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Efecto preventivo del CAPE
en el desarrollo de carcinoma
hepatocelular en ratas

Olga Beltrdn Ramirez,* Maria Isabel Rivas Martinez,* Gloria Bruno Carrasco,** Sadl Villa Trevifio***

RESUMEN

Introduccion. El éster fenetilico del acido cafeico (CAPE), un componente del propoleo, muestra propiedades anticarcinogénicas
en el modelo modificado del hepatocito resistente cuando es administrado antes de la etapa de iniciacion. Sin embargo, se
desconoce si ejerce su efecto protector en etapa de promocion. En este trabajo se caracterizo su efecto, administrandolo en etapa
de promocion, midiendo lesiones preneoplasicas causadas por el tratamiento carcinogénico. Hipétesis. EI CAPE reduce las
lesiones preneoplasicas cuando se administra en etapa de promocién del proceso de hepatocarcinogénesis. Material y métodos.
Ratas Fischer-344, machos, tratadas de acuerdo con el modelo modificado del hepatocito resistente como grupo control. Para el
grupo problema se administraron adicionalmente dosis intragastricas de CAPE (20 mg/kg). Los animales se sacrificaron el dia 25,
se extrajo el higado para histoquimica con GGT. Se utiliz6 ANOVA de una viay p < 0.05. Resultados. El CAPE disminuy6
significativamente las lesiones preneoplésicas, tanto en ndmero de focos por cm? en 75% como en el drea GGT positiva en
62.3%. Conclusiones. EI CAPE disminuye significativamente la aparicion de lesiones preneoplasicas cuando es administrado
en la etapa intermedia de hepatocarcinogénesis, mostrando ser un quimioprotector potencial que en el futuro pudiera utilizarse en
seres humanos.
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ABSTRACT

Introduction. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE), a propolis component, has shown anticarcinogenic properties in the modified
resistant hepatocyte model, when is administered before initiation. However, is unknown if has the same protector effect on
promotion stage. In this work was characterized its effect when is administered during promotion stage, measuring preneoplastic
lesions originated by the carcinogenic treatment. Hypothesis. CAPE reduce the preneoplastic lesions when is administered during
promotion stage of the hepatocarnogenesis process. Material and methods. Male Fischer-344 rats were treated like in the
modified resistant hepatocyte model as control group. As problem group, were administered several doses by gavage of CAPE (20
mg/kg). The animals were sacrificed on day 25th, the liver was extracted for GGT histochemical analysis. Statistical analysis was
done using one way ANOVA and a p value < 0.05. Results. CAPE diminished the preneplastic lesions, 75% in foci number per
cm?and 62.3% in GGT positive area. Conclusions. CAPE reduced the induction of preneoplastic lesions when is administered in
the middle of hepatocarcinogenesis, demonstrating been a potential chemoprotector that could be used on humans in future.

Key words: Hepatocellular carcinoma, preneoplastic lesion, chemoprotector, CAPE.

INTRODUCCION algln tipo de cancer en algéin momento de su vida. Cerca de

75% de los casos son diagnosticados en personas de 55 anos

El cancer es un problema de salud publica a nivel mun-  de edad o mayores, cuando ya la enfermedad se encuentra
dial. En Latinoamérica, incluyendo a México, ocupa el ter-  en etapas avanzadas, por lo que es dificil tratarla y curarla.
cer lugar de las causas de muerte. En Norteamérica, uno de El desarrollo de un tumor maligno en un individuo no
cada dos hombres y una de cada tres mujeres desarrollaran  es un evento aislado, involucra interacciones complejas,
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entre diversos factores endégenos y exégenos (ambienta-
les, genéticos, hormonales, inmunolégicos, etc.). La carci-
nogénesis conlleva multiples etapas y en el area experi-
mental se ha dividido en tres: iniciacién, promocion y
progresion.

e Iniciacién. Consiste en la formacién de una célula mu-
tada (preneoplasica) por un evento genotoxico.

e Promocion. Consiste en la expansion clonal de la célu-
la iniciada a través del incremento de la tasa de divi-
sion celular, debido a la proliferacion, disminucién de
la capacidad de reparar el DNA y disminucion de la
apoptosis.

® Progresion. Involucra cambios moleculares y celulares
que conducen al paso del estado preneoplasico al neopla-
sico, esta etapa es irreversible e involucra inestabilidad
genética, cambios en la ploidia celular y disrupcion de
laintegridad de los cromosomas.'

