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RESUMEN

La carcinogénesis es la induccion de tumores malignos en animales de
experimentacion. Los agentes carcindgenos alteran los controles de proliferacion y de
diferenciacion, experimentalmente se han identificado tres etapas en este proceso: iniciacion,
promocion y progresion. La iniciacion es la alteracion del ADN, la promocidn es la expansion
clonal de células transformadas y puede ser reversible y la progresion es el desarrolio del

fumor.

En el modelo de hepatocarcinogénesis, que fue utilizado en este trabajo,
experimentalmente se pueden inducir eficazmente poblaciones de células anormales en el
higado, ya que é€ste metaboliza activamente a. los carcinégenos y en este organo se puede
inducir facilmente la proliferacién. Las lesiones preneoplasicas se identifican con todo rigor
por un marcador enzimatico, la y-glutamil traspeptidasa GGT enzima que se expresa en las

células transformadas.

Se realizaron cultivos primarios de hepatocitos de las ratas tratadas, se detectd la
expresion de la GGT histoquimicamente y se analizd la sobrevida de las células a lo largo det
tiempo. Adicionalmente se estudi6 el efecto de 2 concentraciones de un promotor en los

tratamientos in vitro.

El tratamiento in vivo fue determinante ya que cuando se administré el iniciador el
promotor y el estimulo proliferativo las células en cultivo sobrevivieron por periodos 3 o 4
veces mayores a los de hepatocitos de las ratas no tratadas. Este tratamiento alargd el tiempo

de sobrevida de los hepatocitos y aument6 el niimero de células GGT positivas.

El analisis comparativo de los tratamientos completos in vivo también nos demuestra

que el tiempo de tratamiento in vivo es un factor importante en la sobrevivencia de los




hepatocitos in vitro, ya que los tratamientos por 270 dias in vivo tuvieron los hepatocitos con

la mayor sobrevida y el mayor aumento progresivo de células GGT positivas.

Los cultivos de los hepatocitos de las ratas tratadas in vivo, no modificaron su
comportamiento in vifro cuando se les adiciono el promotor. Mediante la estrategia de los
experimentos in vivo € in vitro pudimos establecer un seguimiento de la etapa de promocion
estudiando la expresion de las células GGT positivas que son las células preneoplasicas

presentes en los focos.
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INTRODUCCION.

El cincer existe desde tiempos inmemarables, prueba de ello son los vestigios de tumores
malignos encontrados en los fosiles de dinosaurios y en las momias de Egipto. Aunque no tenemos
datos de la incidencia de cincer en esos tiempos, conocemos que éste se presenta en los individuos,
principalmente, en la edad adulta y en la vejez, pero también en la primera etapa de la vida. En
Estados Unidos existe informacién epidemio}dgica de un incremento en la mortalidad por cancer
durante el siglo XX. En la actualidad el cancer, ocupa el segundo lugar en el cuadro de causas de

muerte, y en 1997 en el mundo se diagnosticaron 6.5 millones de nuevos casos de cancer.

El 90% de los canceres son producidos por causas ambientales, principalmente por los
compuestos quimicos que nos rodean: como son medicamentos, conservadores de alimentos,
pesticidas, los relacionados con tabaquismo, productos industriales, etc.; (Ghia 1989). Las
radiaciones a las que nos vemos expuestos a lo largo de nuestra vida, los virus que introducen su
material genético a la célula, causando serias alteraciones y de manera indirecta la depresion, la

tension y la angustia son otros de los agentes generadores de cancer (Sarkar,et. al 1995).

El cancer es una multiplicacion desmesurada y descontrolada de las células que da como
resultado una protuberancia, esta caracterfstica unida a una pérdida de los rasgos de diferenciacién
de las células, son las alteraciones fundamentales de las neoplasias. Estas pueden ser benignas o
malignas; las primeras tiene una cdpsula o pared bien delimitada que la separa del tejido
circundante y permanece asi por tiempo indefinido. En cambio la neoplasia maligna no forma una
estructura circunscrita y local, las células atraviesan la membrana basal del tejido donde se originan
y migran hacia la matriz extracelular, ahi penetran a los vasos sanguineos o linfaticos y a través de

ellos se diseminan a érganos remotos en donde los colonizan.

Las caracteristicas de una célula cancerosa, también se expresan cuando se cultivan en el

laboratorio, se reconocen por ser inrortales, indiferenciadas, tener una proliferacién descontrolada,
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aun en contacto con otras células o en ausencia de un anclaje solido.

Los tumores malignos son carcinomas o sarcomas segun se deriven de los epitelios o del
tejido conectivo; o leucemias o linfomas si se derivan del sistea hematopoyético ¢ los tumores

que se originan del sistema nervioso central.
CARCINOGENESIS EXPERIMENTAL

Existen muchas substancias quimicas que se han identificado como carcindgenos tanto en
animales como en seres humanos se ha determinado epidemioldgicamente, que para que induzcan
tumores, se requiere de un contacto con ellos de manera constante y por periodos largos. Esto se ha

constatado experimentalmente en los modelo multietapas de carcinogénesis (Barret 1993).

