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Resumen  Para conocer si el IFN a previene la oncogenesis in vivo, en estadios tempranos del desarrollo tumoral,
evaluamos la accién del IFN a-2b sobre focos preneoplasicos en higado de rata. Los animales se
dividieron en los siguientes grupos: sujetos a un modelo de iniciacion-promocion (G1), tratados con IFN a-2b du-
rante: a) iniciacion-promocion (G2), b) iniciacién (G3), ¢) promocion (G4); sujetos solo al estadio de iniciacion (G5)
y tratados con IFNa-2b en este periodo (G6). El area y el nimero de los focos preneoplasicos rGST P-positivos se
mostraron significativamente disminuidos y el Indice Apoptético aumentado en los G2, 3y 6. Los niveles de Bcl-2
y Bcl-x_estan disminuidos en los grupos tratados con IFN a-2b y los de Bax mitocondrial aumentados en los G2,
3y 6. En conclusion, los hepatocitos preneoplasicos de ratas que recibieron IFN a-2b sufren muerte celular pro-
gramada como resultado de un aumento sustancial de Bax y de su translocacién a la mitocondria.
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Abstract In vivo apoptotic effect of Interferon alfa-2b (IFN) on rat preneoplastic liver. In order to know
whether IFN a prevents in vivo oncogenesis in the very-early-stage cancer cells, we evaluated the
action of IFN a-2b on preneoplastic foci in rats. Animals were divided into six groups: subjected to an initiation-
promotion model of cancer development (G1), treated with IFN a-2b during: a) initiation-promotion (G2), b) initiation
(G3), promotion (G4); subjected only to an initiation stage (G5) and treated with IFN a-2b during this period (G6).
The number and area of rGST P-positive foci were reduced and the Apoptotic Index was increased in G2, 3 and 6.
Bcl-2 and Bcl-x,_protein levels were decreased in IFN a-2b-treated rats. Increased levels of mitochondrial Bax protein

were observed in G2, 3 and 6. In conclusion, preneoplastic hepatocytes in the IFN a-2b-treated rats undergo
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programmed cell death as a result of a significant increase of Bax and its translocation to the mitochondria.

Key words: interferon, programmed cell death, altered hepatic foci, Bcl-2 family proteins

La utilizacién del IFN a en el tratamiento de pacien-
tes con hepatitis B o C ha generado considerables ex-
pectativas sobre su posible efecto preventivo en la apa-
ricién de hepatocarcinoma (HCC). Algunos estudios han
confirmado una menor incidencia de HCC en pacientes
con hepatitis B o C croénicas tratados con IFN a2, Por
otra parte, el beneficio derivado de tratar con IFN a a
pacientes con HCCs ya establecidos sigue siendo
controversial® 4. La importancia de comprender la accion
del IFN a sobre células de HCCs reside en que algunos
pacientes con enfermedades hepaticas por virus B o C
tratados con IFN a poseen focos preneoplasicos (FP)
pequefios, clinicamente indetectables. Estudios experi-
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mentales demostraron que el IFN a ejerce sus acciones
antiproliferativas sobre lineas celulares de HCC in vitro,
inhibiendo la progresion del ciclo celular e induciendo
apoptosis®®. No obstante, la sensibilidad al IFN a de los
FP no puede estimarse a través de la sensibilidad de
lineas celulares que poseen un gran namero de anor-
malidades genéticas y alta capacidad proliferativa, don-
de el IFN tendria actividad minima’. Sin embargo, aun
no se conoce si el IFN a previene la oncogénesis in vivo,
expresando sus efectos en los estadios muy tempranos
del desarrollo de cancer, cuando hay FP clinicamente
indetectables.

En el presente estudio evaluamos la accién del IFN
a-2b, in vivo, sobre FP en un modelo de iniciacion-pro-
mocion de desarrollo de cancer en higado de rata. Estu-
diamos el efecto del IFN a-2b sobre el area y el nimero
de los FP y ademas evaluamos los niveles de proteinas
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involucradas en el proceso de muerte celular programa-
da: Bax, Bcl-2 y Bcl-x,.

