del carcindgeno sobre el sobre el peso corporal,
comenzando por el hecho de que ambos grupos que no recibieron el carcindgeno (CTRL- y
BB) registraron un mayor peso promedio con respecto a los grupos a los que si fueron
administrados con el carcinogeno (CTRL+ y BB+DEN). Esto puede ser explicado tanto por

las alteraciones metabolicas que pueden surgir derivadas de la inflamacion y el estrés
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oxidativo como a la desregulacion hormonal debida al dafio hepatico aunados al efecto de la

toxicidad del carcinégeno que resultan en una pérdida del apetito.

También se puede ver un efecto de las bifidobacterias sobre la ganancia de peso que se hace
mas evidente con la diferencia significativa de la comparacion del grupo BB y BB+DEN.
Hamed Riveros et al., (2024), reportan mediante una revision sistematica el efecto de las
bifidobacterias en la pérdida de masa corporal, especificamente de grasa corporal.*® Este
efecto en conjunto con las alteraciones metabodlicas provocadas por DEN, explican la menor

ganancia de peso en el grupo al que se le administraron ambos tratamientos.

Caracteristicas macroscopicas del higado

Inmediatamente después de la extraccion de los higados, se pesaron, fotografiaron y
registraron sus caracteristicas macroscopicas. Las observaciones se presentan en la Tabla 3 y
las imagenes representativas de los higados en cada grupo experimental se presentan en la

Figura 12.

Tabla 3. Observaciones macroscopicas de los higados extraidos de los diferentes grupos
experimentales (CTRL-, CTRL+, BB y BB+DEN) a las 8 semanas de tratamiento con bifidobacterias

de las cuales, las primeras 6 semanas también se administré DEN

Grupo Observaciones
R1 Apariencia normal sin dafios
R2 Apariencia normal sin dafios
CTRL - R3 Apariencia normal sin dafios
R4 Apariencia normal sin dafios
RS Apariencia normal sin dafios
R1 Se observa porosidad
R2 Se observa ligeramente porosidad
CTRL+ R3 Se observa ligeramente porosidad y rugosidad
R4 Se observa ligeramente porosidad
RS Apariencia con rugosidad
BB R1 Apariencia normal sin dafios
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R2 Apariencia normal sin dafios

R3 Apariencia normal sin dafios
R4 Apariencia normal sin dafios
RS Apariencia normal sin dafios
R1 Se observa ligeramente porosidad
R2 Se observa porosidad
BB4+DEN R3 Se observa ligeramente porosidad
R4 No se obtuvo muestra de higado debido a que el sujeto muri6 por

razones desconocidas en la semana 4

R5 Se observa ligeramente porosidad

Lo bbb o L b uthhuxlumuﬂmdmhuuuuluumulmm

Figura 12. Imdgenes representativas de higados por cada grupo experimental.

El andlisis visual de los higados al momento de su extraccidn, en su gran mayoria deja
observar higados normales o con ligera porosidad y rugosidad. Estas alteraciones de la
estructura hepatica que podrian asociarse con el inicio del desarrollo de hepatitis o inclusive
fibrosis provocada por los efectos de DEN. No obstante, existe una disminucion en los

efectos del carcindgeno sobre los higados tratados con bifidobacterias. Esto evidencia,
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aunque no en gran manera, el efecto protector de las bifidobacterias contra la inflamacion y
estrés oxidativo, que contribuye a la prevencion de la mutagénesis, ademads de su proteccion

contra agentes genotdxicos.

Inmediatamente después de la extraccion de loa higados, se registrd el peso individualmente
y los datos se agruparon por grupo experimental, para obtener el peso relativo por grupo
experimental y posteriormente realizar el analisis estadistico mediante un ANOVA de una

via, este analisis esta representado en la Grafica 2.
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Gridfica 2. Analisis estadistico del peso relativo de los higados por grupo experimental reportado al

final la semana 8 del periodo de administracion con bifidobacterias.