La carcinogénesis es la induccién de tumores malignos en animales de experimentacion por
medio de tratamientos con substancias quimicas, radiaciones o virus, todos ellos agentes que alteran
los controles de proliferacién y de diferenciacidon. Experimentalmente se han identificado tres
etapas en este proceso: iniciacién, promocién y progresion (Barrett 1993, Goldsworthy et. al. 1983,
Rosales 1983 Pitot et.al. 1991). Del estudio de la carcinogénesis experimental se ha ahondado en
los mecanismos de accion de los agentes etioldgicos, los aspectos que tienen en comin y la

generalizacion que a partir de ello constituye nuestra concepcidn de la carcinogénesis.

La iniciacién es la alteracion del ADN producida por el carcindgeno que no es reparada por
las enzimas correspondientes y por lo tanto, durante la replicacion de DNA se incorpora como un
dafio permanente y heredable. (4.Dragan et al. 1994, Barret 1993 Pitot et al 1991). La frecuencia de
mutaciones por substancias quimicas, a la dosis maxima tolerada sucede en una 1 de cada 10,000
células de ahi que para tener €xito en la induccién de tumores es necesario el efecto del promotor y
el estimulo proliferativo. Como ejemplo, los hepatocitos que se inician con una dosis Unica de 200
mg/ kg de la dietilnitrosamina DEN, en una rata de 120g, el peso del higado de 5g tendra 7x10°

hepatocitos y por lo tanto 7x10° células mutadas, o células iniciadas.




En la promocién ocurre una expansion clonal de las células iniciadas y ésta puede ser
reversible. Las células iniciadas requieren la influencia constante de un agente promotor para que se

consolide la neoplasia (Barret 1993, Pitot et. al, 1988, Talamas 1983, Villa 1990, Pitot et al, 1991).

Durante la progresion tumoral se manifiesta el desarrollo del cancer. En esta etapa; dentro
del clon neoplasico, se presentan subpoblaciones cada vez mas aberradas gencticamente y con gran
heterogeneidad cetular, Ocurren cambios géneticos progresivos y acumulativos como: pérdida de
alelos, aneuploidia y amplificacidén génetica, efc. Las células transforrmadas adquieren autonomia en
relacién al resto de las células, invaden las dreas vecinas y pueden colonizar érganos distantes. (3

Dragan et al, 1994).

Para estudiar la carcinogénesis se han disefiado modelos para producir tumores en diferentes
6rganos como son la piel, fraquea, pulmén e higado, ya que son tejidos que metabolizan
carcindgenos quimicos. Algunos de ellos tienen ciertas ventajas, en el higado se puede inducir la
proliferacion celular mediante la hepatectomia parcial, la cual, si se presenta de manera simultanea
con el dafio genético origina mutaciones de manera eficiente y la sumatoria de estas mutaciones da

Jugar a que aparezcan las células transformadas (Dragan et al. 1994, Rojas1994, Rosales 1982 ).
Hepatocarcinogénesis Quimica.

El modelo de la generacién de tumores en el higado por compuestos quimicos es til y en él
se pueden seguir adecuadamente las etapas de la carcinogénesis ya que los tumores van apareciendo
de forma secuencial. Este modelo ha sido usade como herramienta en la demostracion de las
diferentes etapas de la hepatocarcinogénesis y en el estudio del mecanismo de accidn de

carcinogenos (Goldsworthy et al.,1983).

En este sistema se han estudiado una gran variedad de carcindgenos; la DEN
dietilnitrosamina (Zalatnai, Lapis 1994, Richmond 1996); la dimetilnitrosamina DMN (Josephy et
al.,1995); el fenobarbital FB (3Dragan et al., 1994, Asamoto 1989), el 2-nitropropanol (Shuichi
1994); el 2-acetilaminofluoreno 2AAf (Yuan y kun 1994, Rosales1984), etc. Los compuestos
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quimicos carcinogénicos, se han podido clasificar en iniciadores o en promotores © en ambos.
Experimentalmente estos efectos son separables, en las etapas iniciales y se han obtenido
poblaciones celulares especificas, posiblemente hepatocitos iniciédos, los cuales aparecen en
cimulos de pocas células, los que se denominan focos y crecen hasta formar nddulos. Estas
poblaciones de hepatocitos preneopldsicos en etapas posteriores, dan lugar a hepatocarcinomas bien

diferenciados (Rojas 1994, Gonzalez 1987).