El cancer hepético es uno de los canceres mas co-
munes y solo tiene cura si se detecta antes de que las
células cancerosas comiencen a expandirse por el orga-
nismo. Las opciones de cura o tratamiento dependen
del tipo de tumor y su estadio en el momento de co-
menzar la terapia.?

Millones de personas viven con cancer o se han trata-
do a causa de esta enfermedad, pero su prevencion siem-
pre sera la mejor opcion. El término de quimiopreven-
cion se acuiié para describir una nueva disciplina en
oncologia, que consiste en el uso de compuestos sintéti-
cos o naturales para inhibir, retardar o revertir la carcino-
génesis.?

La quimioprevencion se basa en la hipétesis de que la
interrupcién de los eventos biolégicos involucrados en el
desarrollo de la carcinogénesis reducira la incidencia de
cancer. Esta hipotesis provee un punto de partida para el
diseno y evaluacion de esquemas de quimioprevencion,
incluyendo la seleccién de los agentes para inhibir el pro-
ceso biologico,* los cuales pueden aplicarse en cualquiera
de las tres etapas del proceso de carcinogénesis:

e Iniciacion. Cuando las células reciben los primeros da-
fios y se forman células iniciadas.

e Promocion. Donde las células iniciadas sufren una ex-
pansion clonal, formando lesiones preneoplasicas, y

e Progresion. Donde se acumulan mas alteraciones que
[levan a las células a adquirir un fenotipo maligno.

Los quimioprotectores se han identificado en algu-
nos farmacos de uso comin como los antinflamatorios
no esteroidales y otros se han encontrado frecuente-
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Figura 1. Estructura quimica del CAPE.

mente cuando se estudia el efecto de sustancias purifi-
cadas de extractos de productos naturales a los cuales
la medicina alternativa ha atribuido propiedades tera-
péuticas. Este es el caso del propdleo y de sus compo-
nentes.>”’

El propdleo es una resina cérea, de composiciéon com-
plejay consistencia viscosa que las abejas elaboran a partir
de particulas resinosas de diferentes vegetales que utilizan
en la construccion, reparacién y proteccion de la colmena.
Ha sido ampliamente utilizado desde la antigiiedad con
diversas finalidades, actualmente se investigan las accio-
nes, efectos y posibles usos del propéleo en biologia y
medicina, destacando como suplemento dietético y apli-
cado en la industria farmacéutica.?

Uno de los componentes del propéleo mas estudiados
en los Ultimos 20 aiios es el éster fenetilico del &cido cafei-
co (CAPE) (Figura 1), compuesto fenélico que posee un
amplio espectro de actividades bioldgicas.

Algunas de las actividades biolégicas descritas para este
compuesto son las siguientes:

e Efecto antiviral, antibacteriano, antifdngico y antipro-
tozoario.>™
Antinflamatorio y analgésico."
Inmunoestimulante.™

e Toxico para células cancerosas e inocuo para células no
cancerosas."

e Antioxidante.™

e Suprime la produccion de eicosanoides (COX-2)."

¢ Induce apoptosis en células transformadas e inhibe la
sintesis de DNA.'®

e Regenera las uniones GAP entre células transformadas.'”

e Disminuye la actividad enzimaética de los citocromos
P450 (CYP) 1A1/2.%1®

Las diferentes propiedades atribuidas a este compuesto
se han estudiado en varios modelos con diversos objetivos,
donde —aun variando las condiciones de estudio- el resul-
tado siempre ha sido favorable. Uno de los modelos utili-
zados recientemente para probar el efecto de este com-
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puesto es el modelo modificado del hepatocito resistente
de Semple-Roberts."

En este modelo se induce carcinoma hepatocelular en
ratas y se puede estudiar el proceso carcinogénico en sus
tres etapas principales: iniciacion, promocion y progresion.
En la etapa de iniciacion se ha administrado el CAPE antes
del tratamiento carcinogénico para probar si funciona como
preventivo y se encontré que disminuye las lesiones pre-
neoplasicas con una sola dosis, modifica la expresion de
genes y, especificamente, actia como modulador de los
citocromos del higado para prevenir dichas lesiones.®” En
la etapa de progresion se realizaron pruebas en ratas Wis-
tar, las cuales son muy resistentes a los tratamientos. Sin
embargo, la rata mas usada actualmente es la Fischer-344,
pero se desconoce si funcionara el CAPE como quimiopro-
tector previniendo la etapa de promocion de la hepatocar-
cinogénesis.

