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Resumen

El carcinoma hepatocelular (CHC) es la segunda causa de muerte por cancer en todo el
mundo y el subtipo histolégico mas comun cancer primario de higado. Teniendo este
escenario en consideracién, los modelos animales de CHC son esenciales para entender
la enfermedad a nivel molecular, para el desarrollo de nuevas vias de tratamiento y para
larealizacion de ensayos preclinicos. La presente revision se centra en las caracteristicas
de los modelos animales quimicamente inducidos, de implantacién y de los modelos
animales de enfermedad de higado graso no alcohdlico/esteatohepatitis no alcohélica
(NAFLD/NASH). Ademas, dado que los métodos de deteccion identifican el CHC en
etapas tardias, su naturaleza asintomatica en etapas tempranas y su refractariedad a
casi todas las terapias actuales, las nuevas lineas de investigacion junto con las nuevas y
actuales vias de tratamiento también se discuten en esta revision.
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Introduccion

El carcinoma hepatocelular (CHC) es la segunda causa mas comin de
muerte por cancer en todo el mundo (Garcia et al., 2018) y, con mucho, el subtipo
histologico mas comuin del cancer primario de higado (Santos et al., 2017). Se
desarrolla en el 80% de los casos, en un higado con lesion cronica (Caviglia y
Schwabe, 2015) y presenta dos grupos principales de factores de riesgo: virales
(infecciones por el virus de la hepatitis B y el virus de la hepatitis C) y no virales
(obesidad, sindrome metabdlico (SM), enfermedad del higado graso no
alcoholico (NAFLD), exposicion ambiental a aflatoxinas y consumo excesivo de
alcohol, etc.) (Shankaraiah et al., 2019).

Modelos animales de carcinoma hepatocelular

Actualmente, se emplea una gran variedad de modelos murinos de CHC
para estudios preclinicos que incluyen modelos inducidos quimicamente,
transgénicos y de xenoinjerto (Raoetal.,2016) (Tabla 1).
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Modelos quimicamente inducidos

Existen dos tipos de compuestos cancerigenos: compuestos genotoxicos
que inducen cambios estructurales en el ADN y compuestos promotores mejoran
la formacion de tumores (Santos et al., 2017).

1. Dietinitrosamina (DEN)

La DEN produce la alquilacién de estructuras del ADN y la induccién de
especies reactivas de oxigeno en los hepatocitos (Zhang et al., 2019) pero no
abarca ni inflamacion ni fibrosis (Caviglia y Schwabe, 2015). Se administra
mediante una sola inyeccion intraperitoneal (Henderson et al., 2017) y lleva al
menos un aio manifestar y representar el CHC humano de manera relativa-
mente efectiva (Zhanget al., 2019).

2. Fenobarbital (PB)

El PB es un farmaco antiepiléptico que causa tumores en el higado de roe-
dores después de la administracion cronica (Zhang et al., 2019) y cuyos mecanis-
mos en el desarrollo del CHC no se comprenden completamente (Santos et al.,
2017).

3. Tetraclorurode carbono (CCL4)

El CCl4 produce la liberacion del radical peroxido de triclorometil que al-
tera la integridad de las membranas celulares (Santos et al., 2017) y, en conse-
cuencia, conduce a ciclos repetidos de lesion, inflamacion y reparacion que de-
rivan en fibrosis y eventualmente en CHC (De Minicis et al., 2013). Se administra
a través de una inyeccion intraperitoneal (Henderson et al., 2017), en gases
inhalados o en agua potable junto a compuestos como PB (Newell et al., 2008).

4. 2-acetilaminofluoreno (2 -AAF)

El 2-AAF es empleado principalmente como control positivo en estudios
de carcinogenicidad y mutagenicidad. Es transformado en N- hidroxi-AAF cuya
activacion conduce a la formacion de formas reactivas que causan toxicidad,
muerte celulary carcinogénesis (Santos et al., 2017).

5. Tioacetamida (TAA)

LaTAA es un modelo bien establecido de fibrosis hepatica en roedores, sin
embargo, sus mecanismos moleculares todavia no se comprenden completa-
mente (Henderson et al., 2017). Puede ser administrado mediante agua potable
o inyecciones intraperitoneales que conducen a necrosis centrilobular hepaticay
fibrosis hepatica (Zhanget al., 2019).
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6. Aflatoxinas

La aflatoxina B1 es el componente principal de las mezclas de aflatoxinas
(Mazzanti et al., 2008), micotoxinas producidas por el hongo Aspergillus spp.
(De Minicis et al., 2013) que es metabolizada en AFB1— ex0-8,9-epoxido el cual
se une al ADN formando aductos con residuos de guanina y con la albimina del
suero sanguineo. El desarrollo de CHC se logra con una tasa de éxito de casi el
100% (McGlynnetal.,2003).

