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RESUMEN 

En los últimos años el cáncer ha pasado a ser uno de los principales problemas de salud en 
México, en especial el cáncer de hígado, se presenta como una enfermedad con una gran tasa 
de mortalidad debido entre otras cosas al grado de avance al momento de su diagnóstico. El 
cáncer de hígado se encuentra estrechamente asociado a infecciones causadas por el virus de la 
hepatitis B y C, además de la cirrosis hepática provocada por el consumo excesivo de alcohol. 
En este trabajo implementamos un modelo experimental en ratas de hepatocarcinogénesis 
química, inicialmente desarrollado por Solt-Farber. Este modelo desarrollado durante 12 
meses, nos permitió dar seguimiento a las diferentes etapas del proceso de carcinogénesis, 
además del estudio de muestras biológicas de loa animales en cada una estas etapas. El 
esquema de carcinogénesis incluyó el empleo de dietilnitrosamina (DEN) (agente inductor), 2-
acetilaminofluoreno (2-AAF) (promotor selectivo), tetracloruro de carbono (CCI4) (promotor 
generalizado) y fenobarbital (activador del metabolismo hepático). 
Las primeras lesiones neoplásicas caracteristicas del carcinoma hepatocelular bien 
diferenciado (CHC) se registraron al inicio del segundo trimestre del modelo. De los 
marcadores bioquímicos determinados para dar seguimiento al daño hepático, la enzima que 
mejor correlación mostró con las lesiones hepáticas fue la garnma-glutarnil tranpeptidasa. 
De los múltiples proceso biológicos que involucran el desarrollo del cáncer, la disminución de 
la adhesión celular y el incremento en la proteólisis son dos eventos que se relacionan 
directamente con la agresividad de los tumores. En este trabajo estudiamos la cinética de 
expresión de la cadherina-E (una proteína de adhesión) y del activador de plasminógeno tipo 
urocinasa (uP A) (enzima proteolítica), durante el desarrollo de la hepatocarcinogénesis. Los 
niveles de expresión de cadherina-E a nivel de ARNm se mantuvieron en niveles constantes es 
durante el inicio y desarrollo de la carcinogénesis. Mientras tanto, el uP A mostró un 
incremento en sus niveles de expresión, a nivel de ARNm y de proteína, comparado con los 
niveles basales, localizándose este incremento en los espacios porta y los nódulos neoplásicos 
principalmente .. 

El incremento del uP A 10 podemos relacionamos con tres eventos: a) en el primer trimestre, 
con un efecto mitogénico, b) en el segundo trimestre, con un posible incremento de la 
proteólisis en los nódulos neoplásicos y c) en el último trimestre, con la dilatación y 
proliferación de conductos biliares y vasos sanguíneos (angiogénesis). 
Existen datos contundentes que relacionan al uP A con los procesos de invasión y metástasis, 
sin embargo, no existe información a cerca de su papel en el inicio y desarrollo de la 
carcinogénesis. Por 10 que es necesario seguir estudiando y evaluando su cinética de expresión 
y su actividad en los procesos neoplásicos. 



SUMMARY 

In the last years the cancer has passed by to be one of the main health problems in Mexico, In 
special the liver cancer, is presented oneself as an illness with a great mortality measure owed 
principally to the advance degree to the moment of its diagnostico The liver cancer is met 
tightly associate to caused infections by the virus of the B hepatitis and e, besides the 
provoked hepatic cirrhosis by the alcohol of excessive consumption. 
In this works we used an experimental model in rats of chemical hepatocarcinogenesis, 
initially developed by Solt-Farber. This models was developed during 12 month, we took the 
liberty yield following to the different stages of the carcinogenesis process, moreover of the 
biological samples studied of each one stages. The carcinogenesis schema included the employ 
of dietilnitrosarnine (inducing agent), 2-acetilaminofluorene (2-AAF) (selective promoter), 
carbon tetrachloride (eeI4) (generalized promoter) and fenobarbital (activator of the hepatic 
metabolism). 
The first neoplasic injuries characteristics of the hepatocellular carcinoma well differentiated 
(ReC) is registered to the initiates of the second trimester of the mode!. Of the detenninate 
biochemistry markers for yield following to the hepatic damage, the enzyme that better 
correlation showed went the gamma-glutamyl tranpeptidase. 
Of the multiple biological process that introduces irrelevantly the development of the cancer 
the diminution of the cellular adhesion and the increment in the proteolysis is two events that 
are related directly with the aggressiveness of the tumors. In this work we studied the 
expression kinetics of the E-cadherin (an adhesion protein) and of the urokinase-type 
plasminógen activator (uPA) (proteolytic enzyme), during the development of the 
hepatocarcinogenesis. The expression levels of E-cadherine mRNA level to its keep in 
constants levels during the initiates and development of the carcinogenesis. Meanwhile, the 
uP A showed an increment in its expression levels, perfectly level of ARNm and of protein, 
compared with the basal levels, founded this increment in the portal spaces and the neoplasic 
nodules principaly. 

The increment of the uP A we can relate with three events: a) In the first trimester, with a 
mitogenic effect, B ) in the second trimester, with a possible increment of the proteolysis in the 
neoplasic nodules and e ) in the last trimester, with the expansion and proliferation of biliary 
ducts and sanguineous vessels (angiogenesis). 
Exists contusive data that relates to the uP A with the invasion process of and metastatic, 
however, don't exist information to near its paper in the initiates and development of the 
carcinogenesis. By what be necessary continue being a student and evaluating its expression 
kinetics and its activity in the neoplasic process. 



------------~--

INDICE 

INTRODUCCION 1 

Caractensticas generales del tejido hepático 1 

Cáncer de hígado 3 

Estudios bioquímicos de la actividad hepática 6 

Modelo experimental de hepatocarcinogénesis 7 

Invasión y metástasis el sello de la malignidad 10 

La cadherina-E y el activador de plasminógeno tipo uroCÍnasa (uPA), 

proteínas esenciales en los procesos de invasión y metástasis. 11 

ANTECEDENTES 21 

JUSTIFICACIÓN 24 

HIPÓTESIS 25 

OBJETIVO GENERAL 25 

OBJETIVOS PARTICULARES 25 

METODOLOGÍA 

Modelo Experimental 26 

Producción de anticuerpos anti-uPA 29 

Análisis morfométrico e inmunohistoquímico 29 

Determinación de la actividad enzimática como marcadores bioquímicos 

de la función hepática 31 

Extracción del ARN total y ensayo de RT -PCR 31 

Análisis Estadístico 33 



RESULTADOS 34 

Análisis histopatológico 37 

Distribución del uP A en el tejido hepático 41 

Estudio de la función hepática 45 

Análisis de la expresión del uPA y la cadherina-E a nivel de ARNm 47 

DISCUSIÓN 

Cáncer de hígado 51 

Modelo experimental de hepatocarcinogénesis 51 

Caracteristicas histopatológicas del modelo experimental 53 

Manifestaciones clínicas 53 

Efecto directo de los compuestos carcinogénicos en la histopatología 

del modelo de hepatocarcinogénesis 57 

Actividad de las enzimas hepáticas en el desarrollo del modelo 58 

Expresión del uP A en el modelo experimental 60 

Expresión de la cadherina-E a nivel de ARNm en el modelo 65 

CONCLUSIONES 68 

BIBLIOGRAFÍA 70 



FIGURAS 

Figura 1 

Figura 2 

Figura 3 

Figura 4 

Figura 5 

Figura 6 

Figura 7 

Figura 8 

Figura 9 

Figura 10 

TABLAS 

Tabla 1 

Tabla 11 

PIES DE FIGUR<\. 

