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RESUMEN

El proceso de carcinogénesis sigue una serie de procesos bioquimicos,
celulares vy tisulares que resultan en la formacién de tumores malignos. La
hepatocarcinogénesis quimica en la rata es un modelo muy util que permite el
estudio de estos cambios durante todo el proceso a través del analisis de
biomarcadores que se expresan desde tiempos muy tempranos en el desarrollo
de neoplasias. B7-H3 es una proteina transmembranal tipo I, designada como
CD276. Recientemente, la expresion de B7-H3 se ha encontrado en varios
tipos de cancer, incluyendo carcinoma renal de células claras, cancer de
préstata pancreatico, gastrico, ovario, colorrectal y carcinoma de células
uroteliales. En este estudio analizamos el patron de expresiéon de B7-H3 en
tejido hepatico de ratas tratadas con el modelo modificado del hepatocito
resistente durante la formacién de lesiones pre-neoplasicas. Encontramos que
existe una correlacion a nivel transcripcional y traduccional de B7-H3, a nivel de
RNAmM y proteina, observando aumento en los niveles conforme avanza el
proceso de formacién pre-neoplasica. También evidenciamos que existe una
mayor expresion de B7-H3 en regiones nodulares que en hepatocitos del tejido
qgue la rodea; la localizacién de B7-H3 es en membrana asi como en citoplasma
y existe mayor cantidad de células T citotoxicas CD8" en estas regiones, lo que

sugiere que exista una relacién funcional entre éstas moléculas.



ABSTRACT

The process of cancer progression follows a series of biochemical, cellular and
tissue changes which results in the formation of malignant tumor. Chemical
hepatocarcinogenesis in the rat is an useful model for the study of these
changes during the whole process through the analysis of protein markers that
expresses since the initial steps in the tumor formation process. B7-H3 is a type
I-transmembrane protein, named as CD276. Recently, the expression of B7-H3
has been found in several kinds of cancer, including clear cell renal cell
carcinoma, prostate cancer pancreatic cancer, gastric cancer, ovarian cancer,
colorectal cancer and urothelial cell carcinoma. In this study we analyzed the
expression pattern of B7-H3 in liver tissue from rats treated with the resistant
hepatocyte model modified during the formation of pre-neoplastic lesions. We
found a transcriptional and translational correlation at the level of B7-H3, a
protein and mRNA level, noting increased levels according as the process of
pre-neoplastic formation. Also we found that there is increased expression of
B7-H3 in nodular regions than in hepatocytes of surrounding tissue; the
localization of B7-H3 is in membrane as well as in cytoplasm and there is a
greater amount of CD8" cytotoxic T cells in these regions, suggesting that there

is a functional relationship between these molecules.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Carcinoma hepatocelular.

El carcinoma hepatocelular es uno de los tumores malignos mas frecuentes en
paises en desarrollo y su tratamiento es deficiente; A nivel mundial es el quinto
cancer mas comun y la tercera causa de muerte por cancer [1, 2]. Los factores
de riesgo en el desarrollo del carcinoma hepatocelular son: la infecciéon por
virus de la hepatitis tipo B y C, el consumo exagerado de alcohol, cirrosis
hepatica, la exposicion a toxinas (aflatoxina), enfermedades metabdlicas
hereditarias (hemocromatosis), hepatitis autoinmune, sobrepeso, diabetes
mellitus, entre otras. [3].

Los pacientes con carcinoma hepatocelular en etapas tempranas o con ndédulos
pre-neoplasicos no presentan sintomas, sin embargo, cuando el tumor
aumenta de tamafio ocasiona presion al tejido adjunto asi como a otros
organos provocando dolor [4]. Existen otros sintomas como pérdida de apetito
y de peso, fiebre de origen desconocida, pérdida sensorial, entre otros.
Desafortunadamente, cuando este tipo de céncer es diagnosticado las
posibilidades de tratamiento son muy pocas y poco efectivas [5]. El diagndstico
se realiza mediante técnicas de imagenologia asi como seroldgicas. Los
tratamientos abarcan desde el trasplante hepatico, la reseccion del cancer
hepatico, la inyeccion de alcohol, la ablacion por radiofrecuencia o la
guimioembolizacién [6].

En la actualidad, no es posible hacer un diagnostico practico y seguro en
etapas tardias y menos adn en etapas tempranas, esta situacién sumada a la
escasa viabilidad y efectividad de los tratamientos, anticipan una supervivencia
muy baja. Para su cura, la deteccién temprana juega un papel crucial, lo que
contribuiria a la solucidon de una de las causas de muerte mas importantes por
cancer. De ahi que el estudio de las etapas tempranas de la carcinogénesis ha
tenido gran importancia para entender mejor el origen y progresion de dicha
enfermedad, asi como para encontrar métodos de diagnéstico efectivos. El
estudio de la biologia celular del cancer nos dard herramientas para

comprender los procesos bioldgicos alterados durante esta enfermedad.



1.2 Caracteristicas fisiolégicas del cancer.

Hanahan et al en 2000 identificaron las caracteristicas fisiologicas principales
que adquieren las células cancerosas, como son: evasion de la apoptosis,
autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a sefiales anti-
crecimiento, potencial replicativo ilimitado, invasion de tejido y metastasis, asi
como una angiogénesis sostenida [7]. Ahora en 2011, los mismos autores
enfatizan cuatro nuevas caracteristicas de la célula tumoral, la primera esta
involucrada en el fendbmeno de la inflamacion, la segunda que tempranamente
evade la respuesta inmune, la tercera esta relacionada con la desregulacion
energética y la cuarta estid asociada con una inestabilidad gendmica y

mutaciones (Fig. 1), [8].

Senalizacion de Evasion de
proliferacion supresores de
sostenida crecimiento

Desregulacion . Evasié.n del
energética celula istema inmune

Resistencia a ' e Potencial
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tumor
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Activacion de
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Figura 1. Caracteristicas fisioldgicas de las células cancerosas.

Las células iniciadas en el proceso cancerigeno, asi como las lesiones pre-
neoplasicas y los tumores, tienen la capacidad de evadir a las células efectoras
de la respuesta inmune ya que desregulan la expresién de las moléculas que
participan en el reconocimiento y/o destruccion de las células tumorales, a este
proceso se le conoce como evasién de la respuesta inmune. En los tumores
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existe una baja inmunogenicidad de las células, ademas de una subversion del
sistema inmune [9]. En estudios epidemioldgicos de lesiones pre-malignas o
cancerosas tempranas, se ha visto que la respuesta inmune aumenta
vigorosamente; sin embargo, a pesar de la intensa respuesta de las células
efectoras del sistema inmune innato y adaptativo, no se llega a cumplir su
funcién antitumoral en la carcinogénesis. En los ultimos afios, se ha asociado la
subversion del sistema inmune en la carcinogénesis a las moléculas llamadas
co-estimuladoras que regulan negativamente la respuesta inmune [10, 11]. A
nivel de expresion de RNA mensajero (RNAmM) en un andlisis de microarreglos
realizados en nuestro laboratorio encontramos un gran nuimero de genes
asociados a inflamacion y respuesta inmune, algunos de estos genes estan
presentes desde la etapa de iniciacion hasta la formacién de tumores, asi
mismo, existen genes que sOlo se expresan en una etapa, ya sea la de
iniciacion, la de promocion o la de progresion. Estos resultados sugieren que
existe una inmunovigilancia, sin embargo, su eficacia no es suficiente para
inhibir el desarrollo del cancer [9]. En este fendmeno de la evasion del sistema
inmune parecen participar moléculas descritas clasicamente de co-estimulacion
(CD80/B7-1 y CD86/B7-2) y que pueden realizar una funcién inhibitoria o
activadora [10]. El conocer con seguridad la expresiéon de ciertas moléculas que
regulan negativamente la respuesta inmune nos permitiria incursionar en sus
mecanismos de accion durante el establecimiento de tumores. Ademas, si al
interferir con su sobre-expresion, se puede restablecer la respuesta inmune y

podriamos proponer posibles blancos terapéuticos tempranos.