El modelo de hepatocarcinogénesis en roedores ofrece ventajas y éstas se pueden
incrementar si el modelo in vive se complementa in vitro con cultivos primarios de hepatocitos. En
este modelo mixto se pueden aplicar dosis precisas de carcindgenos en el animal integro, de
acuerdo a su peso, y en uno de sus lobulos observar y regular su efecto in vivo y del resto del
higado obtener suspensiones de hepatocitos las cuales se pueden adicionar in vitro una amplia gama
de procedimientos complementarios. Una aplicacion de este modelo mixto, muy importante y de

gran utilidad es aplicable como un ensayo de toxicidad (Marche et al 1996).

Durante el desarrollo de lesiones preneoplasicas en los drganos de animales y de seres
humanos, numerosas enzimas se modifican; €stas se usan como indicadores, y (Marche 1995) se
catalogan en positivos o negativos, en los primeros su concentracion aumenta, mientras que en los
segundos disminuye o desaparece (Gonzilez 1987). Estos marcadores han permitido hacer un
seguimiento de las alteraciones que se presentan en las etapas de la carcinogénesis (Dragan et

al.1994 Richmond et al.1995).

Los marcadores enzimaticos, han servido para el andlisis secuencial de las nuevas
poblaciones celulares y para determinar la etapa del proceso carcinogénico en la que aparecen. En
estos experimentos se trata de controlar la exposicién de cada uno de los estimulos que son
relevantes en la patogénesis del cédncer y tratar de estudiar por separado los efectos de los

iniciadores y de los promotores (Rosales1982).

Entre los marcadores enzimaticos positivos de células preneoplasicas se encuentran la y-

Glutamil transpeptidasa GGT y las glutation-S-transferasas GSTs (Sambasiva et al, 1988, Pitot et
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al., 1989, Kitagawa 1980), aunque estas dos moléculas se encuentra en sitios diferentes en la célula,
ambas se expresan en el proceso de hepatocarcinogénesis quimica. Por medio de tinciones
histoquimicas la GGT se detecta después de que se administra el carcindgeno, principalmente en
donde aparecen los focos de hepatocitos. En carcinomas hepatocelulares de seres humanos también
se encuentra en altas concentractones. La GGT liberada de la membrana celular puede ser detectada
en él suero, principalmente en pacientes con enfermedades hepéticas, lo que la hace una prueba
importante para el diagnostico de cancer (Goodspeed et al,, 1989 ). En los tejidos normales la
actividad GGT se encuentra localizada en células que tienen una funcidn excretora o de absorcion,

como son el rifion, el pancreas y las vesiculas seminales. (Gonzalez 1987).

Las enzimas del metabolismo del glutatién particularmente GGT y GST aparecen ¢n la
mayoria de las alteraciones preneoplasicas después de un tratamiento con agentes iniciadores y
promotores (Pitot 1989), y la GGT sirve como marcador durante las diferentes etapas de la
carcinogénesis quimica, tanto in vivo como in vitro (Marché et al.1995, Gonzalez 1987, Stenius, et.

al. 1994, Ghia y Meneto. 1989, Goodspeed et al 1989).

En muchas lesiones prenoplasicas se observan niveles altos de la GGT y éstos pueden estar
relacionados con la hidrdlisis del GSH. En las zonas del higado donde aparece la GGT también se
presentan niveles altos de GHS intracelular (Gonzalez 1987). De hecho se han realizado estudios de
los mecanismos moleculares que se involucran en la accidn de diferentes carcindgenos ya que
intervienen varios factores algunos ampliamente estudiados, que son los que regulan la expresion

de genes para el metabolismo de glutatién (Pitot et. al. 1989).

El GSH es necesario para la destoxificacton de carcindgenos asi como para la replicacién de
la célula. La inducién de GGT en hepatocitos lesionados permite que estas células utilicen
glutatién extracelular y preserven sus niveles. La induccion GST protege a los hepatocitos del dafio

producido por los agentes promotores (Hendrich y Pitot. 1987 ).

Durante el proceso de hepatocarcinogénesis, los sistemas que utilizan glutation GSH v el

estado de Oxido-reduccion se ven alterados y existen dos maneras de mantenerlos en niveles
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adecuados: disminuyendo su utilizacién o bien incrementado su sintesis (Goodspeed et al 19389,
Gonzalez 1987, Pitot et al., 1989). En este sentido en las células de las lesiones preneoplasicas se
presenta una disminucién de la mono oxidasa de citocromo P-450, por lo que se ahorra GHS
reduciendo el numero de metabolitos producidos (Gonzalez 1987, Habib et. al. 1994), de la misma
forma disminuyen los niveles de la epéxido hidrolasa, lo cual es proporcional al niimero de

epéxidos que podrian reaccionar con el GSH (Gonzalez 1987).