Figura 6 

Figura 7 

Figura 10 

Evolución de las lesiones hepáticas durante el desarrollo 

de la hepatocarcinogénesis 

Esquema del gen y la proteína de cadherina-E 

Moléculas involucradas en la activación de la cascada 

proteo lítica del uP A 

Modelo experimental de hepatocarcinogénesis 

Procesamiento de las muestras biológicas 

Estudio hístopatológico de muestras de hígado de rata 

durante el desarrollo del modelo de hepatocarcinogénesis 

Expresión y localización del uP A durante el desarrollo 

del modelo de hepatocarcinogénesis 

Análisis de la cinética y distribución celular del uP A 

Análisis de la función hepática 

Niveles de expresión del ARNm del uPA y la cadherina-E 

Peso promedio y mortalidad de los animales utilizados 

modelo experimental 

Tamaño y porcentaje de las lesiones hepáticas 

en los animales tratados 

9 

14 

17 

27 

28 

39 

42 

44 

46 

48 

35 

36 

40 

43 

49 



INTRODUCCION 

Características generales del tejido hepático 

Desde los primeros estudios relacionados con la inducción de tumores realizados por Y oshida 

en 1932, el hígado ha sido uno de los principales órganos estudiados en investigaciones 

oncológicas (1). 

En condiciones fisiológicas el 80% de los hepatocitos son morfológicamente homogéneos, sin 

embargo, existen diferencias funcionales bien caracterizadas de acuerdo a su localización en el 

tejido hepático. Las células del hígado incluyen hepatocitos, células sinusoidales, 

principalmente células endoteliales y células de Kupffer, células de Ito y células pit (2). Los 

hepatocitos son células poliédricas con tres diferentes tipos de superficie, una superficie peri 

sinusoidal con muchas micro vellosidades, otra superficie canalículo biliar y la superficie 

contigua a otro hepatocito. Los núcleos hepatocelulares son redondos; el tamaño puede variar 

especialmente con la edad. Cerca del 15% del total de hepatocitos pueden presentarse como 

células tetranucleadas. Las células hepáticas, en etapa adulta tienen bajo índice mitótico. El 

citoplasma es eosinofilico y granular, dependiendo del estatus funcional, pueden aparecer 

vacuo las de glucógeno o de lípidos (3). 

La unidad estructural básica del hígado es el lobulillo hepático, estructura hexagonal orientada 

alrededor de la vena central o vena hepática. Este concepto, fue propuesto principalmente por 

Rappaport, quien desarrolló el esquema básico del lobulillo hepático teniendo la tríada portal 

como su centro (2,4). La estructura formada por la vena central, la vena porta y la arteria 

hepática, junto con los hepatocitos situados entre éstas, se conoce como acino hepático. El 

concepto de acino hepático muchas veces permite entender mejor el mecanismo de las 

enfermedades hepáticas y su relación con los cambios morfológicos producidos por estas 

enfermedades. 

_____________________J 



El acmo es la unidad funcional del hígado y conceptualmente es una masa de parénquima 

dependiente del aporte sanguíneo proporcionado por la circulación portal (5). El parénquima 

del acino hepático es dividido de manera arbitraria en tres zonas: (1) periportal, (2) 

mediolobulillar, y (3) centrolobulillar (3). La zona periporta! o zona l se encuentra más cerca 

del aporte vascular, la zona peri venosa o zona 3 se localiza cercana a la vena hepática y la 

zona mediolobulillar o zona 2 se encuentra intermedia entre ambas. Esta división entre las 

diferentes zonas no puede ser identificada por métodos histológicos, pero se refleja en su 

presión sanguínea, aporte de oxígeno, suplemento de nutrientes y grado de actividad 

enzimática. 

Variaciones en estos factores explican por que muchas lesiones tóxicas tienen una distribución 

zonal. Hepatocitos de la zona 1 (Z 1) se encuentran expuestos a sangre con mayor aporte de 

oxígeno y nutrientes, además de contar con un número mayor de mitocondrias. Las células de 

la zona 3 (Z3) tienen un aporte de oxígeno y sustratos más reducido, además de contar con un 

contenido enzimático mayor, como es el caso de las enzimas citocromo PA50, epóxido 

hidrolasa y glutation transferasa. Debido a sus diferencias en contenido enzimático y 

estructura subcelular los hepatocitos de la zona 1 y la zona 3 del parénquima hepático 

presentan diferencias en su capacidad metabólica. Por lo cual, se puede hacer una división 

zonal de acuerdo al metabolismo (6). 

Zona l.-Metabolismo energético oxidativo con ~-oxidación, catabolismo de aminoácidos, 

urea génesis, gluconeogénesis, síntesis de colesterol y formación de bilis. 

Zona 3.- Glucólisis, liponeogénesis, síntesis de glucógeno a partir de glucosa, cetogénesis, 

formación de glutamina y metabolismo de xenobióticos. 

Debido a su localización intermedia los hepatocitos de la Z2 representan una fase de transición 

metabólica entre la Z 1 y la Z3. 

Cada célula hepática es capaz de realizar múltiples actividades metabólicas; la actividad 

enzimática prevalente en los hepatocitos es el resultado de una adaptación al micro ambiente 

regulada por la micro circulación hepática. Cambios patológicos en la estructura y la 

circulación pueden causar un cambio enzimático de una zona acinar a otra. 
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Las principales enzimas que metabolizan drogas se encuentran en la membrana del retículo 

endoplásmico liso de los hepatocitos (también llamado microsoma hepático), además de las 

enzimas presentes en las mitocondrias, el citosol y en los lisosomas (3). 

De los proceso de biotransformación realizados en el hígado el sistema enzimático del 

cito cromo P450, juega un papel trascendental. Las enzimas de este sistema representan los 

catalizadores biológicos más versátiles y se encuentran localizadas en la membrana del 

retículo endoplásmico liso de las células del hígado Las principales reacciones bioquímicas 

que catalizan son reacciones de oxidación y la característica común es la conversión de 

substratos lipofílicos a metabolitos más hidrofílicos (7). 

Aunque originalmente este sistema enzimático se conoce por su principal actividad que es la 

detoxificación, ahora se sabe que puede metabolizar muchas drogas y activar compuestos pro 

carcinogénicos, que pueden iniciar procesos de carcinogénesis. Un ejemplo de esta activación 

metabólica es la biotransformación del compuesto hepatocarcinogénico, 2-acetilarninofluoreno 

(8), empleado en nuestro modelo experimental. 

La gran susceptibilidad del hígado al daño por agentes químicos es una consecuencia del papel 

que juega este órgano en el metabolismo de substancias extrañas. La susceptibilidad de cada 

individuo al daño hepático por compuestos químicos varia de acuerdo a la edad, al sexo, el 

estado nutricional, la exposición a otras drogas, la presencia de enfermedades sistémicas y a 

otros múltiples factores 

Cáncer de hígado 

El cáncer de hígado es el tipo de cáncer más común a nivel mundial Las zonas endémicas con 

mayor prevalencia de cáncer de hígado son Asia y África, con un 20 a 30% del total de los 

cánceres registrados en los países de esos continentes. Mientras que en Europa y Norte 

América no sobrepasa el 2% del total de neoplasias. Una caracteristica bastante particular, es 

la elevada frecuencia de este cáncer en el hombre con una relación 6: 1 entre los géneros 

masculino:femenino. La razón de la prevalencia y la mejor sobrevida del género femenino no 



es clara. Sin embargo, la predominancia del género masculino se explica en parte por que el 

alcoholismo, las enfermedades crónicas del hígado, y en particular las infecciones crónicas del 

virus de la hepatitis B y C (HBV y RCY), se presentan con mayor frecuencia en los hombres 

que en las mujeres (4). 