1.3 Inmunidad antitumoral.

Los linfocitos T del sistema inmune adaptativo reconocen y responden
especificamente a una increible variedad de antigenos [12]. Para garantizar
una respuesta adecuada las células T son activadas por dos vias de
sefalizacion independientes ya que estas células son esenciales para erradicar
agentes patdgenos principalmente intracelulares, mantener la tolerancia
citotoxica antitumoral y mantener la auto-tolerancia. La primera sefal, en la
superficie de células presentadoras de antigeno (CPA), requiere el

reconocimiento del complejo principal de histocompatibilidad. La segunda
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sefial, independiente del complejo de histocompatibilidad, se realiza por
moléculas co-estimuladoras de la familia B7/CD28 [12]. La sefializacion de B7-
1(CD80)/B7-2(CD86):CD28/CTLA-4 representa la mejor via de co-estimulacion.
La union de B7-1 en células presentadoras de antigeno con CD28 en las
células T aumenta la proliferacion de células T y la produccion de IL-2 [10]. En
ausencia de esta sefial de co-estimulacion simultdnea, la union a un péptido
antigénico en las CPA puede resultar en disfuncion de células T, tolerancia o
anergia. Aparte de las sefales de estimulacidon a células T, las vias co-
estimuladoras también pueden enviar sefiales inhibitorias que regulan a la baja
o incluso cancelan las respuestas de células T. La unién de CTLA-4 a B7-1 y/o
B7-2 inhibe la sintesis de IL-2 y la progresion del ciclo celular que conduce a la
terminacion de la respuesta de células T [11]. Se sugiere que la familia de
homélogos B7 es reguladora potencial de la inmunidad antitumoral. Por
ejemplo, la expresion B7-H1 en células cancerosas se ha asociado con
caracteristicas patolégicas adversas y pobres resultados al tratamiento en los
diferentes tumores de seres humanos, por lo que esta familia de co-activadores
ha sido postulada como parte importante del mecanismo por el cual los
tumores malignos pueden evadir la respuesta inmune [13, 14]. En el carcinoma
hepatocelular se ha propuesto que la sobreexpresion de B7-H1 puede mediar
el escape inmunolégico, ademas dificulta la inmunoterapia basada en células T
CD8" [15]. Se ha reportado que exceptuando a los macrofagos, el tejido de
seres humanos normal no expresa B7-H1, pero se ha descrito que B7-H1 se
presenta de manera abundante en el carcinoma de pulmén, en el de ovario, en
el de colon y en los melanomas; su presencia se correlaciona con la apoptosis
de células T [16].

1.4 B7-H3.

B7-H3 es una proteina transmembranal tipo I, designada como CD276, tiene
una homologia en sus aminoacidos entre el 20% y 27% con los miembros de la
familia B7. Adicionalmente, la estructura terciaria guarda una similitud mayor
con varias isoformas de la familia B7. B7-H3 es la mas conservada con ~ 88%
de identidad de aminoacidos entre el raton y el ser humano. EI RNAm de B7-
H3 se expresa de manera apreciable en varios tejidos, mientras que la proteina

se expresa en concentraciones bajas, lo que sugiere la participacion de una
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regulacion post-transcripcional [17]. Se ha reportado una isoforma de splicing,
denominada B7-H3b, con cuatro dominios tipo Ig en lugar de dos que se origina
de la duplicacion de genes y splicing diferencial [18]. La isoforma con dos
dominios tipo Ig se denomind 2IgB7-H3 y se expresa en roedores. B7-H3b en
seres humanos es la principal isoforma expresada en varios tejidos y el cDNA
de esta proteina fue clonado y se denominé 41gB7-H3 [19, 20]. La proteina B7-
H3 como molécula co-estimuladora accesoria, no se expresa constitutivamente
en las células T, en las células NK, ni en células presentadoras de antigeno,
pero su expresion puede ser inducida. A diferencia de B7-1 y B7-2 cuya
expresion esté limitada a células del sistema inmune como las CPA, la proteina
B7-H3 se encuentra en osteoblastos, fibroblastos y células epiteliales, asi como
en higado, pulmédn, vejiga, testiculo, prostata, mama, placenta, y en 6rganos
linfoide [21]. Este amplio patron de expresion sugiere una diversidad
inmunolégica mayor y probablemente una funcion no inmunolégica,
especialmente en tejidos periféricos. Recientemente, la expresion de B7-H3
también se ha encontrado en varios tipos de cancer, incluyendo cancer de
préstata, renal, pancreético, gastrico, ovario, colorrectal y carcinoma de células
urotelial [22-29].

Hashiguchi et al, encontraron que la unién B7-H3 con TLT-2 en células T CD8"
aumenta las funciones efectoras de las células T, como es la produccién de
citocinas [30]. Sin embargo, este tipo de interaccién in vivo en el ratén y en el
ser humano no se ha podido comprobar. Leitner et al, bajo diferentes
condiciones experimentales, direccionado al potencial funcional de B7-H3 de
seres humanos demostraron que no co-estimula a las células T, por el
contrario, disminuye su proliferacion y la produccién de citocinas, asi como
también afecta a las células T virgenes activadas. Ademas demostraron que la
interaccion B7-H3-células T se caracteriza por una supresion temprana de IL-2
[31]. Una de las explicaciones a los resultados contradictorios obtenidos para
B7-H3 es que el nivel de expresion de B7-H3 sea determinante en las células
cancerosas y participe en diferentes funciones inmunoldgicas e interaccione,
dependiendo de su afinidad con los receptores ya existentes. Esta discrepancia
funcional con respecto a los niveles de expresion de una molécula co-
estimuladora en cancer también se ha descrito para B7-1 [32]. Aunque, estos

descubrimientos sugieren la posibilidad de la participacion de B7-H3 en la
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regulacion de la inmunidad antitumoral, su funcién exacta no es clara, ya que
se ha descrito que presenta ante el sistema inmune, tanto las propiedades
estimuladoras como las inhibitorias. Se sabe que B7-H3 de ser humano se une
a un receptor desconocido de las células T activadas CD4+ y CD8+. Este
receptor es diferente de CD28, CTLA-4, PD1 e ICQOS, de los cuales se conoce
se unen a los miembros de la familia B7 [33]. A pesar de que existe informacion
de la actividad co-estimuladora de B7-H3, la mayoria de la evidencia que existe
de la funcién sobre las células T es la de inhibir su funcionalidad. Suh y
colaboradores demuestran in vivo que B7-H3 subregula células Thl, lo que
conduce a la inhibicibn de la proliferacion de las células T [34]. En otros
estudios se han visto los efectos negativos de la sobreexpresion de B7-H3, por
ejemplo, en cancer de pulmén y en carcinoma colorrectal, se correlaciona
inversamente con el niumero de linfocitos infiltrados en el tumor [23]. En un
estudio en pacientes con cancer de pulmén los niveles en circulacion de B7-H3
soluble se correlacion6 con un estado de agresividad mayor del tumor: tamafio,
metastasis nodal y metastasis distal [35]. En otro estudio clinico, B7-H3 se
encontré uniformemente expresado en adenocarcinoma de prostata [29]. Estos
resultados muestran que la alta expresion de B7-H3 se correlaciona con una
etapa mas avanzada del cancer, con un infiltrado menor de linfocitos al tumor,
asi como con un tiempo de sobrevivencia significativamente menor. El estudio
de la participacion de B7-H3 en cancer esta en sus inicios pero hay evidencia
suficiente de que esta molécula de co-estimulacion esta participando en la

evasion del sistema inmune, esencial para el establecimiento de los tumores.

