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Introduccion

El Carcinoma hepatocelular (HCC), es un problema de salud en todo el mundo que representa la cuarta
causa de muerte asociada a cancer y es la sexta neoplasia diagnosticada con mayor frecuencia. Es el
tipo mas comun de cancer en el higado, existen diferentes causas asociadas al desarrollo de HCC, sin
embargo, en la actualidad se relaciona principalmente a la cirrosis, siendo los factores de riesgo las
infecciones por hepatitis virales (Hepatitis B y C), enfermedad hepética por alcohol, enfermedad por

higado graso no alcohdlico y la exposicion a las aflatoxinas.

En México existe una tendencia creciente, la tasa de mortalidad relacionada al hepatocarcinoma ha
incrementado el 14% en 6 afos siendo este la tercera causa de muerte en México, segin un estudio de
2008 a 2014. El estudio demostro que la raiz causante mas frecuente es la cirrosis por consumo de
alcohol, seguido de la infeccion por virus de la hepatitis C y la enfermedad por higado graso no
alcoholico. En el estudio se detectd que solo el 39.9% de los pacientes estaba bajo un programa de

vigilancia y mas del 70% de los casos registrados se encontraban en una etapa no curativa.

Se ha demostrado que la microbiota intestinal tiene un gran impacto en los mecanismos de respuesta
inflamatoria lo cual, hace que desempefie un papel muy importante en las enfermedades hepaticas. Los
probidticos tienen la capacidad de modular la microbiota intestinal, la permeabilidad intestinal y la
respuesta inmunoldgica lo cual, se asocia a un mejor prondstico de dichas enfermedades. Actualmente,
se considera como un tema de estudio en donde se propone el uso de los probidticos para prevenir o

coadyuvar en alguna enfermedad.

Debido a los recientes estudios que han demostrado una mejoria en diferentes padecimientos
hepéaticos, el objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de la suplementacién con
bifidobacterias durante 6 semanas, sobre la formacién de lesiones preneoplasicas en un modelo de

hepatocarcinogénesis quimica en rata.



Marco tedrico

El higado

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo, cumple un papel muy importante en el metabolismo de
nutrientes, detoxificacion, regulacién de los niveles quimicos de la sangre. Dentro de sus funciones se
encuentran, la produccion de bilis que permite el metabolismo de las grasas, produccion de proteinas
a nivel plasmatico, la produccion de colesterol y proteinas especiales para ayudar a transportar las
grasas por todo el cuerpo. Asimismo, se encarga de la regulacion de los niveles de glucosa
almacenando y liberdndola en caso de que sea necesario y es el principal érgano encargado de la

depuracion de farmacos o sustancias nocivas presentes en la sangre (Monterola et al., 2017).

El higado recibe la sangre de dos fuentes, el 80% es proveniente desde la vena porta, la cual tiene su
punto de origen en el bazo y el intestino, y el 20% restante se trata de sangre oxigenada proveniente
de la arteria hepatica. La vena porta esta formada por la union de las venas esplénicas y mesentéricas
superior (Durand, 2019).

El suministro de la arteria hepética termina en los pequefios espacios porta en forma de arteriolas
hepaticas terminales, que crean plexos alrededor de la vena porta; la vena porta termina en forma de
venulas portales terminales. La sangre arterial y venosa de los espacios porta fluye a través de los
sinusoides hepaticos, llevando nutrientes y la oxigenacion requerida al parénquima hepatico, drenando
en la vena hepatica central. Los sinusoides hepaticos son canales revestidos por células endoteliales
que forman una ldmina permitiendo un facil intercambio entre la sangre y los hepatocitos (Krishna,
2014).

La unidad funcional y anatomica principal del higado es el lobulillo hepatico, los lobulillos estan
organizados en hexagonos delimitados por tejido conectivo y compuesto por triadas portales que
constan de una arteria hepatica, de una vena hepética porta, un ducto biliar y vasos linfaticos; Las
triadas portales se encuentra distribuidas en las esquinas formando un hexagono, siendo el centro una

vena central (Fig 1).
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Figura 1. Anatomia de un lobulillo hepatico, con sus distintos componentes, como la triada portal, los
hepatocitos, las células de Kupffer, los sinusoides hepaticos y venas (Imagen tomada de Lemos et al.,
2019).

El parénquima del higado esta formado por diversas células, como es el caso de los hepatocitos que
son células poliédricas que se organizan en placas y cordones, cumplen funciones endocrinas y
exogenas, como el almacenamiento de glucdgeno, sintesis de hormonas, ayudan en el proceso de
desintoxicacion, sintesis de proteinas, sintesis de lipidos, entre otras. Los hepatocitos se encuentran
rodeados por sinusoides hepaticos, pero existe un espacio entre estos al cual se le denomina espacio
de Dissé, sobre el cual podemos encontrar la presencia de las células de Kupffer, los cuales son
macrofagos especificos del higado, encargados de la eliminacién de elementos sanguineos dafiados;
En este mismo espacio de Dissé se encuentran las células estrelladas o de Ito, encargadas de almacenar
la vitamina A al igual que la sintesis de citoquinas proinflamatorias y proteinas de la matiz extracelular
(Rojas et al., 2024).

Por ultimo los colangiocitos son aquellas células que delimitan el sistema biliar intra y extrahepatico,
ubicados en la superficie interna de los conductos biliares, ayudando a canalizar el flujo biliar hacia
el intestino, tiene participacion en la produccién de bilis al igual que en procesos regenerativos

hepéaticos (LOpez et al., 2024).