El andlisis del peso relativo en este modelo experimental es fundamental para evaluar el
impacto del efecto del carcindgeno y la eficacia del tratamiento con bifidobacterias para
poder detectar cambios en el tamafio del higado que pueden no ser visibles, pero pueden

reflejar procesos inflamatorios.
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Una vez realizado el analisis se determind que no existen diferencias significativas entre los
grupos experimentales. Sin embargo, se observa una clara tendencia de los grupos
administrados con DEN de presentar un peso relativo mas bajo. Esto puede ser explicado por
el efecto hepatotoxico del carcindgeno en la etapa inicial del desarrollo de CHC, resultando
en una reduccion del tamafio y peso del higado, antes del desarrollo de una proliferacion
tumoral. Aunado a esto y como se observa en el registro historico de los pesos promedios
(Gréafica 1), el efecto citotoxico también llega a afectar al peso total de las ratas, lo cual

también se refleja en la disminucion del peso relativo.

Anélisis del efecto en la fibrogénesis

Se evalu¢ histopatologicamente el desarrollo de fibrosis hepatica inducida por DEN mediante
la tincion tricromica de Masson en los higados de ratas (Figura 13). Este método permitid
analizar la deposicion de fibras de colageno en el parénquima hepatico como parte del estudio

de la carcinogénesis.
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CTRL- |

CTRL+

BB+DEN

Figura 13. Deposicion de fibras de colageno en el parénquima hepdtico. Se realizo una tincion
tricromica de Masson para identificar las deposiciones de coldgeno las cuales se tifien de color
azul. Imadgenes representativas de cada grupo experimental.

En el grupo CTRL- se observa, de una intensidad muy tenue, una acumulacién minima de
colageno alrededor de la triada portal sin sefiales de una sobre acumulacion ni una expansion
de colageno alejada de la zona portal, lo cual es caracteristico de un deposito normal de

colageno.

Para el grupo CTRL+ se observan deposiciones de colageno de color azul intenso que se
extienden por fuera de las areas portales y vena central en multiples direcciones a través del

parénquima hepatico, demostrando un proceso de fibrosis posiblemente clasificada en etapa
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1 debido a que no se muestra una gran expansion de las deposiciones colageno, demostrando

que el DEN si pudo ser capaz de iniciar procesos fibroticos dentro del higado.

La muestra del grupo BB también muestra pequefias deposiciones alrededor de la zona portal,
pero de color azul més tenue que en las del grupo CTRL-, aunque esto también puede deberse

a cambios que se pudieron realizar a los pardmetros de captura de la cadmara evidenciando.

Finalmente, el grupo BB+DEN muestra deposiciones de coldgeno alrededor de 1a zona portal,
ademas en la parte inferior derecha se logra apreciar levemente una acumulacion de colageno
que se extiende hacia el parénquima hepatico, pero es, en extension considerablemente mas
corta y menos intensa en comparacion con lo observado en el grupo CRTL+. Esto indica una

atenuacion de la fibrosis hepatica debida al efecto de la administracién con bifidobacterias.
Evaluacion de la expresion de genes inflamatorios

La expresion de los genes proinflamatorios TNF-a e IL-1 se determiné mediante sondas
TagMan especificas para cada gen, utilizando el rRNA 18S como gen de referencia. Este gen
es ampliamente reconocido por su alta estabilidad y su expresion constante a diversas
condiciones experimentales. Ademas de haber demostrado su capacidad para proporcionar
datos de normalizacion precisos y de alta fiabilidad, convirtiéndolo en una herramienta

confiable para la cuantificacion de genes involucrados en la inflamacién TNF-a e IL-1b.
Para evaluar la expresion génica, se utilizaron Unicamente muestras de 3 ratas por grupo
experimental, seleccionando las muestras de RNA que demostraron la mejor integridad.

Expresion del gen TNF-a

Como se menciona anteriormente, la expresion del gen proinflamatorio TNF-a se determin6
usando una sonda TagMan especifica para este gen y utilizando el 18srRNA para normalizar
la expresion. Los resultados fueron graficados y analizados mediante una prueba ANOVA 'y

una prueba post hoc de Tukey. Los resultados del andlisis se representan en la Grafica 3.
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Grdfica 3. Expresion del gen proinflamatorio TNF-a por grupos experimentales. La expresion
génica fue normalizada contra el gen de referencia 18S y calculada mediante el método AACt. Los

valores representan el cambio relativo en contraste con el gen de referencia 18S.