1.5 Etapas de la carcinogénesis experimental.

El desarrollo del cancer es un proceso complejo y multifacético que para su
estudio experimental se ha divido en tres etapas conceptuales: iniciacion,
promociéon y progresion. La primera etapa hace referencia a la induccion de
mutaciones claves, ocasionada por los carcindgenos las cuales requieren ser
fijadas mediante un ciclo de replicacién, (fig. 2) [36]. Una vez que la célula ha
sido iniciada, requiere de un estimulo proliferativo, que promueve la expansion
clonal de la célula iniciada durante la etapa de promocion. La etapa de

promocion es esencial para el aumento en el numero de células iniciadas, las
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cuales adquieren mutaciones y cambios epigenéticos adicionales que les
permiten proliferar descontroladamente. Existen cambios asociados que
favorecen su crecimiento como son, alteracion de vias de sefalizacion que
participan en ciclo celular, proliferacion, metabolismo; de manera conjunta,
todos estos factores promueven la formacion de focos de células pre-
neoplasicas. Por ultimo en la etapa de progresion, ademas del aumento en el
namero de células trasformadas, existe un incremento en el numero de
mutaciones que les confieren una inestabilidad genética y un fenotipo maligno
[37].
Xenobisticos PROMOCION

INICIACION ¥ ove Foeos de eélulas

alteradas (pre-
Metabolitos activos neoplasicas)

-

f N Replicacién Proliferacién
@ — (@ — —

Reparacién 4 inici
P Dafio al DNA Célula iniciada {l

PROGRESION |}

Células tumorales

9
@%)@@

Muerte celular

Klauning et al., 2004.

Figura 2. Etapas del proceso de carcinogénesis quimica.

1.6 Herramientas de diagndstico.

La utilizaciébn de modelos experimentales en cancer permite estudiar a detalle
las modificaciones biologicas existentes ademas de detectar la presencia de las
proteinas alteradas mediante diferentes estudios. Para el cancer hepatico se
han descrito varios modelos experimentales, dentro de los que destaca el
modelo modificado del hepatocito resistente (MMHR). En este modelo con sélo
tres intervenciones, se reproducen las etapas de la carcinogénesis en el higado
de la rata en un periodo relativamente corto. Este modelo experimental ha
permitido el estudio del proceso carcinogénico per se, asi como el uso de
agentes quimioprotectores para prevenir o revertir la progresion de dicha
enfermedad. También, se ha demostrado que substancias antioxidantes, como

el CAPE o agentes anti-inflamatorios como el Celecoxib, previenen o revierten
9



el desarrollo del cancer con administraciones Unicas o diarias [38, 39]. Gracias
al uso de microarreglos se ha podido evaluar la expresion de genes a gran
escala y con la ayuda de este modelo se pueden evaluar los cambios que
presentan los genes durante el desarrollo del cancer hepatico, permitiendo
descubrir puntos claves en la evolucion del cancer asi como mecanismos de
quimioprevencion [40].

Utilizando el MMHR se elaboraron microarreglos de expresion de Affymetrix
Gene Chip Exon Rat 1.0 el cual contenia 32,000 spots con 28,000 genes
conocidos de rata. Los resultados de estos microarreglos fueron transformados
y normalizados mediante el programa “Partek Genomics Suite Software” y
analizados con Anova de una via con una prueba de “Tukey’s post hoc test”.
Posteriormente se realiz6 el analisis bioinformatico usando el programa
Ingenuity Pathway Analysis 7.6, el cual se basa en la informacion de las
publicaciones cientificas disponibles en la red tanto de textos completos como
de bibliotecas extensivas de vias de sefializacion asi como informacion quimica
y farmacéutica. Este programa permite clasificar los genes en 3 vias
principales: Toxicologicas, Biologicas y Canodnicas.

En Vias Biologicas, en la clasificacion de enfermedades y desordenes
encontramos dentro de la sub-clasificacién de la respuesta inmune 560 genes
alterados durante el desarrollo del cancer de higado. Esta expresion diferencial
de 560 genes clasificados dentro de los fendmenos de inflamacién y respuesta
inmune sugiere la participacion activa del sistema inmune, pero debido a las
caracteristicas del modelo en que por ensayo y error se han introducido
intervenciones para reproduciblemente inducir el cancer de higado en el 100%
de los animales, la respuesta antitumoral no es eficiente. Es obvio que en
nuestro modelo, en donde el registro histérico muestra que se induce el cancer
de higado en el 100 % de las ratas, se lleva a cabo la evasion del sistema
inmune, caracteristica primordial para el desarrollo del céancer.
Consecuentemente concentramos nuestra atencion en los genes que muestran
caracteristicas inhibitorias de la respuesta inmune en los tiempos iniciales
cuando la vigilancia inmunolégica es mas intensa [9]. Varios genes de
proteinas inhibitorias se encontraron sobre-expresados y dentro de ellos
destaca B7-H3. Para este gene encontramos valores de sobre expresion de 3

veces respecto al control, desde la etapa de iniciacion hasta la progresion del
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tumor. La alta sobreexpresion en nuestro modelo lo hacen un candidato muy
atractivo para analizar el papel que tiene en la iniciacion del cancer

hepatocelular, lo que ayudaria a entender su funcion biolégica y sus posibles
moléculas de interaccion.
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2. JUSTIFICACION

Basandonos en estudios previos que mostraron que el RNAm y proteina de B7-
H3 se sobre-expresan en diversos tipos de cancer de seres humanos y los
resultados de ensayos con microarreglos realizados en nuestro laboratorio
donde los niveles de RNAm se encuentran sobre-expresados en el MMHR
justifican nuestra propuesta de analizar la proteina para entender mejor su

participacion en el desarrollo del cancer.

3. HIPOTESIS

Congruente con la propuesta del papel co-inhibitorio de B7-H3 sobre las células
T, las células iniciadas sobre-expresan la proteinaB7-H3 durante la formacion

de lesiones pre-neoplasicas del MMHR en rata.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.
Caracterizar in vivo la expresion de la proteina B7-H3 en las células iniciadas y
su relacion con las células del sistema inmune durante la formacién de

lesiones pre-neoplasicas del cancer de higado en el MMHR en rata.

4.2 Objetivos particulares.
» Determinar los niveles de RNAm para B7-H3 durante la formacién de
lesiones pre-neoplasicas.
» Determinar la expresion de la proteina B7-H3 durante la formacién de

lesiones pre-neoplasicas.

» Realizar en tiempos especificos inmunolocalizaciones de B7-H3 y
células del sistema inmune (Lc T CD4/CD8) en los tejidos hepaticos de

las ratas durante la formacion de lesiones pre-neoplasicas.
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1 Animales de experimentacion.