El objetivo de este trabajo fue verificar el efecto quimio-
protector en la etapa de promocion del modelo del hepato-
cito resistente, pero esta vez utilizando ratas Fischer-344
para continuar con el estudio del mecanismo de protec-
cion de este compuesto.

MATERIAL Y METODOS
Modelo experimental

Para el estudio del efecto quimioprotector del CAPE
durante la iniciacién de la hepatocarcinogénesis qui-
mica se siguio el protocolo modificado de Semple-Ro-
berts de 1987. Se utilizaron ratas Fisher-344 machos de
180-200 g de peso, proporcionadas por la Unidad
de Produccion y Experimentacién de Animales de La-
boratorio (UPEAL) del Centro de Investigacion y de Es-
tudios Avanzados (CINVESTAV), el cual cumple con
la normatividad nacional e internacional necesaria para
su manejo.

Como grupo control del modelo carcinogénico se les
administré una dosis intraperitoneal de dietilnitrosami-
na (DEN) de 200 mg/kg el dia 0. Los dfas 7, 8, 9 se les
administré una dosis diaria intragastrica de 2-acetilami-
nofluoreno (2-AAF) y finalmente el dia diez se les prac-
tico una hepatectomia parcial (n = 9). Como grupo pro-
blema se utilizé el mismo tratamiento anterior, pero se
les adicion6 una dosis intragastrica de 20 mg/kg de CAPE
disuelto en aceite de maiz, 12 h antes de las dos prime-
ras dosis de 2-AAF y 72 h después de la hepatectomia
parcial (n = 6). Un tercer grupo de control de vehiculo
recibié el tratamiento carcinogénico y en lugar de CAPE,
se le administr6 solamente el aceite (n = 8). Se sacrifi-
caron el dfa 25 por desangramiento bajo anestesia con

éter, se extrajo el higado, se congeld y se almacené a
-70 °C.

Tincion histoquimica
para GGT

Del higado congelado se hicieron cortes de 20 ym de
grosor y se tifieron para ver la actividad de gamma-gluta-
miltranspeptidasa (GGT) de acuerdo con la técnica de Ru-
tenburg.?’ Las imagenes de las lesiones preneoplasicas GGT
positivas se capturaron con una camara digital (Color View
12, Soft Imaging System GmbH, Germany) y se cuantifica-
ron con el programa AnalySIS (AnalySIS, Soft Imaging Sys-
tem GmbH). Se seleccionaron solamente las areas > 0.01
mm? y se eliminé el background.

Anadlisis estadistico

Los datos fueron analizados usando ANOVA de una via
y se aplicé la prueba post hoc de Bonferroni para compara-
ciones multiples. El anédlisis se realizé con el programa
SigmaStat 3.1.1 software (Systat Software, Inc., Point Rich-
mond, CA). En todas las pruebas, el nivel de significancia
usado fue de p < 0.05.

RESULTADOS

El tratamiento con CAPE reduce las lesiones preneopla-
sicas.

Las lesiones GGT positivas se han considerado como
lesiones preneoplésicas y el nimero méximo se observan
alrededor de los 30 dias después de iniciar el tratamiento
carcinogénico. El CAPE ha demostrado reducir las lesiones
preneoplasicas cuando es administrado en la etapa de pro-
mocion usando ratas Wistar,” pero no se ha verificado su
efecto protector en ratas Fischer-344 en las mismas condi-
ciones, razén por la que se llevé a cabo este trabajo. Al
comparar el grupo control con tratamiento carcinogénico
(TC) con el tratado con CAPE (TC + CAPE) se observé una
disminucion significativa de las lesiones preneoplasicas de
75% de los focos GGT positivos/cm? (Figura 2) y 62.3%
menos de area GGT positiva (Figura 3). Al administrar el
vehiculo, aceite de maiz sin CAPE (TC + aceite), las lesio-
nes preneoplasicas aumentan por arriba de las producidas
por el tratamiento carcinogénico solo. Estos resultados
muestran que el CAPE administrado en la etapa de promo-
cion del proceso carcinogénico reduce la aparicién de le-
siones preneoplasicas en ratas Fischer-344 (Figura 4), mos-
trando que este compuesto es un buen candidato para
utilizarse como quimioprotector en seres humanos en un
futuro.
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Figura 2. Efecto de CAPE en la aparicion del nimero de focos/
cm?. Se analizaron tres grupos: TC (tratamiento carcinogéni-
co), TC + aceite (tratamiento carcinogénico mas el vehiculo,
que es aceite de maiz), TC + CAPE (tratamiento carcinogénico
mas CAPE en la etapa de promocion). *Significativo estadisti-
camente comparado con TC. **Significativo estadisticamente
comparado con TC + aceite. Se utilizé anova de una via, con
prueba post hoc de Bonferroni, se seleccioné una p < 0.05.
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Figura 3 Efecto del CAPE en la aparicion de area GGT positiva.
Se analizaron tres grupos: TC (tratamiento carcinogénico), TC
+ aceite (tratamiento carcinogénico mas el vehiculo, que es
aceite de maiz), TC + CAPE (tratamiento carcinogénico mas
CAPE en la etapa de promocién). *Significativo estadistica-
mente comparado con TC. **Significativo estadisticamente
comparado con TC + aceite. Se utiliz6 anova de una via, con
prueba post hoc de Bonferroni, se seleccioné una p < 0.05.
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Figura 4. Efecto de CAPE en la aparicion de lesiones preneoplasicas. A. Tejido con tratamiento carcinogénico (TC). B. Tejido con
tratamiento carcinogénico mas aceite (TC + aceite). C. Tejido con tratamiento carcinogénico mas CAPE (TC + CAPE).