TNF-a es expresada como respuesta al estrés celular, dafio celular o tisular, promoviendo la
angiogénesis, ademas de estar involucrado en el microambiente tumoral cumpliendo un papel
crucial en la regulacion de la inflamacion, la apoptosis y la inmunidad innata, promoviendo

la inflamacion crénica y contribuyendo a la progresion de la carcinogénesis.’

En el andlisis estadistico de la expresion génica para TNF-a no se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales. A pesar de ello, se observa que el grupo
CTRL- obtuvo el mayor nivel de expresion en comparacion con los demds grupos
experimentales; mientras que el grupo que mostro la expresion mas baja den gen TNF- o fue
el grupo BB. A su vez se aprecia que los dos grupos tratados con el carcinégeno (DEN y
BB+DEN) expresan el gen a niveles similares. Complementando lo anterior, se puede
observar barras de error bastante amplias para el grupo CTRL- y para el grupo BB, esto es
debido a la alta variacion de los datos de expresion y la baja cantidad de sujetos pertenecientes

a estos grupos, a comparacion con los valores del grupo BB+DEN y especialmente del grupo
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CTRLH, el cual tuvo una menor variacion de expresion de TNF-a entre los miembros del

grupo.

Existe evidencia del efecto inmunosupresor de la administracion de DEN debido a su papel
en la modulacién del microambiente tumoral y la afeccion en células del sistema inmune, y
a la alteracion de las vias de sefalizacion inmunologicas, disminuyendo la produccion de
citocinas proinflamatorias como TNF-a..*® Al inhibir la produccién de la citocina TNF- a,
responsable de la eliminacion de células tumorales, estas células tumorales son capaces de
evadir las respuestas inmunitarias y funciones de eliminacion, promoviendo su supervivencia

y proliferacion.
Expresion del gen IL-1[3

La expresion del gen proinflamatorio I1-1p, de igual manera, se determin6 usando el gen 18s

y los resultados fueron registrados en la Grafica 4.

Expresion de Il-18

|

Cambio relativo [I-1B/18s

Grupos experimentales

Grdfica 4. Expresion del gen proinflamatorio Il-1 por grupos experimentales. Expresion del gen

proinflamatorio 1l-1. De igual manera, la expresion génica se normalizo utilizando como gen de
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referencia al 188, y calculada mediante el método AACt. Los valores indican el cambio relativo en

comparacion con el gen de referencia.

En el andlisis de expresion génica de IlI-1B demostr6 que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos administrados a los grupos
experimentales. A pesar de ello, se observa una gran diferencia en el nivel de expresion del
grupo CTRL+ siendo el grupo que registr6é el mayor nivel de expresion, incluso siendo el
doble del nivel de expresion en contraste con el grupo CTRL-. A su vez, ambos grupos a los
que se les administraron bifidobacterias muestran un nivel de expresion bastante similar y
ligeramente superior al nivel de expresion del grupo CTRL-. Sin embargo; el grupo BB+DEN
muestra una baja dispersion entre los datos del grupo, a diferencia del grupo BB, del cual se

observa una amplia dispersion entre sus datos.

La citocina codificada por el gen II-1p es producida por macrofagos activados. Esta citocina
proinflamatoria es clave en la respuesta inmune, mediando la activacion de linfocitos Ty B
y teniendo una funcién promotora para otras citocinas proinflamatorias como I1-6 y TNF-
a.* La expresion de este gen aumenta como respuesta a inflamaciones y dafio celular. En el
higado, se han observado niveles elevados de II-1b en pacientes con hepatitis B y C cronicas

y estan asociadas con la inflamacién hepética y fibrosis.°
Conclusion

Al analizar los efectos entre los grupos experimentales del modelo de hepatocarcinogénesis,
basado en el modelo de Schiffer et al., a 6 semanas, se logrdé demostrar que la administracion
de bifidobacterias a una concentracion de 1x10° UFC, 3 veces a la semana durante 8 semanas,
contribuye a un menor aumento de masa corporal y el aumento de tamafio y masa del higado
como consecuencia de procesos inflamatorios caracteristicos de la etapa inicial del CHC.
Ademés, ayuda a reducir el dafio hepatico producido por DEN, incluyendo la atenuacion del
proceso de fibrogénesis. También, se demostr6 una disminucion en la expresion del gen I1-
1 B, expresado en enfermedades inflamatorias cronicas y etapas iniciales de CHC, sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de los

casos.
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