En resumen, para formar el parénquima del higado, las células se ordenan de la siguiente manera, los
hepatocitos forman placas o cordones rodeados por sinusoides que drenan en las venas centrales. Al
espacio existente entre las paredes de los hepatocitos y las paredes del sinusoide se le denomina espacio

de Dissé, donde se encuentran las células de Kupffer y las de Ito.
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Figura 2. Anatomia del higado de rata (A) donde se describe 6 lobulillos alimentadas por la arteria

hepética y la vena porta. (Imagen tomada de Beal et al., 2017). Esquema de la anatomia del higado

humano (B) divido en 8 lobulillos, alimentados por la vena hepética central, la arteria hepéticay la
vena cava inferior (Imagen tomada de Survarachakan et al., 2022)



Enfermedades hepéticas

El higado esta relacionado con muchos procesos en el cuerpo, principalmente en la regulacion de la
sangre eliminando productos de desecho de la misma, regulando los niveles de glucosa y la produccion
de diversos compuestos esenciales para el cuerpo humano. Una lesion hepética puede ser aguda o
cronica, segun la duracion o persistencia de la agresion. Las agresiones agudas en su mayoria se pueden
superar con una resolucién rapida tras la eliminacion del agente dafiino y la restitucion completa de la

arquitectura y funcion hepética normales sin evidencia duradera de la agresion.

Las consecuencias de una lesion hepatica aguda continua son las que impulsan la fibrogénesis hepatica
lo que eventualmente puede resultar en cirrosis, insuficiencia hepatica o carcinoma hepatocelular. La

lesion hepatica cronica refleja, en parte, una lesion hepatica aguda continia prolongada en el tiempo.

La enfermedad hepatica cronica es un deterioro progresivo de las funciones hepaticas, es un proceso
continuo de inflamacion, destruccion y regeneracion del parénquima hepatico que conduce a fibrosis
y cirrosis. La cirrosis es una etapa final de la enfermedad hepatica cronica que resulta en la alteracion
de la arquitectura del higado, la formacion de nddulos generalizados, la reorganizacion vascular, la
neoangiogénesis y el depdsito de una matriz extracelular. EI mecanismo subyacente de la fibrosis y la
cirrosis a nivel celular es el reclutamiento de células estrelladas y fibroblastos que causan fibrosis,

mientras que la regeneracion parenquimatosa depende de las células madre hepaticas.

La mayoria de las enfermedades hepaticas crénicas incluyen la enfermedad hepatica alcohodlica, la
hepatitis viral cronica (incluidas las hepatitis B y C), la enfermedad del higado graso no alcoholico

(NAFLD) y la hemocromatosis pueden derivar en cirrosis y carcinoma hepatocelular.

Las enfermedades hepaticas ocupan 2 millones de muertes anuales de manera mundial. Las muertes
asociadas a estas enfermedades en general se atribuyen a complicaciones de cirrosis y de Carcinoma
hepatocelular y en menor medida a la hepatitis. Se asocian principalmente a la hepatitis viral, el alcohol

y las enfermedades de higado graso no alcohdlico.

A nivel global el HCC ocupa el sexto lugar en incidencia anual de cancer, el cuarto lugar en mortalidad.
México ocupa el noveno lugar en incidencia en neoplasias malignas, siendo el tercer tipo de cancer

méas mortal tanto en hombres como en mujeres, destacando por tener diversos factores de riesgo



asociados, como el consumo de tabaco, la exposicion a aflatoxinas (AFB1), el consumo de alcohol, la
obesidad visceral, la diabetes mellitus tipo 2 (Cisneros-Garza et al., 2022).
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Figura 3. Incidencia de HCC a nivel mundial y los factores asociados a su desarrollo en cada pais.
(Imagen recuperada de Llovet et al.,2021)

Cancer de higado primario

Un cancer que se origina en el higado se Ilama cancer de higado primario. Existe mas de una clase de

cancer de higado primario.
- Carcinoma hepatocelular (HCC)

El carcinoma hepatocelular (HCC, por sus siglas en inglés) es la forma mas comdn del cancer de

higado en adultos.
Los canceres hepatocelulares pueden tener distintos patrones de crecimiento:

e Algunos comienzan como un tumor unico que va creciendo. S6lo cuando la enfermedad es

avanzada se propaga a otras partes del higado.



e Otros parecen comenzar con multiples nédulos pequefios a lo largo y ancho del higado, y no
como un tumor solo. Estos se ven con mayor frecuencia en las personas que tienen cirrosis del

higado y es el patrdn mas comun visto en los Estados Unidos.
- Colangiocarcinoma intrahepatico (cancer de conducto biliar)

Alrededor del 10% al 20% de los canceres originados en el higado son colangiocarcinomas
intrahepéticos. Estos canceres comienzan en las células que revisten los conductos biliares pequefios
(conductos que llevan bilis a la vesicula biliar) dentro del higado. Sin embargo, la mayoria de los
colangiocarcinomas en realidad se originan en los conductos biliares que estan fuera del higado.

