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INTRODUCCION

Un 80% de los pacientes obesos desarrollan la enfermedad del higado graso no alcohdlica (EHGNA), factor de riesgo para el desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC). La expresion
génica del factor de transcripcion E2F1, cuya activacion es critica en la activacion del ciclo celular, esta incrementada en CHC (oncomine.org). E2F1 modula el metabolismo oxidativo en
tejido adiposo y musculo esquelético, y su ausencia genera resistencia a obesidad!. Ademas, interviene en el desarrollo de fibrosis hepaticaZ. Sin embargo, se desconoce si E2F1 es un

regulador metabodlico hepatico y si esta implicado en el desarrollo de CHC y la desprogramacion metabdlica asociada.

Por ello, los objetivos de este trabajo fueron 1) identificar si el factor de transcripcién E2F1 es necesario para el desarrollo de CHC y 2) definir su papel como modulador metabélico en
las etapas iniciales de la enfermedad hepatica.

MATERIALES Y MBODOS

ANIMALES: MEDIDA DE LOS PARAMETROS SERICOS: EXPERIMENTOS CON RADIOISOTOPOS:

Se utilizaron ratones 129/Sv x C57BL/6 carentes del gen E2F1 [EEF]-;_] Y sus controles (WT] Se extrajo sangre en estado de alimento y tras 13 horas de ayuno. Los acidos grasos {ﬂGL Tras 2 horas de ayuno, se administro IP una disolucion con 5 uCi de *H-colina, 5 uCi de 4C-
Para la induccion de CHC, se administro dietilnitrosamina (DEN) (dnica dosis a los 14 dias triglicéridos (TG), cuerpos cetdnicos (CC) y glucosa se midieron en suero mediante kits glicerol y 250 uM de glicerol frio®. Tras 2 horas, se recogi6 el higado para extraer y separar
de edad, 25mg/kg) y dieta rica en grasa (HFD)3. Los animales control se alimentaron con su comerciales. los lipidos. La radioactividad incorporada en los distintos lipidos, indicativo de los flujos

dieta control (CD). Los ratones se sacrificaron a los 3 y 9 meses de edad.

CURVAS DE TOLERANCIA A GLUCOSA, INSULINA Y PIRUVATO:

metabolicos que regulan la biodisponibilidad de los mismos, se midid mediante un
contador de centelleo.
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S o o Los I|Fr|dﬂ5 se cuantificaron segin Ruiz y Ochoa® en extractos lipidicos® de homogenado ANALISIS ESTADISTICO:
Tras 4 horas de ayuno, se administrdo una solucion intragastrica de glucosa (2g/kg) o hepitico.

intraperitoneal (IP) de insulina (0.75 U/kg). Tras 13 horas de ayuno, se administré IP una

CUANTIFICACION DE LiPIDOS HEPATICOS:

) ) ' - _cg . e
SECRECIGN HEPATICA DE TRIGLICERIDO: Los resultados se expresan como la media £ SEM de una n=5-9. El significado estadistico

disolucion de piruvato (2 g/kg raton)*. Se tomaron medidas de glucosa sérica a los tiempos se analizé mediante la t de Student para datos no pareados o ANOVA bidireccional. La

indicados. Se inhibio el metabolismo de VLDL por administracion de Poloxamer P-407 (IP, 1g/kg) tras significancia estadistica se indica como *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 para WT vs E2F17/;
dos horas de ayuno’. La secrecion hepatica de TG se calculé mediante la diferencia del TG #p<0.05, ##p<0.01; HH#Hp<0.001 para CD vs HFD y "p<0.05, "p<0.01, **p<0.001 para
sérico antes y 2 horas después de administrar el P-407. estado de alimento vs estado de ayuno.
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HFD Figura 3. La ausencia en E2F1 resulta en una resistencia al aumento de lipidos séricos
500~ asociado a las fases iniciales de la enfermedad hepatica. El tratamiento inductor de CHC provocé un
200 ** aumento de los acidos grasos (AG) (A) y triglicéridos (TG) (B) circulantes en los ratones control de temprana edad
E ) (3 meses) en estado alimentado. Estas alteraciones no se produjeron en los ratones E2F17, en los que los cuerpos
S, 300+ cetonicos (CC) en suero disminuyeron (C), sugiriendo un descenso de la B-oxidacion hepatica. Durante el ayuno,
Figura 1. La ausencia de E2F1 confiere resistencia para el desarrollo de CHC. El tratamiento con DEN y HFD 5 e los AGs (A) y CCs (C) séricos disminuyeron tras la administracion del tratamiento inductor de CHC en ratones WT.
indujo CHC en el 100% de los ratones WT 9 meses tras el inicio del tratamiento (n=9) (A). Sin embargo, solo el 33% de los ; 2007 * No obstante, en los ratones E2F17, los AGs circulantes no se vieron alterados (A) y los TGs séricos disminuyeron
ratones E2F17/- desarrollaron CHC (n=9). Las imdgenes de las tinciones de hematoxilina-eosina de los higados estdn tomadas a S 100- (B) durante el ayuno en respuesta al tratamiento inductor de CHC (B). La administraciéon de DEN y HFD en
10x y las ampliaciones a 20x (B). animales deficientes en E2F1 provoco un descenso mayor de la secrecion hepatica de TG (D).
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Figura 4. La ausencia en E2F1 evita el descenso en lipidos de membrana y el incremento en acilgliceroles asociados a la induccion
Figura 2. La carencia en E2F1 resulta en la reduccién de la resistencia a insulina en las primeras etapas de de CHC. El tratamiento inductor de CHC provocé la disminucién de la concentracion hepatica en fosfatidilcolina (PC) (A) y fosfatidiletanolamina (PE) (B) en
la enfermedad hepatica tras el tratamiento inductor de CHC. En los animales WT de 3 meses, la administracion de animales WT de 3 meses de edad, manteniéndose invariable el ratio PC/PE (C). A su vez, provoco un incremento de la concentracion hepatica en diglicérido (DG)
DEN y HFD disminuy® la tolerancia a glucosa (A) sin modificar la tolerancia a insulina (B). Sin embargo, provoco el incremento en (D) y triglicérido (E). Tras la administracion de DEN y HFD, la carencia en E2F1 resulté en un descenso del acido graso (AG) hepatico (F). Este descenso fue
los niveles de glucosa sérica tras la administracion de piruvato (C), lo que sugiere un incremento de la gluconeogénesis propio acompafiado de una disminucién en la cantidad de DG (D) y de éster de colesterol (G), sugiriendo la reduccion en la esterificacion de AGs. Los niveles de
de la resistencia hepatica a insulina. En ausencia de E2F1, el tratamiento inductor de CHC no modifico la tolerancia a glucosa colesterol libre hepaticos no se vieron alterados (H).
(A), pero provoco cierta insensibilidad a insulina (B). Tampoco repercutio en la sintesis de glucosa a partir de piruvato (C).
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CONCLUSIONES

1. El factor de transcripcion E2F1 esta implicado en el desarrollo de CHC.
2. El factor de transcripcion E2F1 participa en la regulacion del metabolismo hepatico y en los cambios asociados a la progresion de la enfermedad hepatica.
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