Para el estudio de la etapa de la promocidn in vivo en tiempos cortos utilizamos €l modelo de
hepatocarcinogénesis de Farber modificado (Farber y Solt 1979), pero existen ciertos aspectos que
dada su complejidad seria dificil estudiarlos en el animal entero ya que se tendrian que tener grupos
muy numerosos lo cual implica un alto costo y un proceso tardado. Esta es la justificacidn de
complementar el modelo in vivo con el modelo in vitro para poder dar seguimiento a las

suspensiones celulares de los higados provenientes de las ratas tratadas.







HIPOTESIS.

Que en el modelo in vivo de Solt y Farber modificando podemos seguir los procesos de
iniciacién y promocién in vitro por medio de cuantificar la capacidad de proliferacion y la

expresion de marcadores enzimaticos.
OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la iniciacion y la promocién in vivo en el modelo de hepatocarcinogénesis y de

seguimiento, a su establecimiento y consolidacion ir vitro en cultivos primarios de hepatocitos.
METAS.

1.Analizar Ia expresién de la GGT en los cultivos primarios hepatocitos después de 0, 7,14,

21, 28, 35, 42 dias de establecido el cultivo.

2.Analizar el efecto del promotor 2-AAF sobre un cultivo primario de hepatocitos obtenido

de ratas tratadas con el esquema modificado de Farber.




METODOLOGIA.

Se utilizaron, ratas Fischer 344 ( Richmond 1996), machos, de 180 a 220g, a tiempo 0
recibieron 100 mg / kg, DEN como iniciador, Sigma, lote 105SH0008 y 20mg / kg de 2AAF como
promotor, Sigma, lote 119-0413, por via intragastrica los dias 7, 8, 9. Al décimo dia se les practicd
una hepatectornia de 75% del higado, a estos grupos se les Jlamo completos. Se asignaron 6 grupos
de ratas como controles; uno, con sélo el iniciador; otro con solo el 2-AAF; un tercero con soio la
hepatectomia parcial; el cuarto con el iniciador y la hepatectomia; el quinto con el 2-AAF y la
hepatectomia, el Ultimo y sexto grupo sin tratamiento alguno; a estos grupos se les llama
incompletos. Todos los tratamientos se hicieron por triplicado. Adicionalmente se estudiaron ratas

con e} tratamiento completo y sacrificados 270 y 300 dias después del inicio del tratamiento
Cultivo primario de hepatocitos.

Se anestesio la rata con éter etilico, se colocd en la mesa de diseccion, se limpio la piel con
benzal Terrier al 30%. Se hizo Ja laparotomia y los intestinos se desplazaron hacia el lado izquierdo
de la rata para exponer la vena porta la que s¢ canulé con aguja de calibre 18 y se conecto a una
bomba peristaltica. Previamente a la perfusién del higado se ligé uno de los 16bulos a nivel det hilio
vascular y se extrajo. La perfusion se inicié pasando la solucién TD salino 1x con EGTA a 37°C
durante 3 min a una velocidad de 15 ml por min que nos permitié quelar los iones de caicio;
después de 15 segundos de perfusion con el TD, se cort6 la vena cava inferior a la altura de los
rifiones para dar salida a la sangre y al liquido de perfusién, después se pasaron 50 ml de la solucién
de colagenasa de Sigma lote 122H6817 con un flujo de un ml por min. Al término de la perfusion
se cortd el higado y se puso en una caja Petri estéril, se afiadieron 5 ml de medio F12 se sacudié el
higado para obtener la dispersion celular. Se hizo una dilucién 1:10 de la suspensién con medio
para determinar el numero de células por ml en el hematocitometro. El l6bulo previamente extraido
se cortd se adhirio a un caucho, se le agregd 2-metil butano, se congeld con nitrégeno liquido y se

preservd a -80°C hasta la elaboracion los cortes para las pruebas histoquimicas.




De la suspension de hepatocitos se sembraron 8 x 10° células por caja y se hicieron 4 grupos
con diferentes tratamientos in vitro (Tabla.l). Esto con el propdsito de estudiar el efecto de los
diferentes tratamientos in vivo e in vitro sobre proliferacion celular in vizro y esta a su vez

relacionada con la expresion de GGT".

TABLA I
Tratamiento in vivo ¥ Tratamiento in vitro ®
O tratamientos Ninguno
9 tratamientos DMSO
9 tratamientos 2°AF 5x107
9 tratamientos 2°AF 15x107

a) Las ratas recibieron diferentes tratamientos y fueron sacnficadas después de 25 dias de iniciado
el tratamiento en 1.-Completo, 2.-Completo 270 dias, 3.-Completo 300 dias, 4.-DEN, 5.-2AAF, 6.-
Hepatectomnia, 7.-DEN y Hepatectomia, 8.-2AAF y Hepatectomia, 9.- Sin tratamiento.

b) 8 x 10° hepatocitos en cajas de 35mm de diametro

Deteccidn histoguimica de y-glutamil transferasa en hepatocitos en cultivo.