Las lesiones hepáticas benignas más comunes son los hemangiomas. Mientras que los tumores 

primarios malignos en hígado, pueden presentase básicamente en dos diferentes formas, como 

carcinoma hepatocelular (CRC) o colangiocarcinoma. Desde el punto de vista patobiológico, 

el cáncer hepatocelular en humano es una enfermedad heterogénea con una etiología que 

puede ser relacionada a varios agentes y diferentes condiciones. 

A pesar de que como se mencionó anteriormente existe cierta prevalencia en cuanto al sexo, 

las causas exactas del desarrollo del cáncer primario de hígado aún no se encuentran bien 

establecidas. Sin embargo, en adultos existen factores que incrementan la posibilidad de 

desarrollar cáncer hepático. Estos factores incluyen: 

Ser del género masculino. 

Tener más de 50 años 

Encontrarse expuesto a substancias con un gran potencial carcinogénico, como las 

aflatoxinas 

El uso de estrógeno s orales como método anticonceptivo. 

Padecer hematocromatosis hereditaria 

Exposición a los virus de hepatitis B y C 

Padecimiento de cirrosis. 

El conjunto de síntomas en el caso de carcinoma hepatocelular puede ser insidioso o repentino. 

Usualmente años de deterioro en la salud pueden ser atribuibles a una enfermedad crónica del 

hígado, antes de que aparezcan síntomas agudos tales como dolor abdominal o ictericia La 

mayoría de los pacientes con CHC presentan molestia o dolor abdominal, anorexia, baja de 

peso, náuseas, tiebre e ictericia (9). Los signos clínicos son más evidentes cuando se presenta 
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hepatomegalia, muchas veces con una masa hepática palpable, ictericia, líquido de ascitis y 

distensión de las venas abdominales. Muchas de estas caractensticas se presentan debido en 

parte a una cirrosis hepática previa al cáncer de hígado. El curso de la enfermedad varia de 

paciente a paciente, pero en general su desenlace es rápido con promedio de vida de seis a 

ocho meses (IO). 

El desarrollo del cáncer hepático en seres humanos puede tomar varios años y progresar hasta 

etapas consideradas malignas como la invasión y la metástasis. La historia natural de los 

tumores malignos del hígado, puede dividirse en cuatro fases: a) daño a nivel de ADN en 

células blanco, b) crecimiento de células transformadas, c) invasión local, d) metástasis 

distante (11). El carcinoma hepatocelular puede diseminarse por invasión directa, sobre todo sí 

se encuentra en contacto directo con órganos adyacentes como riñones o el diafragma. La 

invasión a través de la vena hepática o los conductos biliares son comunes. Sin embargo, el 

principal órgano que invade es el pulmón además de los nódulos linfáticos abdominales (10). 

En tejidos no proliferantes como el hígado, un paso limitante para el inicio del proceso de la 

carcinogénesis puede ser la proliferación celular. En este órgano las células ovales son 

consideradas células indiferenciadas con un gran potencial para progresar a hepatocitos o a 

colangiolos; éstas mismas células se consideran que pueden ser el origen de algunos 

carcinomas hepáticos inducidos químicamente Desde el punto de vista embriológico, esta idea 

es atractiva debido a que los hepatocitos y los conductos biliares tienen un origen común en el 

divertículo hepático (9). Sin embargo, la etiología a nivel molecular no ha sído aún definida, 

ya que no existe ninguna asociación específica entre la activación de algún oncogen o la 

pérdida de un gen supresor en carcinoma hepatocelular, demostrada hasta ahora (12,13). 

5 
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Estudios bioquímicos de la actividad hepática 

Las manifestaciones clínicas y bioquímicas del daño hepático reflejan parte del daño 

histológico. Las llamadas Pruebas de Funcionamiento Hepático (PFH's) son utilizadas en la 

evaluación y manejo de pacientes con alguna enfermedad hepática. Estas representan un 

método sensible y no invasivo para la evaluación de las disfunciones hepáticas. Los ensayos 

bioquímicos en pacientes con enfermedad del hígado son necesarios para asegurar el 

diagnóstico, estimar la severidad del daño, asegurar un pronóstico y evaluar la terapia (14). 

El uso de las pruebas de funcionamiento hepático en conjunto, hacen de éstas una herramienta 

con mayor especificidad y sensibilidad en el diagnóstico. Usadas apropiadamente pueden 

contribuir a confirmar la impresión clínica. Ninguna de estas pruebas, de manera aislada 

pueden proporcionar datos suficientes para establecer un diagnóstico. Por lo que es necesario 

utilizarlas en conjunto, en donde cada una de ellas deberá de reflejar un parámetro diferente de 

la función hepática (15). 

Existen una sene de pruebas bioquímicas para evaluar la funcionalidad del hígado. Estas 

pruebas se pueden agrupar de la siguiente manera: 

a) Pruebas de capacidad de transporte de aniones orgánicos y metabolismo de drogas. En 

este grupo podemos encontrar la determinación de bilirrubinas. 

b) Pruebas que detectan daño hepático 

e) Pruebas que determinan la capacidad biosintética del hígado. La determinación de 

proteínas totales es una de ellas. 

d) Pruebas que detectan infecciones o alteraciones inmunológicas. 

Dentro de las pruebas que detectan daño hepático se encuentran los ensayos enzimáticos, los 

cuales se pueden agrupar en dos categorías' 1) enzimas cuya elevación en suero refleja daño 

generalizado a hepatocitos y 2) enzimas cuya elevación en suero reflejan probable colestasis. 

La colestasis se refiere a la falla de los conductos biliares per se, lo cual va acompañado de 

acumulación de substancias en la sangre normalmente excretadas en la bilis (4) 
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Los niveles anonnales de bilinubinas, fosfatasa alcalina, aminotransferasas y proteínas totales 

pueden detectarse tanto en pacientes con cirrosis como aquellos con carcinoma hepático, por 

lo que ninguna de estas dos enfermedades se puede diagnosticar solamente por la alteración de 

los niveles normales de estas pruebas de laboratorio. 

Pacientes que padecen de cirrosis y presenten cambios repentinos en los valores de algunas de 

estas moléculas sugieren la complicación hacia cáncer, particularmente en el caso de la 

fosfatasa alcalina. 

El diagnóstico definitivo se apoya en la determinación de otros marcadores séricos como la 

alfa feto proteína y en exámenes de gabinete como las técnicas de imagenología (10). Además 

de la sintomatología relacionada directamente con el cáncer hepático, también se presentan 

cambios metabólicos que incluyen la hipoglucemia, debido al incremento del metabolismo de 

la glucosa por parte del tumor; hipolipidemia probablemente debido a la incontrolable 

colesterogénesis; incremento en la AFP, macroglobulinemia y portiria. 

Modelo experimental de hepatocarcinogénesis 

El uso de modelos experimentales en el estudio del cáncer, ha permitido reducir el tiempo de 

aparición de las lesiones neoplásicas, homogenizar el tipo de lesiones e incrementar la 

incidencia de estas. A través de ellos ha sido posible conocer parte de los mecanismos del 

control genético del cáncer, de los mecanismos de iniciación y progresión tumoral, y comenzar 

el estudio del proceso de invasión y metástasis (11, 8). 