Para este estudio se utilizaron ratas machos Fisher-344 de 180-200 g de peso,
proporcionadas por la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales
de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN (los animales fueron tratados
segun las normas vigentes indicadas por el comité de ética) y se colocaron en
grupos de 10 animales en jaulas de acero galvanizado con libre acceso al agua
y alimento, con ciclo de luz-oscuridad de 12 h y humedad relativa a 50 %, a una
temperatura de 21+ 1 °C por un mes antes de su sacrificio.

Fueron tratadas de acuerdo al protocolo de hepatocarcinogénesis de Sample-
Roberts modificado [41, 42], se iniciaron administrando intraperitonealmente
200 mg/kg de peso de N-dietilnitrosamina (DEN) como Unica dosis; a los dias
7, 8 y 9 se les administraron 20 mg/kg de peso de 2-acetilaminofluoreno (2-
AAF) via intragéastrica y al dia 10 se les realizé una hepatectomia parcial (HP)
de 3/5 partes del higado. Las ratas fueron sacrificadas a las 24h, 7, 11, 16 y 30
dias posteriores a la iniciacion y se les extrajo el higado y plasma (Fig 3). Como
controles positivos para los marcadores CD4, CD8, CD69 se utiliz6 una rata sin
tratamiento a la que se le extrajo el bazo, timo, pancreas, prostata y apéndice.

Como control negativo se utilizaron higados de ratas no tratadas.

DEN 2-AAF HP
0 1 78910 11 16 30d
* * * *

Figura 3. Diagrama del MMHR indicando los dias de sacrificio. Se
representan los tiempos del modelo que se utilizaran y se enfatizan los dias de

sacrificio.
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5.2 Procesamiento del higado.

El higado fue extraido de las ratas y enjuagado en tampdn de fosfatos salino
(PBS) frio hasta eliminar la mayor cantidad de sangre. El higado fue
fraccionado y seleccionado al azar para cortes histolégicos en fresco, cada
fraccion fue congelada en nitrogeno liquido en presencia del crio protector
tisular 2-metilbutano (J.T. Baker) durante 5 min y fueron almacenados a -70°C
en un ultra congelador hasta su utilizacién. Otras fracciones del higado fueron
colocadas en formaldehido al 4% en PBS pH 7.4 durante 72 h para
posteriormente realizar el procedimiento de deshidratacion e inclusion en

parafina.

5.3 Inclusion en parafina.

Las fracciones de higado conservadas en formaldehido durante 72 h fueron
cortadas en fracciones pequefias y formas regulares, se colocaron en una
canastilla para deshidratarlas en etanol al 80% toda la noche. Al dia siguiente
se colocaron en etanol al 96% (Golden bell) a una temperatura de 58-60° C
durante 50 min, tres veces. A continuacion se colocaron en una mezcla de
50/50 VV de etanol-xilol (J.T.Baker) a una temperatura de 58-60° C durante 50
min. Enseguida se colocaron en xilol al 100% a una temperatura de 58-60°C
durante 50 min, tres veces. Posteriormente se pasaron por tres recipientes que
contienen parafina liquida, manteniéndose en cada uno a 58-60°C durante 50
min. Finalmente los tejidos deshidratados se colocaron en los moldes de
aluminio y se recubrieron con parafina limpia, se pasaron al hielo hasta que

solidifico la parafina.

5.4 Cortes histologicos y cuantificacion de proteinas.

Los cortes histoldgicos, para los tejidos en fresco fueron realizados con un
criostato (Leyca) y con un micrétomo (Microm) para los tejidos incluidos en
parafina, con un grosor de 20 y 3 pm respectivamente.

Para la extraccion de proteinas, 200 mg de tejido congelado fue
homogeneizado en un homogeneizador mecanico con 10 golpes de 5 s en 800

uL de buffer de fosfatos que contenia 10 mM de Hepes (Sigma-Aldrich), 137
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mM de NaCl (Quimica Meyer), 4.6 mM de KCI (J.T. Baker), 1.1 mM KH;PO,
(J.T. Baker), 0.6mM de MgSO, (J.T. Baker), 0.1 mM de EDTA (Research
Organics) y media tableta de complete (Roche). Se determind la cantidad de
proteinas en cada muestra por el método de Lowry usando albumina para la
curva estandar. Posteriormente se prepararon con buffer de Laemmli's y B-
mercaptoetanol y fueron conservadas a -70°C hasta ser utilizadas en western-
blot.

5.5 Determinacion histoquimica de GGT.

La actividad de la gamma glutamil transpeptidasa (GGT) fue detectada en
cortes histoldgicos, se utilizd el L-acido glutamico y-4-metoxi-B-naftilamida
(GMNA) (Sigma-Aldrich) como sustrato logrando la formacion de un precipitado
rojo, como fue reportado por Rutenburg et al., 1969. Los cortes histologicos
fueron fijados con etanol al 96% a -20° durante 5 min y se incubaron durante 20
min con una solucién que contenia 125 pg/mL de GMNA, 0.5 mg/mL de glicil-
glicina (Sigma-Aldrich) y 0.5 mg/mL de azul rapido (Sigma-Aldrich) en 25 mM
de Tris base (Sigma-Aldrich). Finalmente los precipitados fueron fijjados con

una solucion de sulfato cuprico 100 mM.

5.6 Tincion Hematoxilina-eosina.

Los cortes histolégicos fueron colocados 15 min a una temperatura de 60°C,
enseguida fueron tratados con xilol a 60°C por 15 min seguido de xilol a
temperatura ambiente por 5 min. A continuacion se realizaron tres pases por
etanol al 96% por 3 min cada uno, seguido de etanol al 70% por 3 min, se
lavaron con agua bidestilada y fueron tefiidos con hematoxilina de Harris por 10
min, se lavaron con agua bidestilada, se pasaron por alcohol &cido por 20 s, se
lavaron 2 veces, se colocaron en solucion amoniacal por 10 s, se lavaron 2
veces, se pasaron por etanol al 70% por 1 min y fueron tefiidos con una
solucion de eosina por 10 s. Posteriormente se pasaron por una solucién de
etanol al 70%, 96% por 40 s, y tres veces por xilol por 40 s cada uno,

finalmente se culminé montandose con resina.
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5.7 qRT-PCR.

El estudio de la expresion del transcrito B7-H3 se realiz6 por la técnica de
transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
cuantitativa (QRT-PCR). La RT-PCR es un ensayo rapido, sensible y
reproducible, ya que la generacién del amplicon se puede observar conforme la
amplificacion progresa, lo que elimina el analisis post-PCR. En este ensayo se
utilizé una sonda TagMan que es un oligonucledtido cuya secuencia e
complementaria a la region central del amplicon. Tiene una secuencia de 13-18
nucleotidos que presenta en el extremo 5 una marca fuorescente (reportero) y
en el extremo 3’ un quencher o apagador, de tal forma que cuando estas dos
moléculas se encuentran unidas por la sonda, toda la fluorescencia emitida por
el reportero, es absorbida por el apagador, por lo que la fluorescencia global
observada es igual a cero.