- Angiosarcoma y hemangiosarcoma

El angiosarcoma y el hemangiosarcoma son tipos de cancer poco comunes que se originan en las
células que revisten los vasos sanguineos del higado. En alrededor de la mitad de todos los casos, no
ha podido ser identificada una causa probable. Estos tumores crecen rapidamente y por lo general, para
el momento en que se detectan, se han propagado demasiado como para extirparlos quirdrgicamente.
La quimioterapia y la radioterapia pueden ayudar a desacelerar la enfermedad, pero estos canceres son

por lo general muy dificiles de tratar.
- Hepatoblastoma

El hepatoblastoma es un tipo de cancer de higado poco comun que se origina en nifios, generalmente
los menores de 4 afios. Las células del hepatoblastoma son similares a las células fetales del higado.
Alrededor de dos de cada tres nifios con estos tumores son tratados exitosamente con cirugia y

guimioterapia, aunque los tumores son mas dificiles de tratar si se han propagado fuera del higado.
Hepatocarcinoma y las lesiones preneoplasicas

El desarrollo de HCC se deriva de varios factores de riesgo asociados, siendo los mas destacados las
infecciones por el virus de la hepatitis B y la hepatitis C, junto al consumo de alcohol y de aflatoxinas
como los de mayor prevalencia a nivel mundial. Se describe en la literatura que el crecimiento y
desarrollo de HCC en higados que presentan dafio cirrético existe la prevalencia de nddulos
caracterizados por un cambio de nddulos hiperplasicos a nddulos displasicos. La evolucidén hacia

nddulos displasicos se puede asociar a diferentes factores, como son los ambientales, el estilo de vida



y hébitos no saludables, por ello es de vital importancia tener un control sobre estos mismos
permitiendo un mejor pronostico ante la enfermedad. Se describe el papel que tiene el estrés oxidativo
desempefiando uno de los factores mas criticos en el desarrollo de la carcinogénesis como en la

recurrencia tumoral (Desjonqueres et al., 2022).

El HCC en un estado temprano, se caracteriza macroscopicamente por la aparicion de lesiones que
vagamente pueden ser denominadas lesiones nodulares y la presencia de pequefios tumores
encapsulados con un tamafio menor a 2 cm. Se pueden encontrar regiones tumorosas bien delimitadas,
con una densidad celular aumentada, aunque puede ser dificil la distincion entre lesiones de bajo y alto
grado (Schulien, 1., & Hasselblatt, P. 2021).

Nodulos displasicos

Las lesiones denominadas nodulos displasicos son un término acufiado a las lesiones benignas
relacionadas a cualquier tipo de ndédulo en un higado cirrdtico. Estas descritas como
macroscopicamente diferentes en forma, color y tamafio de los nddulos cirréticos, que son detectables
mediante estudios de imagenes. Existen dos tipos de clasificaciones, de alto y bajo grado, y se hacen
con base en las caracteristicas morfologicas presentadas. En la Figura 4, se representa un ejemplo de

como se presentan estas lesiones en los hepatocitos.

Los nddulos displasicos de bajo grado consisten en hepatocitos que tienen una apariencia normal o
con una atipia celular minima, y en rara ocasion presentan un aumento en el radio cito-nuclear. La
vascularizacion de estas lesiones es exclusivamente portal, y su riesgo como agentes malignos se
considera como bajo. Debido a sus caracteristicas histoldgicas, las lesiones de bajo grado son dificiles
de diferenciar de macromoléculas de regeneracion, por lo cual su utilidad a un nivel clinico se ha

cuestionado.
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Figura 4. Desarrollo de nddulos displasicos hasta Carcinoma hepatocelular (Imagen recuperada de
Villanueva A. 2019).

Los nodulos displésicos de alto grado se caracterizan por la presencia de una atipia celular y/o
estructural de los hepatocitos como se ve en la figura 4. Estas lesiones por lo general presentan un
aumento en el radio cito-nuclear, una alta densidad celular, de igual manera las triadas portales
presentan una disminucion de la densidad denominada rarefaccion. A diferencia de las lesiones de bajo
grado estas presentan un riesgo de progresion alto a HCC, con un porcentaje alrededor del 30-40% de

malignidad (Desjonqueres et al., 2022).

Como se comentd anteriormente hay diversos factores de riesgo asociados al desarrollo de HCC,
siendo la cirrosis el principal factor de riesgo, aunque a nivel global se ha documentado que la infeccion
viral crénica ocasionada por el virus de la hepatitis B (VHB) y le enfermedad de higado graso no
alcoholica (EHGA) pueden ocasionar HCC aun en ausencia de cirrosis. En el estudio realizado por la
Universidad de Texas se encontrd una asociacion positiva entre el consumo de nitrosaminas en la dieta
y el desarrollo de HCC, por lo cual se da un mayor énfasis en el cuidado de la dieta en pacientes con

un mayor riesgo de desarrollar HCC (Zheng, J et al.,2022).
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Modelos animales de enfermedades cronicas del higado

Las enfermedades cronicas del higado hacen referencia a aquellas enfermedades que llevan una
evolucion constante y progresiva de alteraciones hepéticas, caracterizadas por un proceso de
destruccion y reparacién constante del parénquima hepéatico, acompafiado de bandas fibroticas,
nédulos displasicos y una distorsion vascular. Usualmente llevando al desarrollo de cirrosis,
considerado como una condicion premaligna que tiene un alto riesgo de evolucionar a HCC.

Es de vital importancia mejorar nuestro entendimiento en las patogénesis asociadas a las enfermedades
cronicas del higado que permitan desarrollar estrategias nuevas para el tratamiento de estas, asi como
de su diagnostico, es por eso que el uso de modelos animales con la suficiente robustez y
reproducibilidad es critico. En la actualidad el uso de estos modelos animales trata de asemejar las
condiciones existentes en humanos, desgraciadamente no existe uno que permita tener todas las
caracteristicas asociadas, por lo cual los modelos animales actuales se centran en replicar
caracteristicas especificas de dichas enfermedades, por ello es muy importante entender que modelo

animal es el adecuado en cada caso para responder preguntas especificas.