Los primeros modelos de carcinogénesis en animales se remontan a más de 50 años. En estos, 

se desarrollaron estudios con papiloma de piel en ratones, utilizando compuestos aromáticos 

policíclicos como inductores del cáncer (16). 

De los modelos experimentales de hepatocarcinogénesis descritos en la literatura existen dos 

modelos muy representativos. Uno es el hepatoma transplantable de Morris, en donde se 

muestra claramente la variabilidad en las etapas finales de la carcinogénesis. El otro es el 

modelo de Farber, el cual contempla principalmente el estudio de la progresión tumoral basado 

7 



en la comparación de lesiones precursoras tempranas con el desarrollo de carCInoma 

hepatocelular (17). Existen otros modelos de hepatocarcinogénesis, los cuales emplean 

hepatectomia parcial; estos han sido utilizados para determinar la fase de la replicación celular 

en la cual los hepatocitos son más sensibles al efecto de inducción del cáncer. 

En el modelo de Solt-Farber (18), los hepatocitos alterados, resistentes a efectos inhibitorio s 

de la proliferación celular por parte de agentes carcinogénicos, son inducidos por la exposición 

a una dosis única de un carcinógeno severo que actúa como iniciador (dietilnitrosamina-DEN). 

Las células transformadas, proliferan de manera lenta. Su capacidad para metabolizar drogas 

se ve alterada a nivel de la biodisponibilidad, el tiempo de vida media en circulación, la 

conjugación y el metabolismo. Afectando en consecuencia la farmacocinética de las drogas. 

En ocasiones, esta transformación se manifiesta como una resistencia al efecto inhibitorio de 

un carcinógeno. La naturaleza de esta "resistencia" en las lesiones hiperplásicas no es bien 

conocida, pero en parte puede derivarse a la reducida capacidad para procesar agentes tóxicos 

o la deficiencia de ciertas enzimas necesarias para la activación metabólica de estas toxinas 

(19). 

Estos hepatocitos "resistentes" son precursores potenciales para el desarrollo del cáncer de 

higado, pero no han adquirido la propiedad de crecimiento autónomo. Los hepatocitos 

"resistentes" son seleccionados a desarrollarse dentro de nódulos, por exposición por dos 

semanas a una dieta conteniendo acetil aminofluoreno (2-AAF). Además del tratamiento con 

un estímulo generalizado de la proliferación, tal como una dosis necrogénica de tetracloruro de 

carbono (CCI4). Después de esto las células tienen la capacidad de proliferar rápidamente hasta 

desarrollar nódulos hiperplásicos (20). De acuerdo a la modificación hecha por Lans (21), los 

animales se mantiene con un suministro constante de fenobarbital (FB). El fenobarbital 

incrementa el número de células alteradas al favorecer la transformación de "células tumorales 

latentes" a células realmente malignas, en un proceso de "propagación". Bajo este esquema se 

asegura el desarrollo de cáncer hepático (Ver Figura 1). 

En el proceso de hepatocarcinogénesis distintos focos o nódulos premalignos se desarrollan en 

el hígado antes de la aparición del carcinoma hepatocelular. Como lo indica Solt-Farber, un 
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COMPUESTO 

DEN 
Dietilnitrosamina 
INDUCTOR 

2-AAF 
2-Acetilaminofluoreno 
PROMOTOR SELECllVO 

Tetracloruro de carbono 
PROMOTOR GbNERALIZADO 

Fenobarbital 
AC'llVADOR 

CAUSA 

Alteración en células 
hepáticas 
a nivel de DNA 

Induce la proliferación diferencial 
de las células iniciadas 

Induce la proliferación 
de las células hepáticas 

Promueve la activación del 
metabolismo hepático 

- - --~~~~~-----

EFECTO 

Células iniciadas 

Nódulos preneoplásicos 

Incremento en el tamaño y 
número de nódulos preneoplásicos. 

Disminuye el tiempo de transformación 
de las lesiones preneoplásicas a 
neoplásicas. 

FIGURA 1. EVOLUCION DE LAS LESIONES HEPÁTICAS DURANTE EL DESARROLLO DE LA 
HEPATOCARCINOGENESIS. 
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carcinógeno no induce a una célula neoplásica, sino más bien son células precursoras no 

neoplásicas las cuales sufren transformación a neoplasias. 

En el modelo de Solt-Farber las células hepáticas iniciadas que pueden ser seleccionadas 

parecen estar azarosamente distribuidas sin ninguna predilección por una u otra zona del acino 

hepático. En este esquema la replicación celular es un punto clave en el inicio y desarrollo del 

cáncer en el hígado (8). En éste, se induce el crecimiento de numerosos focos locales positivos 

a la actividad de la enzima gama glutamil transpeptidasa (GGT); muchos de estos progresan a 

nódulos híperplásicos y a carcinoma hepatocelular. 

Invasión y metástasis, el sello de la malignidad en la carcinogénesis 

(hepatocarcinogénesis) 

La característica fundamental de las células cancerosas es la pérdida de su capacidad para 

controlar el crecimiento y división. En cualquier parte del cuerpo pueden originarse grupos de 

células que proliferen de forma anormal. De éstos, los que no pueden invadir los tejidos 

vecinos y permanecen estrictamente localizados reciben el nombre de tumores benignos; los 

que invaden y se diseminan reciben el nombre de tumores malignos. 

No todas las células que le dan forma a un tumor presentan caracteristicas funcionales 

semejantes, aún cuando su origen celular sea el mismo. Así, tenemos que células aisladas de 

un mismo tumor muestran diferencias con respecto a su manera de crecer, su cariotipo, sus 

receptores de superficie celular, la expresión de lectinas, inmunogenicidad, respuesta a drogas 

citotóxicas y capacidad invasiva y metastásica (22). 

La metástasis resulta ser la mayor causa de morbilidad y mortalidad en pacientes con cáncer. 

Algunos tratamientos como la cirugía, la quimioterapia y radioterapia pueden curar 

aproximadamente al 50% de los pacientes que desarrollan tumores malignos. Desde ese punto 

de vista lo más importante es que el cáncer se detecte y se extirpe antes de que inicie la 

metástasis (23). 
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Una de las principales características del comportamiento de las células tumorales 

metastásicas es la tendencia a cruzar compartimentos tisulares cercanos y mezclarse con 

diferentes tipos celulares. Es probable que durante el crecimiento de un tumor éste desprenda 

células malignas a la circulación, lo cual no siempre desemboca en la formación de metástasis. 

La gran heterogeneidad de las sub poblaciones celulares en el tumor primario junto con las 

pocas células con capacidad para metastatizar, hacen suponer que el número de células 

invasoras es pequeño y que la inmensa mayoría de las células malignas que se desprenden al 

torrente sanguíneo mueren posteriormente. Sin embargo, aún cuando en porcentaje el número 

de células con capacidad real de invadir y metastatizar es bajo, recordemos que sólo se 

requiere de una sola célula para formar una masa tumoral independiente. 

Por todo lo anterior, resulta muy importante estudiar las principales caracteristicas de las 

células con capacidad para invadir y metastatizar a otros tejidos u órganos, el cual representa 

aproximadamente el 1% del total de células de un tumor primario sólido. 

La cadherina-E y el activador de plasminógeno tipo urocinasa (uPA), proteínas 

esenciales en los procesos de invasión y metástasis. 

Los procesos de invasión y metástasis del cáncer engloban una compleja sene de pasos 

secuenciales que involucran ciertas propiedades de las células tumorales y del huésped, entre 

ellas la proteólisis enzimática, la capacidad motriz de las células tumorales y la adhesión 

celular. En realidad, ninguna de estas propiedades son exclusivas de las células neoplásicas, es 

claro que las diferencias entre los procesos fisiológicos de migración celular y la naturaleza 

patológica de la invasión se basan principalmente en los mecanismos de regulación de estas 

propiedades. 