DISCUSION

El cancer es una de las principales causas de muerte;
desafortunadamente, las estadisticas indican un incre-
mento en la incidencia de esta enfermedad, debido a
la complejidad de los estilos de vida actual. La inci-
dencia del cancer depende del ambiente familiar, so-
cial, laboral, ambiental; el carcinoma hepatocelular no
es la excepcién. Es consenso que una herramienta mas
importante que la deteccion es la quimioprevencién de
la enfermedad, evitando el proceso de carcinogénesis o
logrando la reversién del mismo. Sin darse cuenta, la
quimioprevencion es utilizada desde hace cientos o mi-
les de afios, protegiendo a comunidades de la inciden-
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cia de enfermedades, pero hoy gracias a la metodolo-
gia de la investigacion y la posibilidad de probar el
efecto de sustancias protectoras en diferentes modelos
nos proporciona una ventaja muy importante para la
salud.

Existe una lista enorme de quimioprotectores entre
los que podemos mencionar a los flavonoides, vitami-
nas C y E; componentes del ajo, chile, brécoli, clrcu-
ma, té verde, café y propéleo, entre otros, la mayoria
de ellos, presentes en nuestras dietas y estilos de vida.
El CAPE es otro de los quimioprotectores comunes uti-
lizado en la investigaciéon basica y también en la dietas
por medio del consumo de miel de abeja y sus deriva-
dos. El efecto quimioprotector del CAPE en el modelo
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modificado del hepatocito resistente se ha comproba-
do al administrarse en la etapa de iniciacion, antes de
DEN, donde se observé que una sola dosis reduce la
aparicion de lesiones preneoplasicas, modifica el me-
tabolismo de DEN, modifica la expresion de genesy lo
mas importante es que disminuye en 43% la aparicion
de tumores.®?’

El efecto del CAPE también se ha probado en la etapa
de promocion utilizando ratas Wistar,® una cepa resis-
tente que desarrolla pocas lesiones, por lo que el uso de
la cepa Fischer-344 es mas util e indicado para este
modelo. Debido a esto, el objetivo principal de este es-
tudio fue determinar el efecto del CAPE administrado
en la promocion carcinogénica, en una cepa de rata don-
de el modelo funciona mejor y los efectos de los trata-
mientos son mas claros, pues es mas susceptible a los
carcinégenos.

En este trabajo el CAPE demostré ser un buen quimio-
protector capaz de revertir el proceso carcinogénico desde
la etapa de promocion, lo que abre una nueva ventana de
investigacién basica, donde ahora se debera estudiar el
mecanismo de accién para extrapolar los resultados a in-
vestigacion clinica.

En la etapa de iniciacion, el CAPE modula la bioactiva-
cion de DEN vy es asi como protege al higado. En la etapa
de promocién pudiera suceder algo muy similar, pues el 2-
AAF también necesita ser bioactivado por citocromos como
CYP1A1/2, el cual —se ha comprobado- es afectado por
este compuesto.®

CONCLUSION

El CAPE puede inhibir el proceso de la hepatocarci-
nogénesis quimica con tres dosis en la etapa de promo-
cioén, lo cual resulta en una disminucion de las lesio-
nes preneoplasicas. Este compuesto quimioprotector es
un excelente candidato para administrarlo en personas
de alto riesgo de desarrollar cancer. Estudios posterio-
res determinaran si es posible su uso en los seres hu-
manos, ya sea para inhibir, prevenir o revertir la car-
cinogénesis.
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