Modelo de Schiffer

Se han descrito diferentes modelos de carcinogénesis hepatica inducida por dietil-nitrosamina, sin
embargo, a diferencia de los modelos anteriores, el modelo de Schiffer reproduce la secuencia de la
cirrosis y del carcinoma hepatocelular (como suele suceder en la enfermedad hepatica humana) y por
lo tanto, proporciona una herramienta Unica para probar tratamientos preventivos del carcinoma
hepatocelular (Schiffer et al., 2005),
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Figura 5. Modelo experimental de Schiffer y las diferentes etapas en el desarrollo del HCC.

(Imagen adaptada de Schiffer et al., 2005 y Coffin et al., 2023)
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Compuestos nitrosos y dietilnitrosamina

Los compuestos nitrosos fueron descritos por primera vez en 1937 como posibles agentes causantes
de dafio hepéatico en humanos. En 1954 Barnes y Magee pusieron a prueba el factor cancerigeno del
dietilnitrosamina (DEN usando dosis de 20 a 40 mg/kg de peso corporal en ratas, ratones y conejos de
laboratorio, determinando su capacidad de causar necrosis en el higado. El efecto hepatotoxicidad y
sus efectos carcinogénicos de diferentes compuestos nitrosos incluidos la dietilnitrosamina, fueron

descritos en afos posteriores. (Tolba et al., 2015)

Se ha demostrado que la dietilnitrosamina (DEN) en su biotransformacion a intermediarios reactivos
mediante hidroxilacién por accion de enzimas dependientes de citocromo P450, como el caso de
CY2PE1, permitiendo la produccion de metabolitos quelantes, que originan la formacion de
macromoléculas metiladas, como el caso de N7-metilguanina y 06-Metilguanina en el ADN. Estos
errores provocados en el ADN pueden llevar a un mal apareamiento de las bases nitrogenadas o dar
paso a que se formen sitios AP (Sitios que no contienen una base de purina o pirimidina) que pueden
llevar a diferentes alteraciones como transformaciones guanina-timina. La actividad generada por
CYP2EI causa especies reactivas de oxigeno (ROS), incluyendo peroxido de hidrdégeno y aniones
superdxidos, propiciando el estrés oxidativo y subsecuentemente el dafio producido a nivel del ADN
(Schulien, Hasselblatt, 2021).

R1 N H3C\ H3C — CHZ\
N—N=O N—N=O N—N=O
# 7 /
R, H,C H,C — CH,
i N-Nitrosodimethylamine N-Nitrosodiethylamine
ArNicoseaniie (Dimethylnitrosamine, DMN) (Diethylnitrosamine, DENA)
M, 74.08 M,102.14

Figura 6. Estructura de los compuestos nitrosaminas.
(Imagen tomada de Tolba et al., 2015)
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Figura 7. Modelo simplificado de la biotransformacion de DMN, siendo el mismo mecanismo en el caso
de DEN (Imagen tomada de Tolba et al., 2015).

Probidticos y su papel en el hepatocarcinoma

El eje higado-intestino se refiere a la relacion bidireccional resultante de la integracion de sefiales
generadas por factores dietéticos, genéticos y ambientales entre higado e intestino y su microbiota.
Esta interaccion la establece la vena porta, que permite el transporte de productos derivados del
intestino directamente al higado, y la ruta de retroalimentacion hepatica de la secrecion de bilis y
anticuerpos al intestino. La barrera vascular y la mucosa intestinal son las estructuras que permiten las
interacciones entre el intestino y el higado, el control de las comunidades microbianas es fundamental
para mantener la homeostasis. Investigaciones recientes han demostrado que los probioticos pueden
prevenir los efectos negativos de enfermedades hepaticas importantes como la cirrosis, la encefalopatia

hepatica y la esteatosis alcoholica y no alcohdlica.

Los probioticos son definidos como microrganismos vivos que cuando son administrados en las dosis
adecuadas proveen un beneficio en la salud del paciente, en la actualidad se ha planteado el uso de
estos probidticos como una manera de restablecer la composicion de la microbiota tratando de
disminuir el impacto asociado a una enfermedad hepatica. Los mecanismos que se han descrito por el
uso de probidticos, como la modulacién de la composicion bacteriana intestinal, mejoria en la barrera
intestinal y modulacion inmunolégica de manera local y sistémica. En enfermedades hepaticas se han
descrito sus mecanismos en los cuales los probioticos ayudan a disminuir la excrecion de compuestos

que tienen un efecto perjudicial en el AND como el caso de B1-DNA, al igual que la disminucion en
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la expresion de protooncogenes como son C-myc, Bcl-2 y Rasp-21, el restaurar la homeostasis
intestinal que causa una disminucion en la inflamacion intestinal y hepética inhibiendo asi el desarrollo
de HCC (Wan & EI-Nezami, 2018).

Se ha relacionado a los probidticos con la habilidad de causar modificaciones epigenéticas en su
huésped, siendo un efecto beneficioso en la reduccion del desarrollo de HCC. La comunicacion entre
huésped y la microbiota entérica, es una factor que altera la expresién génica en diferentes niveles
entre ellos la metilacién de ADN y la modificacion de histonas. Lo anterior, muestra el impacto que
tienen las bacterias en la expresion génica del huésped. Se plantea que la suplementacién con
probidticos puede minimizar la incidencia de HCC salvaguardando el genoma del hepatocito, lo cual
es de vital importancia en la fisiopatologia del HCC. (Russo et al., 2021). Aunque se han descrito
diferentes mecanismos de accidn que involucran a los probioticos y la disminucién del avance del
HCC, uno de ellos involucra la produccion de PAMPs los cuales pueden ayudar en la progresion de
HCC mediante respuesta inflamatorias mediadas por TLR, la suplementacion con bifidobacterias ha
demostrado tener un impacto en la reduccion de estas respuestas inflamatorias deteniendo el avance

de HCC mediante la inmunorregulacion de estas sefiales.