La invasión y la metástasis pueden ser facilitadas por proteínas que estimulan: a) la liberación 

de células tumorales, b) la unión de estas células a células huésped o elementos de la matriz 

extracelular, c) la proteólisis por parte de las células neoplásicas hacia la barrera del huésped 

para facilitar la invasión, d) la locomoción celular, y e) la formación de colonias de células 

transformadas en el órgano blanco El entendimiento de los factores que controlan 
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esencialmente el proceso celular hacia el fenotipo invasivo debe permitir la identificación de 

nuevas estrategias en la terapéutica para la prevención y tratamiento de la formación de las 

metástasis. 

Los tumores malignos presentan desarreglos en la arquitectura del tejido lo que se ha atribuido 

a alteraciones en la adhesión celular (24). Esta pérdida en la adhesividad intercelular en células 

cancerosas es debida, en parte, a cambios funcionales en las uniones célula-célula. Cualquier 

cambio significativo en la expresión o en la estructura de alguno de los componentes 

esenciales de las uniones adherentes producen un desensamble y consecuentemente más 

células móviles del carcinoma invasivo (25). Productos de oncogenes tales como src, ras,jos y 

me! se ha demostrado que desestabilizan la unión intercelular (26). 

Aparentemente las células malignas dejan de modular la adhesividad intercelular como pre 

requisito para el comportamiento invasivo (27). Varias moléculas han sido estudiadas por su 

posible asociación con la invasión y diseminación de los tumores, entre estas se encuentran las 

integrinas (28), selectinas (29), CD44 (30) y las moléculas de adhesión homotípicas (CAM's). 

Entre estas últimas se encuentran las cadherinas, una familia de glícoproteinas 

transmembranales responsables de la adhesión intercelular dependiente de calcio (31). Estas 

proteínas se encuentran codificadas en genes que están estrechamente localizados uno de otro 

en los cromosomas 5, 16 Y 18 principalmente (32). 

Las cadherinas son glícoproteinas de membrana que constan de 723 a 748 aminoácidos (33), 

constituidas por un dominio carboxiloterminal altamente conservado, un dominio 

transmembranal y un dominio extra celular constituido por cinco sub dominios repetidos. Los 

sub dominios son enumerados de C l-C5 (en donde C 1 es el más distante a la membrana 

celular) (34). Ver Figura 2A 

La proteína cadherina-E es uno de los miembros de esta familia, ha sido caracterizada 

ampliamente en los laboratorios de Takeichi, Edelman, Kemler entre otros (35, 36). La 

cadherina-E, también llamada ovomorulina (ratón), L-CAM (gallina) y ARC-l, es una 

glicoproteína transmembranal de aproximadamente 120 kDa (37), localizada principalmente 

en la unión de la ;;onllfa adherents. 
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La cara basolateral de las células contienen dímeros de cadherinas, los que a su vez se asocian 

con los dímeros contiguos, presentes en la membrana de las células adyacentes. Esta 

interacción dimérica genera una estructura en forma de "zipper" que permite la adhesión 

intercelular y homotípica de las células (Figura 2 A y B) (38, 39). La región citoplásmica de la 

molécula de cadherina posee sitios de reconocimiento para las cateninas, moléculas que 

interaccionan con la red de filamentos de actina y otras proteínas citoplásmicas y 

transmembranales (Figura 2C) (35). 

La unión célula-célula a través de la cadherina-E es dependiente de calcio a nivel de su 

dominio extracelular (40, 41). El sistema de unión intercelular cadherina-cateninas formado a 

partir de la unión del dominio carboxilo citoplásmico de cadherina-E está asociado con las 

cateninas a, 13 y y (36, 42, 43). La cadherina se une directamente con las catenina 13 y y, 

mientras que su unión con la catenina-a es a través de un complejo con la actina del 

citoesqueleto. 

El gen de la cadherina-E humana (CDH1) esta situado en el cromosoma 16q22.1, dentro de un 

grupo grande de genes altamente conservados que incluye el locus para heptaglobina, 

quimotripsinógeno B, metalothionina-1 y -2, tirosin amino transferasa y lectin:colesterol acetil 

transferasa (44 - 46). El gen de cadherina-E humano consiste de 16 exones en un rango de 

tamaño de entre 115 a 2245 pb (Figura 2D). Posee un intrón que ocupa más del 50% de la 

longitud total del gen (65 kb de 100 kb totales) 

Datos obtenidos experimentalmente consolidan la correlación observada entre la pérdida de la 

expresión de cadherina por parte de las células epiteliales, la adopción de la morfología 

fibroblastoide y el incremento en la progresión tumoral (47). Tumores con morfología epitelial 

conservada, clasificados como bien diferenciados expresan gran cantidad de cadherina, no así 

los tumores con morfología alterada, clasificados como desdiferenciados los cuales reducen la 

cantidad de moléculas expresadas (48). En un estudio inmunohistoquímicos en tejido 
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FIGURA 2 ESQUEMA DEL GEN Y LA PROTEINA DE CADHERINA-E . 

A) Formación de un dímero de cadherina-E en moléculas contiguas. Los sub dominios de la 
región extracitoplásmica se representan como C I-CS 

B) Estructura en forma de "zipper" entre células adyacentes; estas estructuras forman parte 
importante de la llamada zonula adherens. MP, membrana plasmática. 

C) Esquema de las proteínas involucradas en el complejo cadherina-E, cateninas (a, ~ y pl20 
ctn ) y cito esqueleto (a-actinina y F -actinina). 

D) Representación esquemática de la posición de los exones dentro del gen de la cadherina-E. 
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canceroso, se demostró que la expresión de cadherina-E se redujo hasta en un 45% en cáncer 

de esófago (49), estómago (50) y mama (51). 

La expresión de cadherina-E se encuentra estrechamente ligada con la diferenciación celular e 

invasión sabiéndose que, por lo menos en algunas estirpes celulares, existe una desregulación 

en su expresión (52); estos procesos pueden ser revertidos por la reexpresión de la cadherina-E 

(53). Sin embargo, existen tumores que expresan abundante cantidad de cadherina-E y aún así 

presentan la capacidad de metastatizar (33). Algunos posibles mecanismos a través de los 

cuales las células tumorales pueden superar la cohesividad mediada por cadherinas incluyen 

la desregulación trancripcional, mutaciones puntuales en los sitios de unión a calcio, la pérdida 

de la expresión de cadherina-E o la proteólisis de la misma (54). La perturbación del sistema 

de adhesión de la cadherina puede ocurrir también como resultado de la fosforilación de las 

cateninas y las propias cadherinas (55, 56). Desórdenes traduccionales o la pérdida alélica del 

cromosoma 16q (57), en el cual se encuentra localizado el gen de cadherina-E, han sido 

reportados como posibles mecanismos de expresión anormal de la cadherina-E en cánceres 

humanos (58, 59) 

Las células con capacidad para metastatizar exhiben un patrón de interacciones intercelulares 

muy complejo en el proceso de adhesión. La pérdida de la adhesión celular mediada por 

cadherina-E puede verse como un paso inicial en el proceso de invasión. A esto debe seguir la 

degradación de la matriz extracelular que facilita la infiltración tumoral (27, 55). Las células 

tumorales acoplan proteólisis y motilidad para producir la invasión en tiempos y lugares que 

no son apropiados para las células normales. 