Modelos deimplantacién
Los modelos de implantaciéon pueden dividirse en dos tipos: modelos ec-
topicos y modelos ortotopicos, en funcién del lugar de implantacion de los injer-

tos, ymodelos de aloinjerto y xenoinjerto, en funcion de la relacion entre el injer-
toyelhospedador (Heetal.,2015) (Tabla 1).

1. Modelos de xenoinjerto

Los modelos de xenoinjerto se inducen mediante la inyeccién de células
cancerosas humanas en ratones inmunodeficientes (Heindryckx et al., 2009) y
presentan un crecimiento tumoral rapido (De Minicis et al., 2013).

Los principales modelos de xenoinjerto son, por un lado, los modelos ec-
topicos que se caracterizan por la implantacion subcutanea de células CHC hu-
manas o fragmentos de tejido tumoral en ratones inmunodeficientes (He et al.,
2015). Por otro lado, se encuentran los modelos ortotopicos que se basan en un
microambiente inmunosupresor murino (Jung, 2014) y presentan cuatro enfo-
ques, siendo el enfoque de implantacion intrahepatica el mas relevante clinica-
mente ya que presenta patoldgicas tipicas y un patréon de metéastasis similar al
que se manifiesta clinicamente en pacientes con CHC (Rao et al.,2016).

Por ultimo, se encuentra el ensayo de fibra hueca (HFA). Este método se
basa enla colocacion de lineas celulares tumorales en fibras de fluoruro de polivi-
nilideno que permite determinar la eficacia del farmaco (Santos et al., 2017) y
probar multiples lineas celulares en un mismo raton (Heindryckx et al., 2009).

2. Modelos de aloinjerto

Los modelos de aloinjerto se establecen mediante la implantacion de li-
neas celulares de CHC murinas o fragmentos de tumores murinos en ratones
inmunocompetentes (no necesariamente singénicos) (He et al., 2015).

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 21



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA E INNOVACION DOCENTE

Tabla 1. Resumen de los principales modelos quimicamente
inducidosy deimplantacion.
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Tabla 1. (continuacion).
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Modelos NAFLD/NASH-CHC

La NAFLD junto con su variante progresiva, la esteatohepatitis no alcoho6-
lica (NASH) son manifestaciones hepaticas del SM que pueden conducir a cirro-
sisy CHC (Tsuneyamaetal.,2017) (Tabla 2).

1.Ratones TSOD

Los tumores guanina sintetasa-positivos en ratones TSOD poseen carac-
teristicas similares a las del CHC bien diferenciado en humanos, sin embargo, la
secuencia de NAFLD/NASH a CHC no progresa a través de la cirrosis (Takahasi
etal.,2016).

2. Ratones GMS

Los ratones GMS son inducidos por la administracion de glutamato mo-
nosodicoy presentan caracteristicas patolégicas y un proceso de progresion de la
enfermedad similares a los pacientes con NASH basados en el SM (Tsuneyama et
al.,2017).

3. Ratones DIAR-NSTZ

Es un modelo de cepa endogamica sin diabetes con estreptozotocina
(STZ), toxina de las células  pancreaticas, que presenta un desarrollo muy rapi-
do de CHC con una tasa de éxito del 100%. El proceso es muy similar a la pro-
gresion deCHC en humanos, sin embargo, no se observa fibrosis hepatica ni tam-
poco explica el desarrollo "estable" de CHC que exhiben (Baba et al., 2014).

4.Ratones STAM

Este modelo se realiza mediante la administracion de una tinica inyecciéon
subcutanea de STZ y una dieta alta en grasas. Recapitula efectivamente la pro-
gresion de NASH a CHC humana (Shankaraiah et al., 2019), sin embargo, no
pre-senta resistencia alainsulina ni obesidad (Wu, 2016).

5. Dieta deficiente en metioninay colina (MCD)

Representa uno de los mejores modelos para el estudio de los elementos
inflamatorios y fibroticos del espectro NAFLD/NASH gracias a su facil es-
tablecimiento y disponibilidad (Jacobs et al., 2016). Se basa en la deficiencia en
metionina y colina que deriva en lesion hepatica y potencia la trasformacion
maligna (Zhongetal.,2019; Wu, 2016).
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6. Dieta altaen grasas (HFD)
El modelo HFD muestra caracteristicas similares a NASH en humanos,
pero el dafio hepaticono es grave (Zhonget al., 2019).