La determinacion histoquimica de la GGT se desarrollé ya que esta forma un colorante azo
que es quelado con un i6n ciiprico lo cual da un producto rojo insoluble en el sitio de la reaccién.
Los hepatocitos cultivados en cajas o en los cubreobjetos, se lavaron con 2 ml de medio sin suero,
se fijaron, 30 min. con acetona fria; puede usarse también una solucidn de glutaraldehido al 3%. Se
incubaron de 30 a 40 min a 25°C con solucion 1x de GMNA, se enjuagaron dos veces con solucién
Tris y se incubaron 2 min con una solucién de 0.1M de sulfato ciprico. Los nucleos se
contratifieron, con hematoxilina. Los cubreobjetos se montaron en con balsamo de Canada y las

cajas con glicerina. Los resultados se registraron mediante fotografias.
Determinacidn del DNA, para conocer €1 numero de células totales en una caja.

Este ensayo colorimétrico consiste en la interaccién de la difenilamida con la desoxirribosa,

basicamente se requiere la precipitacidn del DNA, su hidrélisis dcida y el ensayo colorimétrico para




la deteccidn de desoxirribosa (Leyva 1674).

Se rasparon las células de las cajas con un gendarme en 400 pi de PBS x 1 y se pasaron a
tubos Eppendorf, se les adicionaron 400 pl de PBS para enjuagar cada caja, se centrifugaron y se
sonicaron 1 min. Para ¢l blanco y tubos problema se adicionaron 350 ul de tris mas 50 pl de
albimina (la albumina como acarreador de ADN). Para precipitar las moléculas se resuspendieron
en 400 pl de 4acido perclérico 0.4 M y se dejaron una hora a temperatura ambiente o toda la noche a
4°C. Después de centrifugar 3 min a 10,000 rpm se descart6 el sobrenadante. Se resuspendid la
pastilla con una varilia y la hidrolisis acida se realizé en 330 ul de acido perclérico 1 M a 70° C por
30 min, posteriormente se centrifugd por 5 min. a 10,000 rprh. Se tomaron 60 pl de sobrenadante se
adicionaron 120 pl de cromoforo y se dejaron en incubacidn 30°C durante toda la noche.
Soluciones:

La solucion de difenil amina se prepardé con 1.5 g disuelto en 100 ml de acido acético
glacial y 1.5 de acido clorhidrico concentrado y a 1 ml de croméforo se le agregaron 10 ul de
acetaldehido.

Medicion de las dreas bajo la curva.

Para medir la diferencia en porcentaje del compdrtamiento de los hepatocitos en relacién a
los diferentes tratarnientos éste se expresé en % comparado con el control entre las curvas. Se
dibujd el area bajo la curva en cada una de las gréaficas elaborada a la misma escala, se recortaron y
se pesaron en la balanza analitica. Se determind la relacidn porcentual con respecto al area de la

grafica de tratarniento completo como el 100%.
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RESULTADOS.

Los higados de las ratas sometidas a tratamiento completo y sacrificadas a los 25 dfas de
iniciado el experimento presentan nodulos y las suspensiones celulares obtenidas de ellos, menor
viabilidad que el control. Los higados de las ratas a las que se les aplicaron tratamientos
incompletos no muestran nédulos y sus respectivas suspensiones celulares tienen una viabilidad
mas alta que las anteriores, siendo 72% en las primeras y de 80% a 90% en las segundas
respectivamente. Tal vez esta diferencias se deba a que los hepatocitos de las ratas que tuvieron el
tratamiento completo no se recuperan en 25 dias del dafio producido ya que ratas con el tratamiento
completo y sacrificadas a los de 300 dias de iniciado el tratamiento cuando ya estan recuperadas, la

viabilidad aumenta hasta el 86% ( Tabla Il ).

Tabla II

Dias transcurridos hasta el|Tratamiento Viabilidad

sacrificio

25 Sin tratamiento 90%"

25 D2AAFH (completo) 712%™

25 Solo DEN 85%

25 DEN y Hepatectomia 80%™

25 Solo 2AAF 82%™ |
125 2AAF y Hepataectomia 81%"

300 D2AAFH (completo) - 86%"™

Viabilidad de los hepatocitos de las suspensiones celulares obtenidas de los diferentes tratamientos.

Los cultivos de los hepatocitos elaborados de las ratas que recibieron diferentes tratamientos
fueron seguidos hasta que desaparecieron, que en algunos casos fueron hasta 70 dias ( Fig. 1 ). Los
hepatocitos en cultivo de las ratas que no recibieron tratamiento sobrevivieron 14 dias, mientras que

los hepatocitos de ratas que fueron sometidas al tratamiento completo tuvieron una sobrevida que se
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prolongé hasta los 42 dias ( Fig. 1A y 1B ). Parece ser que los tres factores involucrados en la

generacién de un hepatocarcinoma el iniciador, el promotor y el estimulo proliferativo le confieren

a los hepatocitos la posibilidad de proliferar y de tener una sobrevida de cuatro veces mas que la de

los hepatocitos de las ratas no tratadas. (fig.1 Ay B).

x
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Por otro lado la administracién in vitro de solamente 2AAF se refleja en una capacidad
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Figural: Sobrevivencia de los hepatocitos cultivados
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aumentada de proliferacion de los hepatocitos, pero ésta es solo la mitad de los hepatocitos de las
ratas con tratamiento completo ( figl D ).