La degradación proteolítica durante la migración celular en procesos de invasión y metástasis 

permiten a las células migratorias pasar a través de la matriz extracelular o la membrana basal. 

Una característica típica de las células tumorales es la sobreproducción de enzimas 

proteolíticas en respuesta a múltiples señales (60); el incremento en la producción de estas 
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enzimas les permiten degradar parte de las proteínas de la matriz extracelular y les facilitan el 

proceso de migración e invasión. 

La localización de proteasas en la superficie de las células, su activación y la regulación de la 

proteólisis son claves para la elucidación del papel de las proteasas de membrana en el 

remodelamiento tisular e invasión tumoral. En este proceso cuatro tipos de proteasas estan 

involucradas: (a) metaloproteasas (colagenasa tipo 1, II Y III, estromelisina, gelatinasas), (b) 

aspartil proteasas (catepsina D), (c) serin proteasas (activadores de plasminógeno tipo 

urocinasa y tisular, y plasmina) y (d) cisteiníl proteasas (catepsina B, D, H Y L). 

Así, tenemos por ejemplo, que en el sistema del activador de plasminógeno, constituido por 

varias serin proteasas, sus niveles de expresión se modifican en respuesta a diversos agentes, 

además de estar estrechamente asociado al fenómeno neoplásico (61). 

Existen dos tipos de activadores de plasminógeno, el tisular y la urocinasa, los cuales actúan 

sobre el plasminógeno. El plasminógeno es sintetizado en células del hígado como una 

proenzima inactiva. Al ser activado el plasminógeno pasa a plasmina, la cual a su vez puede 

activar otras pro enzimas de proteasas o puede directamente degradar las proteínas de la matriz 

extracelular, incluyendo la membrana basal (Figura 3). 
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FIGURA 3 MOLECULAS INVOLUCRADAS EN LA ACTIV ACION DE LA 

CASCADA PROTEOLÍTICA DEL uPA. 

El esquema muestra al uP A secretado por un tumor, éste se une a su receptor anclado en la 

membrana citoplásmica activando el plasminógeno a plasmina. La plasmina puede activar 

metaloproteinasas (MMP), secretadas también por el tumor. Ambos grupos de enzimas 

(sistema del activador de plasminógeno y metaloproteasas) ahora son capaces de degradar los 

componentes de la matriz extracelular (ECM). 
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El activador de plasminógeno tipo urocmasa (uP A por sus siglas en inglés) participa 

directamente en la proteólisis durante la migración celular y remodelamiento tisular, bajo 

condiciones fisiológicas y patológicas (62). El uPA se encuentra en sangre, semen, orina, 

fluido uterino y células; es secretado por muchos tipos de células, entre ellas las células 

cancerosas, macrófagos activados, células granulosas del ovario estimulado, etc. La activación 

del plasminógeno, catalizado por el uP A., ha mostrado ser esencial en la degradación de la 

matriz extracelular, disolución de la membrana basal y la invasividad en el cáncer en una gran 

variedad de modelos (63). La pro-enzima (pro-uPA) se activa al unirse a su receptor de 

membrana con alta afinidad (uPA-R); este receptor es el sitio de reacción para la activación 

del plasminógeno mediada por el uP A en la célula, acelerando de esta manera la generación de 

plasmina a partir del plasminógeno, y localizando la actividad de uPA en la superficie de las 

células. 

En la actualidad, el posible papel del activador de plasminógeno en el desarrollo y 

diseminación de tumores esta recibiendo una considerable atención. En cáncer de mama se ha 

visto la relación directa que guarda la expresión del uP A con el grado de diferenciación del 

tumor sobre todo con aquellos de carácter invasivo (62). Así mismo, en algunos casos se han 

detectado niveles elevados del receptor en sangre y en orina (64). 

El sistema del activador de plasminógeno/plasmina se encuentra sujeto a un control estricto a 

múltiples niveles, incluyendo la transcripción y activación de genes, la estabilización de su 

ARNm, la traducción y secreción de pro enzimas latentes, la unión de proenzimas a la 

membrana celular o componentes de la matriz extracelular, la activación de enzimas, la 

inhibición por inhibidores específicos y la degradación o remoción de enzimas activas (65, 

66). 

Aparentemente, la producción de grandes cantidades de activador de plasminógeno no es una 

característica constante de las células malignas. En particular, en líneas celulares con una larga 

historia de cultivo in vitro, estas pueden llegar a perder la propiedad de producción de uPA sin 

perder su tumorigenicidad. Sin embargo, las condiciones en que se desarrolla un tumor in vivo 

son muy particulares, de ahí la importancia que reviste el establecer sí el activador es un 
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constituyente normal en las células, sí es producido únicamente por el tumor, sí su síntesis se 

eleva de manera directa con el avance de la malignidad de los tumores o sí se incrementa en 

ciertos estadios de la tumorigénesis. 

La detección de células expresando proteínas del sistema del activador de plasminógeno se ha 

comenzado a utilizar como marcador biológico en ensayos de citometría de flujo, junto con la 

expresión de ciertas citoqueratinas (67). 

La actividad proteo lítica de las células tumorales es tan sólo una de las actividades que 

favorecen el crecimiento y diseminación de los tumores. También tenemos que considerar que 

la activación de la síntesis de uP A se ve acompañada por un incremento en los niveles de 

expresión de los factores de crecimiento epidérmico (EGF) y de crecimiento hepático (HGF) 

(68,69). 

Debido a que la cadherina-E influye en la capacidad de invadir de las células de carcinoma, se 

ha considerado la posibilidad que esta intervenga en la regulación de la producción del 

activador de plasminógeno tipo urocinasa (uPA) de las células invasivas. Se tienen 

antecedentes que sugieren la relación directa entre la adhesión célula-célula, a través de la 

cadherina-E, la integridad del cito esqueleto en particular los filamentos de actina y la 

regulación de la biosíntesis del uP A (60). 

En células LC-PK, la cual es una línea celular derivada de un epitelio renal de cerdo, la 

expresión de uPA es inducida por la reorganización de las proteínas del citoesqueleto (tanto 

actina como tubulina). La inducción es debida a la activación transcripcional del gen de uP A a 

través de un mecanismo independiente de la protein cinasa C y de la protein-cinasa­

dependiente del AMPc. La activación es específica sobre el gen de uP A a través de un 

elemento transcripcional que actúa en cis sobre el promotor de uP A. En este caso las 

moléculas de actina pudieran estar actuando como mediadoras en la relación uPA-cadherina-E. 

Existe otra teoría, que relaciona directamente a uPA y a la cadherina-E, y que propone que en 

la regulación de la expresión del uP A existe un mecanismo de retroalimentación positiva 

(feedback) a través de cadherina-E. Al incrementarse la actividad proteolítica en la vecindad 

de la célula cancerosa, ya sea por un ligero incremento autónomo en la expresión del uP A o 

alguna otra enzima proteo lítica, cadherina-E pudiera ser sujeta a proteólisis, esto incrementaría 
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la expresión de uPA al modificarse las interacciones cadherina-E-actina. La pérdida de la 

función normal de la cadherina-E seguida de una reorganización de la actina en el 

citoesqueleto, dirigiría una vía de señalización que incrementaría la expresión de uP A e 

incrementaría los niveles de proteólisis alrededor de las células tumorales para facilitar su 

invasión (70). 