El consumo de probiodticos ha demostrado que son capaces de biotransformar factores dietéticos en
metabolitos que impiden el avance del HCC, en el caso de comida contaminada con aflatoxinas, se ha
visto una reduccion de sus niveles en el cuerpo siendo que su absorcion intestinal se ve interrumpida
por efecto de las bifidobacterias (Thilakarathna et al., 2021).

Antecedentes directos

En el laboratorio de Ecologia Microbiana de la UAM Xochimilco, se ha utilizado el modelo
experimental de Schiffer con una duracién de 18 semanas, lo que implica la administracion
intraperitoneal semanal del carcindgeno dietilnitrosamina (DEN) a una dosis de 50 mg/kg junto con la
suplementacion de bifidobacterias, sin embargo, durante este tiempo, los higados de los animales de
experimentacion ya presentan tumores y los resultados en cuanto al efecto de la suplementacion de
probidticos ha sido muy heterogénea y dificil de observar. Por lo anterior, en el presente proyecto de
investigacion, se propone utilizar el mismo modelo de Schiffer, y analizar en una etapa temprana (6
semanas), el efecto de las bifidobacterias sobre el desarrollo de las lesiones, que en esa etapa apenas

comienzan a desarrollarse.
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Objetivos

Objetivo general
Evaluar el efecto de la suplementacion de Bifidobacterium sp., sobre la formacion de lesiones

preneoplasicas en una etapa temprana de un modelo de hepatocarcinogénesis quimica en rata.

Objetivos especificos

1. Inducir dafio hepético durante 6 semanas con el carcindgeno dietilnitrosamina, en ratas Wistar
con el modelo experimental de Schiffer.

2. Evaluar las lesiones GGT positivas en higados de rata de los diferentes tratamientos
experimentales.

3. Realizar anélisis histologicos de los higados de rata de los diferentes tratamientos
experimentales por medio de la tincion Hematoxilina-Eosina.
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Materiales y métodos

Microorganismos y condiciones de cultivo

Bifidobacterium sp., se cultivd en medio MRS suplementado con cisteina al 0.05%. El medio se
prepard en condiciones anaerdbicas burbujeando CO: en frascos viales, los cuales fueron sellados
herméticamente con tapones de hule y arillo de metal, posteriormente se esterilizaron a 15 Ib/in? de

presion por 15 min. Los cultivos se incubaron a 37 °C con agitacion orbital a 180 rpm.
Activacion de Bifidobacterium sp.

Alicuotas de Bifidobacterium sp., conservadas en 20% glicerol a -70 °C, se descongelaron y se
centrifugaron para eliminar el glicerol, se lavaron 2 veces con solucion salina fisiologica 0.85% (SSF).
Una vez lavadas, las células se inocularon en 40 mL de caldo MRS-C y se incubaron durante 24 h a
37°C con agitacion orbital a 180. Los cultivos se observaron en microscopio previa con tincion de

Gram.

Obtencion de suspensiones bacterianas para administrar

El cultivo activado se utiliz6 para inocular 80 mL de nuevo medio el cual se incubd durante 48 h a las
mismas condiciones. De este cultivo, se tomaron 20 mL, los cuales se centrifugaron durante 10 minutos
a 3000 rpm Se llevo a cabo la cuenta viable 3 veces por semana, esto para poder garantizar la

administracion de una concentracion de bifidobacterias viables de aproximadamente 1X10° UFC/rata
Cuenta viable por goteo

Se tomaron 100 uL de la suspensidn bacteriana para realizar diluciones decimales seriadas en
microtubos estériles de 1.5 mL los cuales contenian 900 pL SSF. Las diluciones fueron: [107], [107],
[10], [10], [10°], [10°°], [107"], [10®] y [10™°], agitando vigorosamente en vortex entre cada dilucion.

Se colocaron por triplicado 3 pL de las diluciones en una caja de petri con agar MRS-C. Se rotularon

con fecha y nombre y se incubaron en camara de anaerobiosis
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Se cont6 el nimero de colonias en las diluciones donde se desarrollaron entre 30 y 300 UFC, se
procedid a realizar los céalculos para conocer la concentracion de bacterias a administrar, expresada en
[UFC/mL].

Protocolo experimental con ratas

Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso inicial entre 180 a 200 g procedentes de la UPEAL-
Bioterio de la UAM-Xochimilco, las cuales se mantuvieron a 24 °C + 1 y bajo ciclos de luz y
obscuridad de 12/12 h, con alimento y agua ad libitum. Se utiliz6 el modelo experimental de Schiffer
en un plazo de 6 semanas que permitié evaluar el desarrollo de lesiones preneoplasicas para lo cual las
ratas se dividieron en cuatro grupos que fueron clasificados como grupo control negativo (Ctrl-); grupo
control positivo (Ctrl+) al cual se le administro intraperitoneal el carcindgeno DEN a 50 mg/kg de
peso una vez por semana; un grupo donde solo se administro las bifidobacterias con sonda intragastrica
cada 3er dia en una dosis de 1x10° ufc/rata durante 6 semanas (BB) y un grupo donde se administro el
carcinogeno semanalmente y las bifidobacterias (BB+DEN) bajo las mismas condiciones descritas. Se

llevé un seguimiento semanal de peso corporal.
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Figura 8. Disefio experimental donde se muestran los 4 grupos. Flechas rojas representan las
administraciones semanales del carcindgeno DEN a 50 mg/kg hasta la semana 6. La llave
horizontal verde indica administracion de Bifidobacterium sp., a 1X10° UFC/rata cada 3er dia
hasta la semana 8.