La administracién in vivo de 2AAF, vy la posterior aplicacién del estimulo proliferativo
mediante la hepatectomia y el sacrificio 8 dias después de la hepatectomia y a los18 dias de iniciado
el experimento, se reflejan en un escaso efecto proliferativo ( fig 1E ) mientras que cuando se llevo
a cabo a los 15 dias después de Ia hepatectomia, 25 dias después de iniciado el experimento, el
grado de proliferacion es similar, no es tan grande como en la del tratamiento completo, pero la
sobrevida de estos hepatocito§ casi se iguala ( fig.1F ).

Los resultados del tratamiento de hepatectomia no fueron relevantes ya que se comportaron

de manera similar al tratamiento no tratado in vivo. -

Figura 2: Células GGT positivas. A).- Hepatocitos provenientes de una rata que recibid tratamiento completo 4 horas
después de iniciado el cultivo (objetive 40x). B).- Igual que A (10x). C).- Hepatocitos despues de 7 dias de cultivo
(40x). D).- Igual C (10x).
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Estas diferencias en la capacidad de proliferacidn y de sobrevida observadas in vitro en

relacion con los tratamientos in vivo también se correlacionaron muy estrechamente con €l numero

de células positivas a la GGT. ( fig. 2 y fig 3).
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Figura 3: Aparicion de células GGT+ en los cultivos de hepatocitos
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En el caso de los hepatocitos que expresaron la GGT, el mayor numero de ellos y con la
mayor sobrevida se observo cuando los tres factores, iniciador, promotor, y estimulo proliferativo
fueron aplicados en el tratamiento in vivo ( fig. 3). En los cultivos de los hepatocitos de ratas que no
recibieron tratamiento in vivo los hepatocitos que expresaron la GGT fue de solo 9% en relacién a
los que recibieron tratamiento completo y tuvieron una sobrevida maxima de menos de la mitad
(fig. 3 A ). El tratamiento in vivo con solo ¢! iniciador o junto con el estimulo proliferativo no fue
suficiente para incrementar el nimero de células GGT positivas, €stas solo aumentaron un 21% vy
16.5% en relacion al tratamiento completo ( 3B y 3C ). Cuando se administra solo 2AAF se
observa el 87.3 % de células-GGT positivas, con relacion al tratamiento completo, y también estos
hepatocitos tienen una sobrevida menor ( fig. 3D ). El tratamiento con 2AAF, hepatectomia y
sacrificado 25 dias después de iniciado el experimento muestra un nimero de células GGT
positivos que alcanza un 125% con respecto a los hepatocitos del tratamiento completo, pero casi
tienen la misma sobrevida ( fig 3 F ). Es interesante notar que el mismo tratamiento pero con el
sacrificio 8 dias después de la hepatectomia 18 dias después de iniciado el experimento presenta un
nimero pequefio de células GGT positivas y estas sélo alcanzan el 34% del observado en el

tratamiento completo. ( fig. 3E )

En los cortes histologicos de los higados de ratas con el tratamiento completo y aquellos
que solo recibieron 2AAF y hepatectomia presentan una diferencia significativa con respecto a
tos nddulos que se observan (fig 4ABCD). Mientras que en los cortes de las ratas que no llevan

tratamiento y aquellos que solo recibieron hepatectomia no se presentan nodulos.( fig 4 EFGH).
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Figura 4: A).- cortes histoldgicos de higados de una rata con el tratamiento completo. B).- El mismo tratamiento de A,
otra rata C).- Cortes histoldgico de higado de una rata con el tratamiento con 2AAF y hepatectomia. D).- mismo
tratamiento C otra rata, G).- Cortes histoldgicos de ratas sin tratamiento. H}.- E] mismo tratamiento de G, otra rata. E).-.
Cortes de higado con hepatectomia solamente. F).- El mimo tratamiento, otra rata.