Animales y tratamientos

Ratas Wistar macho adultas se dividieron en 6 grupos
(n= 6-7 c/grupo). Los animales del Grupo 1 (G1) fueron
sometidos a un modelo de iniciacidn-promocion para el
desarrollo de FP hepéticos. Se utilizé dietilnitrosamina
(DEN) como agente iniciador, administrandolo i. p. en 2
dosis de 150 mg/kg PC, separadas entre si por dos se-
manas. Una semana después de la Ultima inyeccion de
DEN se comenzé el estadio de promocion utilizando 2-
acetilaminofluoreno (2AAF, dosis: 20 mg/kg PC), admi-
nistrado por sonda géstrica 4 dias consecutivos por se-
mana, durante 3 semanas. Los grupos 2, 3 y 4 fueron
sometidos al mismo protocolo de iniciacién-promocion,
recibiendo ademas 3 veces por semana IFN a-2b 6.5 10°
U/kg PC, dosis comparable a las usadas con propdsitos
terapéuticos®. El Grupo 2 (G2) recibié IFN a-2b durante
todo el tratamiento, el Grupo 3 (G3) solo durante el estadio
de iniciacion (primeras 3 semanas) y el Grupo 4 (G4) solo
durante el estadio de promocion (Ultimas 3 semanas). Al
final de las seis semanas se sacrificaron todos los anima-
les. Los Grupos 5y 6 solo fueron sometidos al estadio de
iniciacion. El Grupo 6 (G6) ademas recibio IFN a-2bi. p. 3
veces por semana. Los animales de estos dos grupos
fueron sacrificados al final de la tercer semana.

Observaciones inmunohistoquimicas

Tejidos de distintos I6bulos hepaticos fueron procesa-
dos acorde a las técnicas inmunohistoquimicas. Se rea-
lizé la tincién para la forma placentaria de la Glutation S-
Transferasa (rGST P), por el método peroxidasa-
antiperoxidasa®. Esta isoenzima es el marcador més efec-
tivo de preneoplasia hepatica en rata, en consecuencia,
la deteccién inmunohistoquimica de rGST P es la técni-
ca mas ampliamente utilizada para la identificacion y
cuantificacion de los FP en higado de rata'. Los cortes
se analizaron a través de un microscopio AxioLab de
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Zeizz que posee adosada una CCD video camara color
(Sony ssc-c370). Un nimero suficientemente represen-
tativo de campos de las secciones (usualmente se eva-
luaron 1 a 1,5 cm? de tejido por animal) de todos los
grupos se procesaron con el programa analizador de
imagenes de NIH, cuantificAndose el total de areas
preneoplésicas (mm?) y el nimero de focos por cm? de
seccién hepética.

El andlisis cuantitativo de apoptosis se realiz6 en cor-
tes en serie a los tefiidos para rGST P, por marcado
especifico del DNA fragmentado, in situ, usando el mé-
todo de TUNEL con modificaciones'!. Las células
apoptéticas se cuantificaron dentro de los FP y el indice
Apoptotico (1A) se expresé como células apoptdticas por
cada 100 hepatocitos.

Andlisis por western blot

Se midieron los niveles de las proteinas Bax, Bcl-2 y
Bcl-x, en los distintos grupos, por western blot, utilizan-
do fracciones subcelulares hepaticas enriquecidas en
mitocondrias. Ademés, Bax se determiné en lisado to-
tal. Las proteinas fueron separadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 12% y posteriormente trans-
feridas a membranas de nitrocelulosa, las cuales se in-
cubaron a 4 °C con anticuerpos contra Bax, Bcl-2 o Bcl-
X . Las proteinas inmunorreactivas se detectaron utili-
zando quimioluminiscencia, y las bandas se cuantifica-
ron por densitometria (Shimadzu CS 9000).

Los resultados obtenidos se expresaron como media
+ SEM. Las diferencias se analizaron por andlisis de
variancia (ANOVA) y en caso de significancia, se aplico
el test de Tukey. Las diferencias fueron consideradas
significativas cuando p<0,05.

Resultados y Discusién

La tabla 1 muestra los cambios en el rea y el nUmero
de FP rGST P-positivos.

Las ratas que recibieron IFN a-2b durante iniciacion-
promocion (G2) y durante la iniciaciéon (G3) presentaron

Tabla 1. Areas (mm?) y nimeros de focos preneoplasicos rGST P-positivos por cm? de seccion
hepatica. Los resultados representan el valor de la media + SEM.

Grupo 1 2 3 4 5 6

Area 44 0.2 22 +0.2 2.6 £ 0.5 3307 03+0.1 0.10 + 0.05"
(mm?/cm?)

N°/cm? 375 + 14 110 + 247# 158 + 14" * 448 = 40 242 + 62 78 + 107

*p<0,05 (vs. Grupo control 1); #p<0,05 (vs. Grupo 4); 'p<0,05 (vs. Grupo control 5)
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una reduccion significativa tanto del area como del nu-
mero de FP/cm? seccién hepética con respecto al G1
control. La reduccion del nimero de FP en los G2y 3
también resulté significativa al ser comparado con el G4.
Los animales que recibieron IFN a-2b durante la promo-
cion (G4) no mostraron diferencias en area ni en niime-
ro de FP con respecto al G1. En los animales sometidos
solamente al estadio de iniciacion, el tratamiento con
IFN a-2b disminuy6 area y nimero de FP (G6 vs. G5).
Por lo tanto, esto sugiere que la utilidad del IFN a-2b
como agente antitumoral se perdié cuando se adminis-
tré solo durante la promocion, por lo que parece ser esen-
cial su administracién al menos durante la iniciacion (G2,
3y 6) para que ejerza sus efectos inhibitorios sobre FP
en higado de rata.