Obtencion de muestras

Las ratas se anestesiaron con ayuda de un trozo de algodén empapado en isoflurano, el cual se coloco
en un tubo cdnico de 50 mL, donde se introdujo la cabeza de la rata para poder ser anestesiada. Una
vez que se comprobo que el animal se encontraba completamente anestesiado, se realizd un corte en
forma de V en la piel y musculo dejando expuesto el area abdominal, asi como la caja toracica del
animal, tomando una muestra sanguinea directamente del corazén para su analisis y posteriormente se
hizo un corte de la vena cava inferior, causando que el animal muera por exanguinacion, y de manera

inmediata se extirpé el higado el cual fue lavado con SSF para poder ser fotografiado y pesado. Se
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registraron sus caracteristicas macroscopicas. Una parte del higado se cort6 en trozos pequefios, uno
de ellos se coloco en formalina para posteriormente ser embebido en parafina. Los demas trozos de
higado se congelaron sumergiéndose en 2-metil butano enfriado en hielo seco y se guardaron en
ultracongelador a -70 °C hasta su analisis.

Actividad enzimatica de GGT

A partir de una muestra de higado congelado, se obtuvieron cortes de 20 um utilizando un criostato
(Leica CM1860) fijando los tejidos en laminillas a una temperatura entre -16 a -19°C. Posterior a este

tiempo, se retiro el exceso de acetona.

A las laminillas con los tejidos congelados, se les colocé acetona a -20°C durante 5 minutos, esto se
hizo con la intencion de fijar los tejidos. Se realizo la preparacion de la mezcla reaccion, la cual consiste
en 1.1 mg de Glicil-Glicina y un 1.1 mg de Fast-Blue suspendidos en un 1 mL de agua destilada, y 15
uL del reactivo Acido L-glutamico y-(4-metoxi-B-naftilamida) (GMNA). Esta mezcla reaccion se
coloco sobre las laminillas previamente fijadas con acetona. La reaccion se dejo sobre las laminillas
un aproximado de 10 a 15 minutos, se monitore6 con ayuda de un microscopio estereoscépico. Una
vez que se llevo a cabo la reaccion, se limpio el exceso de la muestra reaccion, y se utilizo Sulfato de
cobre (CuSo4, como fijador del color de la reaccion. Con ayuda de esta evaluacion se pudo hacer una
determinacion rapida de la presencia de lesiones positivas GGT en los diferentes grupos

experimentales.

Analisis histologicos

Inclusion de los tejidos en parafina y tincion con Hematoxilina & Eosina

Los tejidos previamente fijados en formalina se deshidrataron con diferentes concentraciones
crecientes de etanol (70 — 100%), durante 15 minutos en cada uno para evitar el deterioro del tejido.
Posteriormente, el tejido se sumergio en una mezcla de xileno: cloroformo (1:1) durante al menos 1

hora. El tejido se infiltr6 secuencialmente con parafina fundida a 60 °C durante 1 hora en cada una.

Para poder realizar la tincion de hematoxilina & Eosina, las laminillas se colocaron en una estufa

durante 1 hora a 65°C para poder eliminar la capa de parafina. Una vez eliminada la parafina se
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colocaron las laminillas en bafios de xilol durante 10 minutos dos veces, posteriormente se realizaron
bafios con alcohol al 100%, 96%, 70 y 50% durante 5 minutos, dos veces cada uno. Posteriormente se
coloco la hematoxilina durante 5 minutos, lavando el excedente con agua destilada, posteriormente se
coloco la eosina por 2 minutos, quitando el excedente de este y utilizando alcohol al 70% por goteo
para asegurarnos de eliminar cualquier excedente, posterior a esto, utilizamos alcohol al 96% durante
3 minutos y alcohol al 100% de igual forma durante 3 minutos, como Ultimo paso utilizamos Xilol

durante 15 segundos.

Las laminillas se observaron con ayuda de un microscopio de epifluorescencia Axio Scope Al (Carl
Zeiss) equipado con una cdmara Cannon modelo DS126191, las fotografias fueron realizadas con los

objetivos 20x y 40x.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron por medio de un ANOVA de una via. Para la identificacion de diferencias

entre grupos, se aplicara la prueba de Tukey para comparaciones maltiples.
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Resultados

Aumento de peso corporal

Durante el periodo establecido de 6 semanas en el tratamiento de bifidobacterias y las administraciones
intraperitoneales del carcindgeno DEN, se registro el peso corporal de las ratas de los diferentes grupos
experimentales (Ctrl -, Ctrl +, BB y BB-DEN). La Figura 8 A muestra el peso promedio de cada grupo
experimental a lo largo de las 6 semanas que duro el proyecto, se observa que a partir de la semana 3
empieza a existir una diferencia entre los pesos entre los diferentes grupos experimentales siendo los
grupos que recibieron las administraciones de DEN quienes presentaron un menor peso en
comparacion. Esta tendencia continuo hasta la semana 6 donde el Ctrl+ y el grupo experimental BB

presentaron el mismo peso.

La figura 8B muestra la gréafica del peso promedio final de cada grupo donde se observa que hubo un
cambio en los pesos de los grupos experimentales siendo el mayor peso el grupo control, seqguido del
grupo experimental BB y el grupo experimental Ctrl+, y el grupo BB+DEN siendo el grupo que
registro el menor peso entre todos.