El RNA total fue aislado a partir de 60 mg de tejido hepatico congelado,

utilizando el reactivo TRIPURO® (Roche Diagnostics). EI tejido fue

homogeneizado y los complejos nucleoprotéicos fueron separados por
extraccion con fenol-cloroformo; la fase acuosa fue recuperada por
centrifugacion. EI RNA fue precipitado de la fase acuosa con isopropanol y se
recuperd por centrifugacion. EI RNA recuperado se disolvié en agua libre de
Rnasa y su concentracion fue determinada en un espectrofotbmetro UV-Vis
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific) a 260 nm. Para evitar la contaminacion
con DNA gendmico todas las muestras de RNA fueron tratadas con Dnasa |
libre de RNAsa. La integridad de RNA de cada muestra se verifico en un gel de
agarosa desnaturalizante con formaldehido. EI RNA total fue convertido a
cDNA por transcripcién reversa. Los ensayos de RT-PCR se realizaron en un
solo paso con la mezcla de la PCR y la sonda Tagman (TagMan Gene
Expression Assays, Applied Biosystems). Para cada reaccion de 15 L, se

utilizé lo siguiente:

Reactivo Cantidad
Master Mix 7.5 uL
Agua 6.1 uL
Sonda TagMan 0.4 pL
cDNA 1puL
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Las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo en un sistema de PCR
(StepOne Real-Time PCR System, Applied Biosystems), con los siguientes
pasos. se posiciona a una temperatura de 50°C durante 2 min y a una
temperatura de 95°C durante 10 min que permite la activacion de la enzima
DNA polimerasa. Posteriormente realizé 40 ciclos con temperaturas a 95°C por
15 s lo que permite la separacion de los acidos nucléicos de doble cadena y
temperatura de 60°C de 1min donde realiza la elongacion. Finalizada la
reaccion se analizaron los resultados, lo cuales fueron por triplicado para cada
muestra, ajustado el umbral de acuerdo a las indicaciones del fabricante, y se
calcularon los valores en unidades de expresion relativa con ayuda del
programa Microsoft Excel 2007 (Microsoft). Este procedimiento se realizé para
la proteina de interés B7-H3 como para el control interno la fraccion ribosomal
18s.

5.8 Western-blot.

El método se basa en la separacion electroforética de las proteinas por carga y
tamafio en un gel de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
y posteriormente en la transferencia a una membrana de polifluoruro de
vinilideno (PVDF) [43]. La membrana fue primeramente incubada con leche en
polvo descremada para bloquear los sitios inespecificos y después incubada
con el anticuerpo (Ac) primario que reconoce a la proteina de interés.
Posteriormente se agregd el Ac secundario que se encuentra unido
covalentemente a la peroxidasa de rdbano, enzima que oxida a un sustrato

produciendo un cuanto de luz que sensibiliza una placa fotogréfica.

Electroforésis. En cada corrimiento electroforético se utilizaron 50 pg/puLde
proteina por carril de la proteina preparada con buffer de Laemmli’'s y B-
mercaptoetanol. Se utilizaron geles de poliacrilamida-SDS al 10 % en un
sistema Bio-Rad (Mini-PROTEAN Tetra system) y se aplic6 un voltaje
constante de 100 V hasta que el colorante se observo al final de la parte inferior
del gel (aproximadamente 100 min).
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Transferencia. La transferencia se realiz6 a membranas PVDF (Merck-
Millipore) a un voltaje constante de 250 mA durante 150 min en una camara de
transferencia de inmersion Bio-Rad (Mini-PROTEAN 2-D). Para verificar la
eficiencia de la transferencia, el gel fue tefiido con azul de Coomasie durante

toda la noche y la membrana con rojo de Ponceau durante 5 min.

Inmunodeteccion. El bloqueo de los sitios inespecificos de la membrana se
llevé a cabo incubando las membranas de PVDF con solucion bloqueadora,
leche 5 % en TBS-Tweeny, 0.1% (Sigma-Aldrich), durante 1 h a temperatura
ambiente; después del bloqueo, la membrana se lavé 6 veces durante 5 min
con TBS-Tweeny 0.1%, se incubd con el Ac primario (Tabla 1) diluido en
solucion de boqueo durante toda la noche a 4° C con agitacion suave y
constante en la oscuridad. Al dia siguiente, se lavd con solucion de lavado 6
veces durante 5 min, se bloque6 por segunda vez durante 10 min y se incub6
con el Ac secundario peroxidado en solucion de bloqueo (Tabla 1) durante 1 h
a temperatura ambiente en agitacion constante. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se lavo la membrana 6 veces durante 5 min. Las bandas de B7-H3
(Santa Cruz Biotecnology) y actina (proporcionado por Dr. José Manuel
Hernandez) se visualizaron por exposicién en una pelicula fotografica (X-Omat
AR, Kodak) por medio de la reaccidon quimioluminiscente de la peroxidasa
sobre la membrana de PVDF con ayuda de luminol (Santa Cruz Biotecnology).
Las bandas de B7-H3 se digitalizaron utilizando un escaner digital (Pixma,
Canon) y posteriormente se realizdé el analisis densitométrico utilizando el

software Image J 1.46r.

Tabla 1. Dilucidn de los anticuerpos utilizados para identificar B7-H3 y actina.

Ac primario Dilucion Ac secundario Dilucion
Rabbit anti-B7-H3 1:1000 Anti-Rabbit 1:10000
Mouse anti-actina 1:100 Anti-mouse 1:10000
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5.9 Inmunohistoquimica (IHC).

Los cortes histologicos embebidos en parafina se colocaron en la estufa a 58-
60°C durante toda la noche para desparafinar. Al siguiente dia se colocaron
durante 20 min en xilol a 58-60° C. Posteriormente se pasaron por diferentes
soluciones sumergiendo 30 veces en cada una: xilol, alcohol-xilol, alcohol 96,
90, 80, 70, 60 % y finalmente se lavaron con agua, esto con la finalidad de
deshidratar el tejido. A continuacion se colocaron en buffer de citratos pH 6 y se
introdujeron en olla express durante 10 min para exponer el antigeno. Se les
colocdé TBS-Triton 0.2% durante 5 min para hacer el tejido permeable. Se
realizaron bloqueos con avidina por 10 min (Invitrogen), se enjuagé con tampdn
tris salino (TBS) 1x; se bloqued con biotina por 10 min (Invitrogen), se enjuago
con TBS 1x. Se realiz6 un segundo bloqueo con H,0; al 1% en metanol por 20
min, se enjuagaron con TBS 1x. Colocamos PBS con albumina sérica bovina
(BSA) al 2% por 10 min. Al término de esto, se colocé el anticuerpo primario
diluido en solucién de bloqueo y se incub6 en camara hiumeda toda la noche a
4°C; para el caso de los isotipos, solo se colocé solucién de bloqueo.

Al dia siguiente, se lavo 3 veces con TBS 1x Triton 0.2 %, se enjuago6 3 veces
con TBS 1x. Se colocé el anticuerpo secundario, se incubé en camara humeda
a 37°C por 1 h. Transcurrido este tiempo, se lavé 3 veces con TBS 1x Tritdn
0.2 %, se enjuago6 3 veces con TBS 1x. Se coloc6 una gota de estreptavidina
(Dako), se incubd 15 min a 37°C en cAmara humeda. Se enjuag6 3 veces con
TBS 1x. A continuacion se revel6 con el Kit de sustrato DAB para HRP
(Invitrogen), en 1 mL de H,O bidestilada se coloc6 una gota del reactivo 1, una
gota de reactivo 2 y una gota de reactivo 3, se mezclé y coloc6 50 pL de esta
mezcla a la muestra, se observo al microscopio y se detuvo la reaccion con
agua.