En cuanto al IA dentro de los FP, éste mostr6 un in-
cremento significativo en los animales de los G2y 3 com-
parados con el G1, mientras que el G4 mostré una ten-
dencia a aumentar no significativa: G1= 0,26+0,03; G2=
0,42+0,02"; G3= 0,40+0,02"; G4= 0,40+0,04 ("p<0,05 vs.
G1). Como los G5 y 6 presentaron focos relativamente
pequefios y hepatocitos iniciados aislados, el A no pudo
determinarse dentro de los FP, sino en el tejido hepatico
total. Los animales iniciados que recibieron IFN a-2b (G6)
mostraron IA aumentado al ser comparados con el G5
(G5=0,15+0,02; G6= 0,23+0,007; p<0,05). Por lo tanto,
la reduccion del nimero y area de los FP en los G2, 3y
6 podria explicarse por una mayor muerte celular pro-
gramada en los focos.

Bax, Bcl-2 y Bel-x, son miembros de la familia de las
proteinas Bcl-2. Mientras Bax promueve apoptosis, Bcl-
2 y Bcl-x_ protegen a las células de la muerte celular
programada?. Observamos un aumento en la expresion
de Bax en los lisados hepaticos de las ratas tratadas
con IFN a-2b. El nivel de Bax aumentd un 150% en los
G2y 3y un 50% en el G4 (p<0,05) al ser comparados
con el G1 control. Ademas, el incremento del nivel de
Bax en los G2 y 3 resultd significativo con respecto al
G4 (100%, p<0,05). La expresion de Bax también au-
mentd en el G6 (235%, p<0,05 vs. G5).

Evaluamos si esta expresién aumentada de Bax en
los grupos tratados con IFN a-2b se asociaba a una
translocacion aumentada de la proteina hacia la
mitocondria. Los resultados (expresados en porcenta-
je), junto con los niveles mitocondriales de Bcl-2 y Bcl-
X,, s& muestran en la figura 1.

Los G2, 3 y 6 mostraron aumentos significativos de
Bax en la fraccion mitocondrial, no asi el G4. Si la expre-
sion aumentada de Bax es la responsable directa de la
apoptosis en los focos, debe haber una regulacion con-
traria de las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-x,.
Como puede observarse en la figura, los niveles de di-
chas proteinas en la fraccion mitocondrial disminuyeron
en los grupos tratados con IFN a-2b. En consecuencia,
miembros de la familia Bcl-2 estan involucrados en la
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Fig. 1.- Niveles mitocondriales de las proteinas Bax, Bcl-2 y Bcl-
X, determinados por western blot y cuantificados por
densitometria. Los resultados (media + SEM) se expresan
como valores porcentuales.

eliminacion apoptética de hepatocitos preneoplasicos
tratados con IFN a-2b al menos durante el estadio de
iniciacion. La prevalencia relativa de Bax y Bcl-x /Bcl-2
es un factor critico para promover la supervivencia o la
muerte celular®®. Asi, las vias apoptoticas pueden acti-
varse en condiciones donde la expresion de Bax es ele-
vada y la de Bcl-x /Bcl-2 esta disminuida.

Se ha establecido que la localizacion subcelular de
Bax es un regulador importante de la apoptosis'4. Bax
se encuentra en el citoplasma y se transloca a la
mitocondria para mediar sus efectos a través de la for-
macién de canales en la membrana mitocondrial, libera-
cion de citocromo ¢ y apoptosis®®. Aunque Bax se en-
contr6 aumentada en los lisados hepaticos de los ani-
males del G4 (tratados con IFN a-2b solo en la promo-
cion), su nivel no fue tan elevado como en los G2 y 3.
Por otra parte, la expresién mitocondrial de Bax no au-
ment6 en el G4 (ver figura). Esta discrepancia entre la
expresion de Bax y su translocacion a la mitocondria
podria explicar la falta de reduccion del area y nimero
de FP en el G4.

En conclusion, los hepatocitos preneoplésicos en las
ratas tratadas con IFN a-2b al menos en la iniciacion
sufren muerte celular programada como resultado pri-
mario de un aumento sustancial de Bax y de su
translocacion a la mitocondria.
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