Junto con estas propuestas, también se han observado experimentalmente que el ión calcio 

induce la redistribución del uPA en las uniones célula-célula, además de su co-Iocalización 

con cadherína-E, sugiríendo esto una umón entre el uP A y la formación de umones 

intercelulares en queratinocitos. Así, la distribución de uPA umdo a su receptor, en el mismo 

modelo de queratinocitos, es controlada por la concentración del ión calcio en el 

micro ambiente y puede ser modulada por la cadherina-E (71). 
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ANTECEDENTES 

El desarrollo del cáncer en seres humanos puede tomar varios años y durante el llamado 

período de latencia, pueden llevarse a cabo múltiples cambios celulares en el tejido afectado. 

Las nuevas poblaciones celulares que aparecen, representan estados o pasos en la evolución 

celular desde células normales, pasando por iniciadas, preneoplásica, premalignas, hasta 

células altamente malignas, con la capacidad de invadir o metastizar a sitios distantes. 

La invasión y la metástasis son el sello de la malignidad en las neoplásias, la mayor causa de 

muerte en pacientes con cáncer y el principal impedimento para la cura del mismo. 

Una de las características fundamentales en los procesos de invasión y metástasis es la 

movilidad celular; para que células tumorales puedan migrar hacia otros sitios se requiere 

favorecer el desarrollo de ciertos procesos como son la activación de proteasas y el 

decremento en la adhesión célula-célula (24, 61). Sin embargo, se desconoce sí la activación o 

el decremento en la actividad de estas moléculas son exclusivas de la invasión o metástasis o 

bien, comienzan a presentarse desde las etapas iniciales de la carcinogénesis. 

El diagnóstico del cáncer, en especial el cáncer de hígado, aún se sigue realizando en etapas 

avanzadas de la enfermedad, por lo que la evaluación de la progresión de la carcinogénesis en 

muestras de pacientes resulta dificil de establecer. Sin embargo, el análisis de muestras 

provenientes de pacientes con cáncer hepático han sido muy útiles en estudios 

epidemiológicos, en el seguimiento de tratamientos con anticancerigenos y en evaluaciones 

fenotípicas, entre otros. 

En el estudio de procesos tan complejos como el cáncer, se ha visto la necesidad de utilizar 

modelos animales (72). Uno de los modelos más utilizados en el estudio de las alteraciones 

iniciales en el cáncer hepático, ha sido el modelo de hepatocarcinogénesis desarrollado por 

Solt-Farber, llamado "modelo de hepatocitos resistentes" (18), el cual fue posteriormente, 

modificado ligeramente por Lans (21). Este modelo permite el análisis detallado y secuencial 
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de los aspectos bioquímicos y biológicos del cáncer hepático durante las diferentes etapas de 

su desarrollo (18, 73). 

La expresión de moléculas tan importantes en la carcinogénesis, en especial invasión y 

metástasis, como lo son la cadherina-E y el uP A no han sido evaluadas en modelos que 

permitan el estudio de la cinética de expresión de ambas moléculas durante la carcinogénesis 

en hígado, o en cualquier otro órgano o tejido. La mayoría de los estudios clínicos que se tiene 

de estas moléculas, evaluados de manera individual o en conjunto (74, 75, 76), son estudios 

transversales que analizan la expresión en muestras de tejido sano, con lesiones pre y 

neoplásica. Generalmente la evaluación de estas moléculas en la carcinogénesis, en muestras 

de pacientes se realiza en etapas avanzadas del cáncer, frecuentemente en aquéllas muestras en 

donde se establece el diagnóstico de la enfermedad. La expresión de estas moléculas en el 

inicio y en las etapas intermedias de la carcinogénesis se desconoce casi por completo. Una de 

las bondades del modelo de Solt-Farber, es la de permitir un estudio longitudinal, con un 

número representativo de muestras y con una población en estudio en condiciones ambientales 

y de alimentación semejantes. 

La cadherina-E es la principal molécula de adhesión del tejido epitelial, y ha sido implicada en 

la carcinogénesis ya que frecuentemente se han reportado alteraciones en su expresión en 

cáncer epitelial humano (48, 77). El papel de la cadherina-E en el cáncer y en especial en la 

metástasis ha resultado muy relevante, debido a su aparente uso como indicador pronóstico; se 

ha visto que la pérdida o la reducción de la expresión correlaciona con el incremento de la 

agresividad y desdiferenciación de algunos carcinomas (27). 

Estudios realizados sobre la progresión maligna de las células hepáticas han buscado algunos 

marcadores que permitan identificar características ligadas a displasias y que se encuentren 

relacionadas a alteraciones neoplásicas. Entre estos se han utilizado al receptor del factor de 

crecimiento hepático (c-Met), la proteína del retinoblastoma (Rb) (76), el factor de crecimiento 

transformante-beta l (TGF-b 1) Y la cadhenna-E (54). Los niveles de expresión de cadhenna-
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E se mantienen constantes en carcinoma hepatocelular bien diferenciados (CHC), 

particularmente en aquellos con patrón de crecimiento acinar o trabecular. La cadherina-E ha 

sido detectada en hepatocitos normales, pero no en hepatocitos displásicos, los cuales se cree 

son precursores del carcinoma hepatocelular (76). 

En un estudio realizado con 91 casos de carcinoma hepatocelular en humanos se encontró una 

disminución en la expresión de la cadherina-E en el 56% de los casos. Esto correlacionó con 

factores pronósticos, como el tamaño del tumor y el índice mitótico, entre otros. Pacientes con 

desregulación en la expresión de cadherina-E mostraron una sobrevida más baja que el resto 

de la muestra estudiada (77). 

Como se comentó anteriormente la sobre-expresión de enzimas proteo líticas en los procesos 

de invasión y metástasis, se encuentra ampliamente documentado (61, 78). Sin embargo, la 

cinética de expresión del uP A en la hepatocarcinogénesis aún no se ha reportado. En el 

carcinoma hepatocelular humano se han detectado un incremento en la expresión del uP A y 

de otros miembros del sistema enzimático de la vía de la urocinasa, entre ellos el receptor para 

uPA (uPA-R) y la proteína inhibidora del activador de plasminógeno-tipo 1 (pAl-l). Estos 

miembros del sistema del activador del plasminógeno han sido relacionados con un pobre 

pronóstico en la sobrevida (78, 79). Se ha observado que existe una correlación entre la 

elevación en los niveles de expresión de uPA y uPA-R y la existencia de invasión y metástasis. 

En hígado humano, no existen datos disponibles en cuanto la transcripción de los genes del 

activador de plasminógeno en condiciones fisiopatológicas. Los datos disponibles se 

relacionan con los niveles séricos del uPA y tP A en pacientes con CHC o alguna otra patología 

y no existen evidencias reportadas de la posible contribución del hígado humano como fuente 

de las formas circulantes del activador de plasminógeno (80). 



JUSTIFICACION 

El cáncer sigue siendo uno de los principales problemas de salud pública en el mundo y una de 

las principales causas de muerte entre la población mexicana. 

Existen datos clínicos y experimentales que han contribuido al entendimiento de algunos 

factores que inducen, promueven, y favorecen el desarrolJo del cáncer. Sin embargo, falta 

entender varios de los mecanismos que regulan el crecimiento, la progresión y la diseminación 

del cáncer. 

Uno de los principales problemas por abordar es el diagnóstico oportuno, no existe hasta el 

momento, salvo contadas excepciones, marcadores específicos que indiquen la presencia de 

lesiones neoplásicas en etapas tempranas. Este problema es particularmente importante en la 

clínica de hígado, ya que por lo general el cáncer hepático es diagnosticado en etapas muy 

avanzadas de la enfermedad. Uno de los propósitos del proyecto es el de analizar la posibilidad 

de que cambios en los niveles de expresión del activador de plasminógeno tipo urocinasa y/o 

la cadherina-E pudieran asociarse con alguna etapa en particular del desarrolJo del cáncer y 

poder utilizarlos como marcadores tumorales. 