Una vez revelado, se contratiiio con Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich) por
15 s, se lavé con agua y se coloco en soluciones para deshidratar el tejido
(alcohol 60, 70, 80, 90, 96 %, alcohol-xilol, xilol 2 y xilol 1), sumergiendo 30
veces en cada una. Se coloco una gota de resina sintética (Hycel) sobre el
tejido y sobre ésta un cubreobjetos. Las laminillas fueron observadas en un
microscopio de epifluorescencia (Olympus IX70) y se obtuvieron imagenes a
través de una camara digital conectada a la computadora por medio del

programa analizador de imagenes (analySIS 3.0 Opti).
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Tabla 2. Dilucion de los anticuerpos utilizados para IHC.

Ac primario Dilucion Ac secundario Dilucion
Rabbit anti-B7-H3 1:100 Universal 1 gota
Goat anti-GSTp 1:100 Universal 1 gota
Mouse anti-CD4 1:100 Universal 1 gota
Mouse anti-CD8 1:100 Universal 1 gota

B7-H3, GSTp (Santa Cruz Biotechnology). CD4 (Abcam). CD8 (LifeSpan Biosciences).

Universal (Dako).
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6.0 RESULTADOS.

6.1 DEN y 2-AAF producen pérdida de peso en ratas después de su
administracion.

Las ratas tratadas con el MMHR fueron pesadas de lunes a viernes para
determinar si la administracion de DEN asi como el 2-AAF afecta el peso de la
rata; de igual manera se realizé el mismo procedimiento con ratas control. Los
valores obtenidos se grafican y se muestran en las figuras 4 y 5
respectivamente. Como se observa en la fig. 4, después de la administracion
de DEN se observa una disminucién en el peso de las ratas de manera notoria
en los dias 1y 2, que se mantienen en peso y comienza a subir al dia 7 que es
cuando se administra el carcindbgeno promotor y se observa nuevamente una
disminucién en el peso que posteriormente se hace notoria después de la HP;
esto las mantiene en un peso estable hasta que posteriormente ganan peso.

En el caso de las ratas control se observa ganancia de peso dia con dia.

Peso de ratas
260

250 Tt

240 /I,I/I’I'J’IA—I
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Figura 4. Peso de ratas tratadas con el modelo MMHR comparado con
peso de ratas control. Los resultados muestran una disminucién notoria en el
peso después de la administracion de DEN y 2-AAF, en cambio Las ratas
control no muestran disminucion en el peso, se observa ganancia de peso de

manera progresiva.
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6.2 DEN induce necrosis en el higado 24 horas después de su
administracion.

El analisis de las tinciones con hematoxilina-eosina revela que el DEN genera
necrosis generalizada en el higado después de 24 h de su administracion. En
la figura 6 se muestran las fotografias representativas de las tinciones con
hematoxilina-eosina para cada uno de los tiempos de sacrificio establecidos en
el modelo. En el higado sin tratamiento se observa la organizacion estructural
tipica del parénquima (fig. 5 A). A las 24 horas se pueden observar huecos en
el tejido ademas de infiltrado inflamatorio y los hepatocitos circundantes se
encuentran destruidos o con morfologia anormal, estas caracteristicas indican
necrosis que se observa en gran parte del tejido (fig. 5 B). A los 7 dias
después de la administracién del carcinégeno, se observa poca necrosis, el
higado estd practicamente regenerado aunque la estructura es desordenada
(Fig 5 C). A partir de los 11 y 16 dias, posteriores a la administracion de DEN y
una vez que el carcinégeno promotor es administrado, se puede observar gran
cantidad de infiltrado inflamatorio asi como la presencia de hepatocitos con
citoplasmas mas grandes y nucleos menos acidofilos (fig. 5 D, E). Para los 30
dias, se aprecia la estructura del tejido altamente desordenada, hepatocitos
con un gran citoplasma y ndcleos pequefios asi como una zona transparente

alrededor del nacleo (fig. 5 F).
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Figura 5. DEN induce necrosis y presenta infiltrado inflamatorio. Tinciones
con hematoxilina-eosina de cortes de 3 um de espesor. A. Control sin
tratamiento; B. 24 h; C. 7 d; D. 11 d; E. 16 d; F. 30 d después de la
administracion intraperitoneal de 200 mg/Kg de DEN, 20 mg/Kg de 2-AAF. —»
Sitios necréticos. === Infiltrado inflamatorio. * Hepatocitos con estructura
alterada.

24



6.3 Validacién de la expresion relativa de B7-H3 por qRT-PCR.

El RNA integro y de pureza mayor de 1.8 se convirti6 a cDNA. Se realiz6 la
amplificacion del transcrito B7-H3. Para la qRT-PCR se e ligieron los tiempos
representativos 24 horas, 7, 11, 16, 30 dias después de la administracion de
DEN con sus respectivos controles, ya que éstos fueron los tiempos a los
cuales se sobre-expresé en mayor cantidad el mensajero de B7-H3 segun los
resultados de microarreglos. En la figura 6, podemos observar que, en todos
los tiempos, la expresion de B7-H3 se ve aumentada con respecto al control.
La mayor expresion del mensajero de B7-H3 se observa a los 7 dias en
higados de ratas tratadas con DEN, seguido por las lesiones nodulares a los 30

dias. (p menor a 0.05, n=3).
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Figura 6. Expresion relativa de B7-H3 por gRT-PCR. En la grafica se puede
observar la expresion de B7-H3 en higados de ratas con tratamiento con
respecto asu control sin tratamiento. Las mediciones se realizaron por

triplicado.
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Los resultados del transcrito de B7-H3 por la técnica de gRT-PCR son
comparados con los resultados obtenidos por microarreglos (O. Beltran-
Ramirez, resultados no publicados), nos indican que existe un comportamiento
similar en el patron de expresion relativa con ambas técnicas utilizadas, al

aparecer sobre-expresadas con respecto al control (fig. 7).

gRT-PCR vs microarreglos de B7-H3

* %k
*
4 1 * %
*
3 - = Microarreglos
EgRT-PCR
2
| _]
0 - T T T T T T
Co 24 h 7d 11d 16d
* p<0.05CO

30dNN  30dN
Tratamiento ** p<0.001 CO

Expresion relativa de B7-H3

Figura 7. Comparacion de Microarreglos vs qRT-PCR. Se observa la
comparaciéon de la expresion relativa de B7-H3 mediante la técnica de gRT-
PCR vy los resultados obtenidos por microarreglos (O. Beltran-Ramirez,
resultados no publicados). Los resultados de gRT-PCR indican que el
comportamiento del mensajero de B7-H3 es parecido al de los resultados
obtenidos de microarreglos.
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6.4 Deteccion de lesiones pre-neoplasicas en higado pr GGT.

Las lesiones pre-neoplasicas en higados de ratas sometidas al modelo de
hepatocarcinogénesis, pueden ser detectadas através de los marcadores
tumorales GGT y Glutatién sulfihidrilo tranferasa (GST-p). La GGT presenta
una expresion tejido-especifica que se modifica bajo varias condiciones
fisiolégicas y patoldgicas, tales como el desarrollo y la carcinogénesis. En un
higado normal la GGT se encuentra expresada en las células que conforman
los canaliculos biliares [44], solo es positiva alrededor de los canaliculos
biliares. Los hepatocitos sin tratamiento son negativos a la tincién. En el grupo
de ratas a los 30 dias sometidos al tratamiento completo del MMHR se
determiné la actividad de GGT para delimitar las zonas nodulares de las No
nodulares y poder obtener tejido para la extraccion de proteinas. En este grupo

se encontrd variacion en namero y tamafio de nodulos (figura 8).