Segun los datos obtenidos de los pesos de los diferentes grupos experimentales los pesos en cada caso
no variaron de manera significativa, esto se comprobo con ayuda del analisis de ANOVA el cual arrojo
un valor de P>0.05, que nos indica que no hay una diferencia significativa entre las medias de los pesos

de los grupos experimentales.

A B

Pesos ratas

G 400 —L —
s
5 o 300-
8. o
8 8 ?
S a 200 I | |
(7]
(o)
o 100
——CTRL - —e—CTRL+ =—w—BB =—#—DEN +BB
50
0 T T T T
0 - T T T T T T 1 * ) >
N
0 1 2 3 4 5 6 7 e‘@ & & &£
o &
S S ®
semanas Grupos experimentales

Figura 9. Registro del peso corporal de las ratas en los diferentes grupos experimentales. (A) Pesos
registrados a lo largo del periodo experimental (6 semanas). (B) Peso promedio final de cada grupo
experimental.
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Anélisis macroscopico de higados

Pasadas las 6 semanas de administracion del carcindgeno DEN vy el probidtico Bifidobacterium sp.,
los animales de experimentacion fueron anestesiados para extraer las muestras de sangre e higado con
lo cual murieron por exanguinacion. Las caracteristicas macroscépicas de los higados y sus respectivos
pesos fueron registradas (tabla 2), los higados de los grupos Ctrl- y BB mostraron una apariencia
normal, mientras que los higados del grupo Ctrl + en lo general tuvieron una apariencia porosa y en

algunos casos resultaban rugosos al tacto, de igual manera los higados del grupo BB+DEN presentaron

una apariencia porosa aunque no presentaban una textura rugosa.
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Figura 10. Imagen representativa de los higados de los diferentes grupos experimentales
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Tabla 2. Peso de las ratas al momento del sacrificio, asi como el peso de los higados para cada rata segin el grupo
experimental asignado y su relacidn en porcentaje del peso total. Observaciones macroscopicas de los higados.

Peso de Peso de % (peso de
Grupo Rata rata higado higado/peso Observaciones
(9) (9) rata)

1 448 17.26 3.9 Apariencia normal
2 388 13.01 3.4 Apariencia normal

Control - 3 410 12.38 3.0 Apariencia normal
4 390 13.42 3.4 Apariencia normal
5 374 10.39 2.8 Apariencia normal
1 371 12.68 34 Apariencia normal
2 372 11.91 3.2 Apariencia normal

BB 3 372 11.38 3.1 Apariencia normal

4 388 14.61 3.8 Apariencia normal
5 415 13.9 3.3 Apariencia normal
1 348 10.81 3.1 Higado con apariencia porosa
2 400 11.82 3.0 Higado con ligera apariencia porosa

Control + 3 388 12.63 3.3 Higado con apariencia porosa y rugosidad al tacto
4 318 8.78 2.8 Higado con ligera apariencia porosa
5 360 12.45 35 Higado con apariencia normal pero rugoso al tacto
1 263 8.13 3.1 Apariencia ligeramente porosa
2 287 8.63 3.0 Apariencia porosa

BB+ DEN
3 331 8.9 2.7 Apariencia ligeramente porosa
5 314 7.87 25 Apariencia ligeramente porosa
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En la tabla 3 se muestran los pesos relativos de los higados en comparacion al peso total de las ratas
de los diferentes grupos experimentales, siendo que el Ctrl- fue el grupo experimental que presento un
mayor peso en cuanto a los higados, seguido del grupo experimental BB, posteriormente el Ctrl +y
por el ultimo el grupo BB-DEN que presento el menor peso en comparacion de todos los demas grupos.

Los resultados arrojados en el peso relativo del higado en comparacion al peso corporal de las ratas,
sometidos a una prueba ANOVA con un valor de P = 0.12, acompariado de una prueba de Tukey que
nos permite comparar las medias individuales del analisis de varianza indican que no existe una
diferencia significativa en cuanto a las medias de los diferentes grupos experimentales en el peso

promedio del higado respecto al peso corporal.
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Figura 11. Relacién del peso de higado en comparacion al peso corporal de las ratas

De cada uno de los animales de experimentacion, se selecciond el I6bulo mas grande (conocido como
I6bulo izquierdo) (Fig 12), el cual se cortd en diferentes secciones, una parte dedicada a ser congelada
y conservada a -70° C y una parte destinada a ser conservada en formalina al 10% para posteriormente

ser embebida en parafina.
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Figura 12. Fotografia de higado que indica el I6bulo seleccionado.

Tincion histoquimica para GGT

De las muestras de higado que fueron conservadas en congelacion, se obtuvieron cortes histologicos

de 20 um de los 4 grupos experimentales; con la tincidén histoquimica de GGT los tejidos no
presentaron alteraciones visibles a simple vista (Fig 13).
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Figura 13. Actividad GGT en cortes de higado de los 4 grupos experimentales. La laminilla A corresponde al
Ctrl-, la laminilla B al grupo experimental BB, la laminilla C corresponde al grupo experimental Ctrl+y la
laminilla D corresponde al grupo experimental BB+DEN
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En la figura 14 se muestra un corte representativo de los mismos grupos experimentales comparados
con un Ctrl + obtenido en otro experimento que siguid el protocolo de Schiffer hasta las 16 semanas

de administracion (Limeta, 2017).