Cuando se probd el efecto del tratamiento in vitro con dimeti] suifoxido DMSO; vehiculo
del carcindgeno, o con dos diferentes dosis de 2AAF, 5x107 0 15x107 en hepatocitos de ratas que
recibieron el fratamiento completo in vivo, no se observaron diferencias en €l nimero de células

totales {(fig5A y 5B) o en el numero de células GGT positivas (fig 5C y 5D) con respecto a los

cultivos que no recibieron tratamientos in vitro.
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Figura 5: Efecto de diferentes tratamientos in vitro en cultivo de hepatocitos de ratas tratadas in vive con el método de

Farber

Cuando los cultivos, obtenidos de los higados de las ratas tratadas in vivo con DEN, o con
DEN y hepatectomia y sacrificadas a los 25 dias, y posteriormente tratados in vitro con DMSO, o
con del 2AAF, 5 x 107 0 15 x 107 solo se observé diferencia al séptimo dia en el cultivo que se
tratd 5x107 2AAF (fig 6 A). Los cultivos mencionados anteriormente tuvieron un niimero menor de
hepatocitos, ya que la adhesion fue baja y en estos el tratamiento in vitro no modifica su
comportamiento. Podemos observar que las cifras de sobre;vida y del nimero de células GGT*

fueron las mismas que en los cultivos de hepatocitos que no fueron tratados in vitro (fig. 6).
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Figura 6: Tratamiento in vitro en cultivo de hepatocitos de rata tratada in vivo con DEN y DEN hepatectomia

Los hepatocitos de las ratas tratadas in vivo con 2AAF mostraron una adhesién del 50%
al 70% mayor que las que recibieron el tratamiento completo y 3 veces menor que el grupo que no
recibi6. Los hepatocitos de las ratas tratadas in vivo con 2AAF y hepatectomia mostraron una
adhesién igual al de los hepatocitos de las ratas que recibieron el tratamiento completo (fig.1 Ay

7A), el comportamiento de estos cuitivos no se modifico por el tratamiento in vitro ( fig. 7).
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Figura 7: Tratamientos in vitre en el cultivo de hepatocitos de rata tratada in vivo con 2AAF y 2AAF

hepatectomia

Los cultivos primarios de los hepatocitos de los tres grupos de ratas a las que se le
" administré el tratamiento completo y se sacrificaron a los 25, 270, y 300 dias después de iniciado
el tratamiento y posteriormente tratados in vifro con 2ZAAF 5X107, 15X107 y con el vehiculo del

carcinégeno el DMSO no modificaron el niimero de células totales ni su sobrevivencia ( fig 8)
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Figura 8 Tratamiento in vitro en cultivo de hepatocitos de rata tratadas in vivo con el método de Farber
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270 y 300 dias después expresaron 2.38 y 1.94 veces mas células GGT positivas con

relacién al tratamiento completo in vivo de 25 dias El tratamiento in vifro con DMSO vy con

JAAF a concentraciones de 5x107 y de 15x107 no meodificaron y el nimero células GGT
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positivas ni su sobrevida (fig 9).
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Figura 9: Tratamiento in vitro en cultivo de hepatocitos de ratas tratadas in vivo con ¢l método de Farber,
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DISCUSION

La hepatocarcinogenesis ha sido un pilar para estudiar la carcinogénesis
experimental (Farber 1980} estos estudios in vivo se complementaron con nuestros estudios in
vitro. Estos tienen la ventaja de que cubren aspectos que seria dificil estudiar en el animal entero,
ademas de ser costosos y tardados, por lo que se justifica desarrollar el modelo in vitro para el
estudio complementario de la iniciacion y de la promocion. En breve, el sistema in vivo
cuantifica nddulos que expresan los marcadores de c€lulas preneoplasicas y en el sistema in
vitro, en los cultivos primarios, se analiza el numero de células, su sobrevida y la expresién de

marcadores enzimaticos. (Edwards 1982).

Nuestra hipdtesis implicaba que en el modelo in vivo de Solt y Farber modificado
podemos seguir los procesos de iniciacién y promocidn in vitro por medio de cuantificar la

capacidad de proliferacién y la expresion de marcadores enzimaticos como la yGGT.

Esta hipotesis esta sustentada por la evidencia en la literatura que las diferentes etapas de
la carcinogénesis experimental que se han descrito in vive se pueden reproducir iz vitro (Yheo et
al., 1989, Kitagawa y Pitot 1975. ). En cultivo primario de hepatocitos fetales Yeho y col (1989)

reprodujeron el proceso de transformacién neopldsica usando un iniciador y un promotor.

En este trabajo hemos observado que la cantidad y la duracion de los hepatocitos en
cultivo que expresan GGT" estdn relacionadas a los tratamientos que recibieron las ratas in vivo.
Los cultivos provenientes de ratas a los cuales se les dio el tratamiento completo, fueron los que

mostraron el mayor nimero y la duracion maés larga del total de c€lulas y de las células GGT

22




positivas.

El tratamiento in vitre atin a concentraciones de 2AAF 5x107 y 15x107 no modificaron el
comportamiento de las células inducido por el tratamiento in vivo.