Fig. 8. Deteccion de lesiones pre-neoplasicas en higado por GGT. Se

puede observar el desarrollo de lesiones pre-neoplasicas en higados de 30
dias mediante el marcador tumoral GGT que se aprecia con una coloracion
roja, A. Rata 27; B. Rata 28; C. Rata 29; D. Rata 30
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6.5 Expresiéon de B7-H3 a nivel de proteina.

Para evaluar la expresion de B7-H3 a nivel proteico se realizé un WB. La
integridad de las proteinas se evalué mediante geles de poliacrilamida tefiidos
con azul de Coomassie donde se aprecia correctamente las proteinas
separadas por tamafio a lo largo del gel, no hay evidencia de desnaturalizacién

o alteraciones (fig. 9).

CNO CN 24h 1d 11d 7d 16d
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R17R13R14 R15R16 R18 R19 R20 R21

30dN 30 dNN
R27 R28 R29 R30 R27 R28 R29 R30

Figura 9. Evaluacién de integridad de proteinas. Las proteinas extraidas del
tejido hepético de las ratas a diferentes tiempos muestran un patron de

corrimiento electroforético adecuado al ser tefiidas con azul de Coomassie.



Después de checar la integridad de las proteinas de cada muestra, se llevo
a cabo el WB para evaluar la expresiéon de B7-H3. Como control positivo se
utilizé extracto proteico de prostata de rata, el patron electroforético mostré una
proteina de 34 kDa. Todos los grupos mostraron expresion de la proteina,
siendo ésta mas marcada a los 7, 16 y 30 dias y observando los niveles mas
bajos a las 24 horas. Los controles que no recibieron tratamiento con algun
carcindgeno mostraron expresion basal de la proteina (Figura 10).
Posteriormente se realiz6 una densitometria para determinar la expresion

relativa (fig. 11).

Control positivo Prostata

34 KDa B7-H3

42 KDa Actina

Actina

B7-H3

Actina

B7-H3 B7-H3

Actina Actina

Figura 10. Western Blot de B7-H3. Grupos de los primero tiempos del MMHR.
Por cada tiempo incluido en el modelo se realizé la determinacion por
cuadruplicado, de los cuales se eligieron 3 para realizar el analisis

densitométrico.
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Figura 11. Analisis densitométrico de las bandas de B7-H3 detectadas por
Wetern Blot. Las bandas detectadas por WB correspondientes a B7-H3 fueron
analizadas con Image J, para determinar la expresion relativa de la proteina en

relacion al control interno, actina.

6.6 Expresién y localizacion de B7-H3 con células del sistema inmune en
lesiones pre-neoplésicas.

Se evalué la presencia GSTp que es una enzima considerada como uno de los
mejores marcadores para el monitoreo de las lesiones producidas durante la
hepatocarcinogénesis quimica en ratas, asi como la expresion y localizacion de
B7-H3, una proteina transmembranal, en células hepaticas tratadas con el
carcinodgeno iniciador asi como en células tratadas con el MMHR completo; de
igual manera se evalud la presencia de células inmunoldgicas, CD4 y CD8A,
en las regiones nodulares.

Para corroborar la funcionalidad de los anticuerpos utilizados, se realizaron
pruebas en tejidos donde se ha reportado que las proteinas de interés se
expresan, para el caso de GSTp se utilizé tejido hepatico de 18 meses; B7-H3
se detectd en células prostaticas y pancreaticas tanto a nivel membranal como
citoplasmatico; CD4 y CD8 se evidencio su presencia en timo y bazo de rata
(figura 13).
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Los tejidos de higado de ratas sin tratamiento muestran presencia nula de
GSTp, pocos hepatocitos con presencia de B7-H3 en membrana y citoplasma
asi como pocas células CD8, no se observa la presencia de células CDA4.

Los tejidos de higados de ratas tratadas con el carcindgeno iniciador 24 h,
muestra pocos hepatocitos positivos para GSTp y B7-H3 en las mismas células
de cortes seriados, también se observan pocas células CD8 en la misma zona
y no se observan células CDA4.

En los tejidos de 7 dias pos-tratamiento con DEN, se observan moderados
hepatocitos positivos para GSTp y B7-H3, de las cuales, varias células
coinciden en localizacion similar en cortes seriados, asi como moderadas
células CD8 en la misma zona, no hay presencia de células CDA4.

En los tejidos de 11 dias pos-tratamiento completo, se aprecian moderadas
células positivas para GSTp y B7-H3, de las cuales, varias coinciden en
localizacion similar en cortes seriados, asi como moderadas células CD8 en la
misma zona, no se aprecia la presencia de células CDA4.

En los tejidos de 16 dias pos-tratamiento completo, se aprecian diferentes
nédulos positivos para GSTp y moderados hepatocitos con B7-H3 que
coinciden en localizacion dentro de la regidon nodular; también se aprecian
moderadas células CD8 en la zona nodular, no hay presencia de células CDA4.
En los tejidos de 30d sin tratamiento, se observa un comportamiento similar al
descrito para el control sin tratamiento a tiempo cero, presencia nula de GSTp,
pocos hepatocitos con presencia de B7-H3 en membrana y citoplasma asi
como pocas células CD8, no se observa la presencia de células CD4.

Para el caso de los tejidos de 30 dias pos-tratamiento completo, se aprecian
abundantes nédulos positivos para GSTp, y moderados hepatocitos que
expresan B7-H3 dentro de la regién delimitada por el nodulo; también se
aprecian pocas células CD8, no se observa la presencia de células CD4.

En todos los tejidos de los tiempos manejados en este trabajo se observa
expresion de B7-H3 en diferentes niveles, tanto en membrana como en regién
citoplasmatica a pesar ser una proteina transmembranal. Otra caracteristica
interesante que se aprecia, es que en la mayoria de los tiempos donde hay
hepatocitos con el marcador GSTp, hay presencia de la proteina B7-H3, y esto

es mas notable en los tejidos donde se aprecian claramente los nédulos.
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Figura 12. Controles positivos para deteccion de GSTp, B7-H3, CD8 y
CD4. Inmunohistoquimicas en cortes de 3 um de espesor. A. GSTp en tejido de
higado de 18 meses. By C. B7-H3 en tejido de préstata y pancreas de rata. D.
CDS8 en tejido de bazo de rata, 40x. E. CD4 en tejido de timo de rata. 20 y 40x.

e

Figura 13. Deteccién de GSTp, 7-H3, CD8 y CD4 en cortes
histolégicos de higados sin tratamiento. A. control de isotipo. B. GSTp.
C. B7-H3. D. CD8. E. CD4. 20x.
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Figura 14. Deteccién de GSTp, B7-H3, CD8 y CD4 en cortes histologicos
de higados 24 horas pos-tratamiento con DEN. A. control de isotipo. B.

GSTp. C. B7-H3. D. CD8. E. CD4. 40x.
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Figura 15. Deteccion de GSTp, B7-H3, CD8 y CD4 en cortes histologicos

de higados 7 dias pos-tratamiento con DEN. A. control de isotipo. B. GSTp.
C. B7-H3. D. CD8. E. CD4. 20x.
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Figura 16. Deteccion de GSTp, B7-H3, CD8 y CD4 en cortes histolégicos
de higados 11 dias pos-tratamiento completo. A. control de isotipo. B.
GSTp. C. B7-H3. D. CD8. E. CD4. 40x.
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Figura 17. Deteccion de GSTp, B7-H3, CD8 y CD4 en cortes histologicos
de higados 16 dias pos-tratamiento completo. A. control de isotipo. B.
GSTp. C. B7-H3. D. CD8. E. CD4. 20x.
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Figura 18. Deteccion de GSTp, B7-H3, CD8 y CD4 en cortes histologicos
de higados 30 dias sin tratamiento. A. control de isotipo. B. GSTp. C. B7-H3.
D. CD8. E. CD4. 40x.