7. Dieta deficiente en colina (CDD)

La CDD produce dafio oxidativo del ADN e inestabilidad cromosémica a
causa del agotamiento de los mecanismos antioxidantes del higado (de Lima et
al.,2008).

8. Dieta definida por L-aminoacidos y deficiencia en colina (CDAA)

La CDAA desarrolla una lesion hepéatica que imita las caracteristicas de
NASH y conduce a CHC (Lau et al., 2017). Sin embargo, el modelo es opuesto a la
NASH humanatipica (Zhonget al., 2019).

9. Dieta occidental (WD)

La WD induce la histologia de NASH, pero no progresa completamente a
esteatohepatitis severa y fibrosis avanzada (Asgharpour et al., 2016). Sin em-
bargo, la combinacién con CCl4 desarrolla caracteristicas histopatologicas de
NASH con progresion rapida de fibrosis extensay CHC (Tsuchida et al., 2018).

Tabla 2: Resumen de las caracteristicas de los modelos de
NAFLD/NASH - CHC.
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Aplicaciones biomédicas delos modelos animales de CHC
Avances en la terapéutica

Los modelos animales de CHC también se emplean en la evaluacion de la
eficacia de diferentes lineas de tratamiento (Fig. 1) como, por ejemplo, los
tratamientos sistémicos como sorafenib (Henderson et al., 2017), regorafenib y
lenvatinib, que han demostrado alterar significativamente la viabilidad de las
lineas celulares Huh7y HepG2 (Sasaki et al., 2020).

Figura 1. Diagrama de flujo de los actuales tratamientos del CHC.

Recientemente, se ha probado un tratamiento con nanoparticulas de 6xi-
do de cerio (CeO,NP) en ratas con CHC inducido por DEN que ha demostrado un
aumento de larelacidon higado/peso corporal, entre otros (Fernandez-Varo et al.,
2020).

Actualmente, existe un interés creciente en el estudio de polifenoles de-
bido a la resistencia del CHC a los medicamentos quimioterapéuticos actuales
(Garciaetal.,2018; Guo et al., 2018). En lineas celulares de CHC HepG2, HepB3
y PLC/PRF/5 la galangina ha demostrado suprimir el crecimiento, la prolifera-
cion y la viabilidad (Fang et al., 2019). Por otro lado, en las células tumorales
LM3, SMMC-7721 y HepG2 el tratamiento con quercetina ha demostrado pro-
mover la autofagia y revertir el dafio generado por compuestos como AFB1 (Fer-
nandez-Palanca et al., 2019). Asimismo, la curcumina ha demostrado inhibir la
expresion inducida por DEN de HRAS oncogénico y hepatocarcinogénesis
(Shankaraiah et al., 2019) al igual que la melatonina que ha demostrado efectos
antiproliferativos en las lineas celulares HepG2 y Hep3B (Miy Kuang, 2020).
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Nuevas lineas deinvestigacion

El diagnostico del CHC depende principalmente de la biopsia invasiva, de
pruebas de a-fetoproteina (Stefaniuk et al., 2010) cuya sensibilidad y especifi-
cidad es subd6ptima (Beyoglu y Idle, 2020) y de los métodos de imagen que de-
tectan el CHC en etapas medias y tardias debido a su naturaleza asintomaética.
Por ello, se requiere de mejores biomarcadores que mejoren el diagnostico y tra-
tamiento (Guoetal.,2018).

La metabolomica proporciona biomarcadores potenciales para el diag-
nostico y monitorizacion de enfermedades complejas (Guo et al., 2018), patogé-
nesis y tratamientos personalizados (Gong et al., 2017). Ejemplo de ello son los
niveles elevados de isoleucina, leucina y fenilalanina y niveles disminuidos de
glucosa observados en las células HepG2 en comparacién con hepatocitos nor-
males y la eliminacion de la espermina oxidasa (SMOX) en las lineas celulares
Hep3B y SK- HEP-1 que ha demostrado suprimir la proliferaciéon y aumentar la
apoptosis (Huetal.,2018).

Conclusiones

Dadas las elevadas tasas de incidencia y mortalidad del CHC, y su refrac-
tariedad a la mayoria de los tratamientos actuales, los modelos animales de CHC
son vitales para comprender los mecanismos de la enfermedad y poder desarro-
Ilar un tratamiento efectivo. Los modelos de xenoinjerto son los modelos méas
empleados en el estudio del CHC junto con los modelos de DEN y CCl4. Ademas,
dado que el CHC ocurre comtinmente en un contexto de patologia cronica he-
patica, los modelos animales de NAFLD/NASH que reproducen la progresion de
laenfermedad hepatica crénicaa CHC son imprescindibles.
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