El comportamiento de los cultivos primarios provenientes de ratas a las cuales se les
administro el iniciador presentaron sobrevida similar a la de los cultivos primarios de las ratas
contro!. Esto es congruente con lo que se observa in vivo ya que el seguimiento de ratas a los
cuales se les da solo el iniciador no presentaron nddulos y requirié del estimulo proliferativo y

del promotor.(Solt y Farber1976, Dragan et al.,19594 y Pitot et al.,1989).

Los cultivos de las ratas del grupo al cual se le administré 2AAF como promotor mas el
estimulo proliferativo, al término de 25 dias tuvo un comportamiento similar a los cultivos de las
ratas que recibieron el tratamiento completo. De nuestros resultados se puede deducir que el
2AAF es un carcinégeno completo con una gran capacidad de promocion, sin embargo para que
se exprese esta capacidad se requiere un periodo minimo necesario; cuando se administro in vivo
el promotor y se sacrificaron a las ratas a los 18 dias de iniciado €l tratamiento, este periodo no
fue suficiente ya que el nimero de células totales y GGT' son muy escasos y el comportamiento
de estas células es diferente a los que tuvieron una semana mas.

El andlisis del comportamiento de las células GGT positivas con los diferentes
tratamientos demuestran que el numero total de células es bajd, esto concuerda con lo sugerido

por Farber (1980} quien analizé que para que ocurra un evento mutacional y quede fijada la

lesion a éste, en los modelos de hepatocarcinogénesis se da en proporcién 1:10,000.
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Los tratamientos de promocioén que se hicieron in vitro de las células provenientes de
esquemas completos, solamente tuvieron efecto en el esquema de 270 dias, estos cambios
importantes expresan la ganancia de fenotipos alterados teniendo en nuestras manos una

herramienta muy interesante para limitar y entender el proceso de transformacion

Todo esto nos lleva a sugerir que este ensayo complementario se puede usar para obtener
informacién que permita entender el proceso temprano de las lesiones prenoplasicas y
neoplasicas en donde se eleva la actividad de la GGT (Hanigan and Pitot1985). El incremento
méximo de las célutas GGT se observan cuando 145 ratas se tratan con el iniciador, el promotor y
el estimulo proliferativo, condiciones necesarias para inducir cdncer de higado. Es en este
proceso donde por medio de la estrategia experimental in vivo € in vitro podemos establecer un
seguimiento durante la etapa de promocion; la presencia de focos, sitio de una célula iniciada,
prolifera y la clona se expande, estas células se pueden identificar en los cultivos primarios de
hepatocitos y llevar a cabo el seguimiento durante la hepatocarcinogénesis (Black and Wolf

1991).
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CONCLUSIONES.

Los resultados indicaron que los cultivos de hepatocitos de las ratas sometidas a iniciacion,
promoci6n y hepatectomia in vivo y sacrificadas a tos 25 dias después de iniciado el expennmento,
tuvieron el periodo de vida mas largo, el mayor nimero de células que expresaron la GGT vy las
cuales aumentaron progresivamente.

El tratamiento in vivo determina el comportamiento de los hepatocitos en los cultivos.
Aquéllos provenientes de ratas que tuvieron un tratamiento completo, mostraron la sobrevida de
células mas prolongada. Los hepatocitos que provienen de los animales que recibieron el iniciador
y adicionalmente se les practicd la hepatectomia, tuvieron la sobrevida intermedia, mientras que los

que solo recibieron DEN in vivo tuvieron la menor sobrevida.

Se observaron diferencias en la sobrevida in-vitro de los hepatocitos al modificar el tiempo
de sacrificio de la rata. En ¢l tratamiento se les administrd el promotor in-vivo y se les practicd
hepatectomia y después se sacrificd a los animales, los hepatocitos de las ratas que fueron
sacrificadas a los 18 dias de iniciado el tratamiento sobrevivieron menos tiempo los de aquellas que
se sacrificaron a los 25 dias, los cuales mostraron un tiempo de sobrevida intermedio. Las células
GGT positivas se comportan de manera similar a las células totales siendo notablemente mayor el
ntimero de ellas en los hepatocitos de las ratas que fueron tratados con el promotor, hepatectomia y
que fueron sacrificados después de 25 dias de iniciado el experimento. Lo que nos indico que es
indispensable e! estimulo proliferativo pero ademas, se requiere de tiempo para que el efecto se

exprese cabalmente. También se puede concluir que la promocidn por medio de un carcindgenc
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completo en ausencia del iniciador produce efectos similares aunque menores a los del tratamiento

completo.

El analisis comparativo de los tratamientos completos in vivo y sacrificio después de 25,
270, 300 dias nos indicé que a fos 270 dias se presenta la mayor sobrevida y en el aumento
progresivo de células GGT positivas lo que es concruente ya que estamos en la etapa de la

progresion.
La conclusién general es que tenemos una estrategia por medio de los estudios

experimentos in vivo € in vitro durante el proceso de carcinogénesis para dar seguimiento a la etapa

de promocién mediante el analisis de las células GGT positivas..
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