Ctrl - BB Ctrl + BB-DEN- Ctrl +

6 semanas 16 semanas

Figura 14. Comparacion de la actividad GGT en los diferentes grupos experimentales a las 6 semanas
de administracion del carcindégeno DEN versus la actividad de GGT en un grupo control + a las 16
semanas de administracion del carcinégeno.

Los tejidos fueron analizados posteriormente con ayuda de un microscopio estereoscopico, donde se
observé que los tejidos de los grupos Ctrl — y BB que no fueron expuestos al carcindgeno DEN, no
presentaron lesiones GGT positivas, sin embargo, en los grupos Ctrl+ y BB-DEN si se observaron
dichas lesiones (Fig. 14). En los tejidos del grupo control +, se observa presencia de dafio de manera
dispersa sobre todo el tejido, estas lesiones no se encuentran de manera localizada sobre un area
especifica, en el caso del grupo BB-DEN se presento la misma situacion, presencia de dafo sobre el
tejido en general, de una forma no especifica, la Unica diferencia entre el grupo BB-DEN vy el grupo

Ctrl+ es un mayor numero de lesiones en el Ctrl+ de manera cualitativa.

El analisis planteado con ImageJ fue descartado debido a que el tamafio de las lesiones presentadas era
imposible de determinar por parte del programa, causando que el analisis realizado fuera poco preciso
y confiable, motivo por el cual se decidio no realizar dicho analisis, y presentar la informacion obtenida

de forma cualitativa
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Figura 15. Imagenes representativas de la actividad GGT en cada grupo experimental: Ctrl -, Ctrl +,
BB y BB-DEN. Imégenes tomadas en un microscopio estereoscopico. Las flechas sefialan lesiones GGT
positivas.

Las lesiones GGT + se observaron en un microscopio estereoscépico con un aumento 10x, detectando
el color indicativo de lesiones en todos los grupos incluyendo los grupos Ctrl —y BB, sin embargo, se
observa en mayor cantidad en los grupos donde se administr6 DEN, aunque no se pudo identificar las

zonas donde se localizaban, se observo mayor cantidad de lesiones y con mayor intensidad de color.
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Figura 16. Imagenes representativas de la actividad GGT en cada grupo experimental: Ctrl -, Ctrl +,
BB y BB-DEN. Iméagenes tomadas en un microscopio éptico Axio Scope Al.

Tincion con Hematoxilina & Eosina

Las muestras de higado en formalina se les dio el tratamiento para ser incluidos en parafina, para poder
realizar un analisis histoloégico por medio de una tincién de Hematoxilina-Eosina. Se observaron con
ayuda de un microscopio éptico Axio Scope Al (Carl Zeiss).
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Figura 17. Tinciones con H&E del higado de los diferentes grupos experimentales. Control negativo (Esquina superior

izquierda), control positivo (Esquina superior derecha), BB (Esquina izquierda) y BB-DEN (Esquina derecha). Imagenes
vistas a un aumento de 40x en microscopio 6ptico.

En las tinciones de hematoxilina y eosina, se busco encontrar muestras del dafio realizado por el DEN,
esta se representa principalmente en los cordones de los hepatocitos, como una pérdida de la estructura
de los hepatocitos. Los dafios presentes en el grupo Ctrl +y el grupo BB-DEN se localizaban de manera
principal alrededor de las triadas portales, siendo que los cordones de los hepatocitos pierden estructura
causando que vean los nucleos de los hepatocitos pierdan su forma (Fig. 17).
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Conclusiones

En los datos de los pesos obtenidos de los diferentes grupos experimentales se comprobd que no existe
una diferencia significativa entre los grupos experimentales principalmente en el grupo experimental
BB+DEN, el cual en la gréfica presenta un peso menor en comparacion al control positivo el cual
también fue sometido al cancerigeno y de igual manera con el grupo experimental que recibi6 las

bifidobacterias y el control negativo.

Las caracteristicas morfoldgicas de los higados no presentaron una diferencia notable de manera
macroscopica, presentando solo en casos puntuales un aspecto descrito como poroso o aspero en los
grupos que se les administro DEN de manera semanal e inclusive en estos casos los cambios no eran
destacables. En cuanto a los pesos de los higados en relacion con el peso total de la rata el analisis

estadistico de los mismos no muestra una diferencia significativa entre ellos.

El analisis histologico presentd muy pocas alteraciones lo cual impide poder realizar un analisis que
permita determinar el impacto del uso de bifidobacterias en el modelo de hepatocarcinoma. Siendo
que la mayoria de las lesiones se presentan como nddulos displasicos de bajo grado es dificil
determinar si el dafio presentado entre el grupo experimental BB+DEN en comparacion al control

positivo es representativo a nivel histolégico.

Las histoquimicas realizas para la deteccion de areas GGT positivas en los tejidos, aunque si presentd
la formacidn de lesiones indicadoras de dafio, fueron de un tamafio muy reducido lo cual imposibilito
el uso del analisis de ImageJ siendo incapaz de hacer un analisis del tamafio de las lesiones y la cantidad
de estas. Se realizé un andlisis cualitativo de los diferentes grupos experimentales permitiendo tener

una aproximado.

El analisis cualitativo entre los diferentes grupos experimentales indican que en caso del grupo
experimental BB el cual solo recibi¢ el tratamiento con bifidobacterias no existio la presencia de algln
indicativo de dafio hepatico, en el caso de la comparativa entre el control positivo y el grupo
experimental BB+DEN, la diferencia entre estos grupos no se puedo establecer exactamente mediante
un parametro estadistico, en ambos casos se reporto la presencia dafio hepatico sobre el tejido y de una

manera generalizada.
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