W

Figura 19. Deteccion de GSTp, B7-H3, CD8 y CD4 en cortes histologicos

de higados 30 dias pos-tratamiento completo. A. control de isotipo. B.
GSTp. C. B7-H3. D. CD8. E. CD4. 20x.
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7.0 DISCUSION

El cancer es considerado un proceso complejo y multifacético. Sin embargo,
poco se sabe a cerca de los mecanismos moleculares especificos y la

secuencia de los mismos.

Los modelos de induccién de cancer han sido muy exitosos en la
caracterizacion de las diferentes etapas de la carcinogénesis, tal es el caso del
modelo de hepatocarcinogénesis (MMHR) donde se pueden evaluar los focos
de hepatocitos alterados para el seguimiento de los efectos producidos por
diversos carcindgenos iniciadores o promotores. Los focos de hepatocitos
alterados son identificados por la expresion de enzimas que habitualmente no
se encuentran en los hepatocitos maduros de la rata, como la Gamma glutamil
transpeptidasa (GGT) o la glutation sulfhidrilo trasferasa (GSTp). La utilizacién
de éstos marcadores ha permitido definir las tres etapas conceptuales
conocidas en el proceso carcinogénico: iniciacién, promocion y progresion [45].
Se ha demostrado que existe una correlacién directa entre la expresion de
GGT y GST-p en las células iniciadas que son promovidas a la formacion de
tumores [45], por lo que probablemente los mecanismos que llevan a la

expresion de estos marcadores también estén correlacionados.

Los cambios celulares que suceden en nuestro modelo de
hepatocarcinogénesis durante los primeros dias son muy drasticos e implican
muerte masiva de los hepatocitos, regeneracién hepatica y aumento en el
infiltrado inflamatorio, como se observa en las tinciones realizadas con

hematoxilina-eosina (fig. 5), al igual que el estrés oxidativo que produce el DEN
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administrado [46]. Un hecho contundente de los cambios drasticos que ocurren
es la disminucién en el peso de la rata como se observa en la fig. 4, donde las
ratas tratadas con los carcindgenos iniciador y promotor muestran una
disminucién de peso posterior a su administracion en comparacion con las

ratas no tratadas.

Basandonos en estudios previos donde se ha demostrado que el RNAmM y
proteina de B7-H3 se sobre-expresan en diversos tipos de cancer de seres
humanos y los resultados de ensayos con microarreglos realizados en nuestro
laboratorio donde los niveles de RNAmM se encuentran sobre-expresados en el
MMHR decidimos analizar la proteina para determinar si se encuentra sobre-
expresada en la etapa de formacion de lesiones pre-neoplasicas para entender
mejor su participacion en el desarrollo del cancer. El primer paso fue
determinar los niveles del RNAm de la proteina (fig. 6) y posteriormente
compararlos con los resultados de microarreglos (fig.7). Los resultados
obtenidos muestran un comportamiento similar en los niveles de expresion
relativa con ambos métodos siendo los de mayor expresion los tiempos pos-
tratamiento, 7, 11, 16 y 30 d, que de cierta manera correlaciona con los
reportes donde se manejan mayor expresion del RNAm de la proteina en el
cancer ya establecido. Obtuvimos los mismos resultados para el caso de la
expresion a nivel de proteina determinado por western blot, que en las etapas
de célula iniciada existe una mayor expresion de la proteina, que correlaciona
con los trabajos reportados donde se observa una sobre expresion de la
proteina en diferentes tipos de cancer [22-29], sobre todo en un trabajo
reportado en tejido de carcinoma hepatocelular (HCC) humano, donde la

proteina se sobre expresa en la mayoria de los tejidos con HCC y en varias
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lineas celulares, sobre todo en las que son mas agresivas [47]. El Unico tiempo
gue llama la atencién debido a que la expresién de la proteina B7-H3 es menor
que el control sin tratamiento, es el tiempo de 24 h, pero al respecto se puede
considerar que es poco el tiempo de contacto con el carcinbgeno o que la
necrosis que se observa a este tiempo afecte el nivel de expresion de la

proteina.

B7-H3 es una proteina transmembranal y nos dimos a la tarea de
corroborar su localizaciéon celular y su expresién, como ha sido reportada su
sobreexpresion en diferentes tipos de cancer, utilizamos el marcador GSTp
para evidenciar las células iniciadas o la formacion de nédulos pre-neoplasicos.
Observamos la expresion de B7-H3 en todos los tiempos evaluados del
modelo, como lo propusimos en un principio, la expresiéon de la proteina se ve
aumentada conforme hay mayor numero de células iniciadas o nodulos pre-
neoplasicos, esto correlaciona con lo ya reportado en el HCC de seres
humanos [47]. Otra caracteristica importante fue la localizacion celular de la
proteina, que la observamos en membrana asi como también en citoplasma, a
pesar de ser una proteina transmembrana tipo |, esto coincide con reportes
donde la proteina es encontrada en citoplasma de células tumorales asi como

en la membrana [25-27, 29, 47-50].

El resultado del andlisis de la presencia de células inmunoldgicas T
CD4" y CD8 fue congruente con lo planteado en nuestra hipotesis,
encontramos que la presencia de células T citotdxicas CD8" se observa en
mayor proporcién en los tiempos donde hay mayor expresion de la proteina B7-
H3, esto correlaciona con lo ya establecido en reportes donde se menciona que

las principales células que actian en contra de las células iniciadas o tumorales
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son las células T citotoxicas CD8" [12]; por el contrario, no se detectaron

células T cooperadoras CD4" en ninguin tiempo del modelo.

La infiltracion de células T en el microambiente tumoral es un importante
regulador de la progresion del cancer. Como se menciond anteriormente B7-H3
se le ha asociado con un papel contrastante en la activacion o evasion inmune,
aunque es necesario realizar méas trabajos para poder aclarar el papel que B7-

H3 puede jugar en el desarrollo de tumores en hepatocarcinogénesis de rata.
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8.0 CONCLUSIONES

v Existe una similitud a nivel transcripcional del RNAmM en ambos métodos,
microarreglos y gRT-PCR, en los niveles de expresion de RNAm donde
se aprecia una sobre-expresion durante la formacion de lesiones pre-

neoplasicas.

v' Se observa una correlacién a nivel transcripcional y traduccional en los
niveles de expresion de RNAm y proteina durante la etapa de formacion

de lesiones pre-neopléasicas del MMHR.

v Existe una mayor expresion de B7-H3 en regiones nodulares (GSTp*)
que en hepatocitos del tejido que la rodea; la localizacién de B7-H3 es
en membrana asi como en citoplasma y existe moderada presencia de

células T citotdxicas CD8".
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9.0 PERSPECTIVAS

» Analizar la expresion de B7-H3 en los tiempos restantes del MMHR, 5 m,
9m, 12 m, 18 m.

» Determinar la relacién de B7-H3 con células T citotéxicas CD8".

» Determinar la presencia y cantidad de B7-H3 soluble en plasma de ratas
tratadas con el MMHR.

» Identificar el receptor con que interactia B7-H3.
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