Una vez diagnosticada la enfermedad, es de suma importancia conocer su progresión y 

pronóstico. Puntos en donde pudieran contribuir significativamente la detección del uP A y la 

cadherina-E, de acuerdo a datos previamente reportados para otros tipos de cáncer (53, 66). 

Para cubrir estos puntos nos apoyamos en el modelo experimental de hepatocarcinogénesis 

química desarrolJado por Solt-Farber; mediante este modelo se obtuvieron las muestras 

biológicas requeridas para realizar los estudios correspondientes y tratar de dar respuestas a los 

planteamientos establecidos previamente. 

Nuestro trabajo trata de mostrar una opción experimental en el estudio del papel de una 

molécula de adhesión y una enzima proteolítica en el inicio, desarrollo y evolución del tejido 

neoplásico. 

24 



HIPOTESIS 

Mediante el empleo de un modelo experimental de hepatocarcinogénesis se podrá analizar la 

cinética de expresión del activador de p1asminógeno tipo urocinasa (uP A) Y de la cadherina-E 

durante la progresión del cáncer. El uP A incrementará su síntesis conforme vaya progresando 

el cáncer hepático, mientras la cadherina-E se expresará de manera homogénea en el tejido 

hepático mientras mantenga sus caracteristicas de diferenciación celular. 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar los cambios en la expresión de cadherina-E y del activador de plasminógeno tipo 

urocinasa (uP A) en un modelo de hepatocarcinogénesis experimental. 

Objetivos particulares: 

Implementar en el laboratorio el modelo experimental de hepatocarcinogénesis 

desarrollado por Solt-Farber. 

Evaluar las condiciones funcionales del hígado durante el desarrollo del modelo 

experimental. 

Estudiar los niveles de expresión de la cadherina-E y del activador de plasminógeno 

tipo urocinasa (uPA) a nivel de ARN mensajero durante el desarrollo del cáncer de 

hígado en el modelo experimental. 

Analizar los niveles de expresión de la proteína uP A y su distribución, en cortes de 

tejido hepático durante la evolución del cáncer de hígado. 
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METODOLOGIA 

Modelo Experimental 

Se utilizó un modelo experimental de hepatocarcinogénesis química con duración de 12 

meses; para lo cual se emplearon un total de 396 ratas Wistar macho de entre 120 y 150 g de 

peso, alimentadas con una dieta estándar (24% de proteína) y expuesta a ciclos alternos de luz 

artificial por períodos de 12 horas. Los animales fueron mantenidos en un ambiente con 

humedad y temperatura controlada y el alimento yagua fueron administradas ad libítum. El 

comité ético del Instituto Nacional de Investigaciones Médicas y de la Nutrición aprobó los 

procedimientos experimentales. 

Los animales fueron sometidos a un procedimiento de selección descrito por Solt y Farber 

(20) ligeramente modificados por Lans (21) (Figura 4). Brevemente, 220 animales recibieron 

una dosis única intraperitoneal (i.p.) de dietilnitrosarmna (DEN) (200 mg/kg) disuelto en 

solución salina. Después de dos semanas los animales fueron alimentados con una mezcla 

homogénea de su dieta estándar más 0.02% de 2-acetilaminofluoreno (2-AAF), suministrado a 

libre demanda por dos semanas (semana 3 y 4). Al término de la tercera semana los animales 

recibieron una dosis intra gástrica (i.g.) de tetracloruro de carbono (CCI4) (2 ml/kg) diluido 

volumen a volumen en aceite de maíz. Después de la cuarta semana los animales recibieron 

fenobarbital al 0.05% en el agua de consumo hasta el día de su sacrificio. Un segundo grupo 

de 110 animales fueron utilizados como controles sano. Final~ente,' tres grupos restantes de 

22 animales cada uno fueron utilizados como controles de los agentes carcinogénicos. Un 

grupo recibió DEN y 2-AAF. El otro grupo fue tratado con 2-AAF y CCI4 . El último grupo 

recibió DEN y CCk De manera periódica (cada dos semanas), los animales incluidos en el 

modelo, tanto controles como tratados, fueron sacrificados por exsanguinación, previa 

anestesia con dietil ether. Después del sacrificio se realizó un examen visual post mortem del 

hígado y del resto de los órganos, en busca de alteraciones anatómica evidentes (Ver Figura 

5) 
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TIEMPO O 

ACTIVIDAD: INDUCTOR 

COMPUESTO: Dletllnitrosamina 
DOSIS: 200 mglkg 
VIA: l.g 

MODELO EXPERIMENTAL 

220 RATAS WISTAR MACHO 120-150 g 

HEPATOCARCINOGENESIS QUIMICA 

15 días 1 mes 

1// 
PROMOTOR PROMOTOR 

SELECTIVO GENERALIZADO 
2-acetilaminofluoreno CCl, 
0.02% 2 ml/kg 
oral (en el alimento) l.p 

PROMOTOR 
HEPATICO 

Fenobarbital 
0.05 % 
oral (en el agna de consmno) 

FIGURA 4. MODELO EXPERIMENTAL DE HEPATOCARCINOGENESIS QUIMICA 
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Sacrificio de animales 

Obtención de tejido hepático 

Estudio histológico Ensayos de inmunohistoguímica 

Hematoxilina & eosina uPA 

RT-PCR 

uPA 

Cadherina-E 

FIGURA 5. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS 
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Pruebas de funcionamiento hepático 

Alanino aminotransferasa (ALT) 

Aspartato aminotransferasa (AST) 

Fosfatasa Alcalina (FA) 

Gama glutamil transpeptidasa (GGT) 



El hígado fue pesado y cortado en pequeñas porciones para su evaluación; posteriormente una 

parte de la muestra fue fijada en alcohol para su análisis inmunohistoquímico e histológico. 

Otras secciones fueron inmediatamente congeladas en nitrógeno líquido y mantenidas a -70°C 

hasta su uso. Junto son las muestras de tejido hepático se tomaron muestras de sangre para 

realizar los estudios bioquímicos del funcionamiento hepático (Ver Figura 5). 

Producción del anti suero anti uPA 

Como parte del trabajo experimental se produjo un antisuero policlonal anti uP A. Para esto se 

emplearon dos conejos machos New Zeland, sanos, de aproximadamente 800 g cada uno. 

Estos animales fueron inmunizados con 400 ¡..Lg de urocinasa (UK) (Sigma, St Louis, MO) 

inactivada con diisopropil fluorofosfato (DIFP) (Sigma, St Louis, MO) (81). La urocinasa fue 

mezclada con el adyuvante completo de Freund e inyectados subcutáneamente. Los animales 

recibieron una segunda dosis un mes después. Los conejos fueron sangrados a blanco 8 

semanas después de la primera inmunización; el suero fue separado y el título de los 

anticuerpos anti-urocinasa fue determinado por un ensayo de ELISA. La especificidad de la 

inmunoreacción fue confirmada al neutralizar con un exceso de 50 veces la concentración 

molar del uPA las bandas inmunoreactivas en el Western blot (datos no mostrados). 

Análisis morfométrico e inmunohistoquímico 

Una vez obtenidas las muestras de tejido hepático se colocaron en una solución de formalina al 

10%. Posteriormente los tejidos fueron procesados de acuerdo al examen histológico de rutina 

utilizando la tinción de hematoxilina y eosina. 

Junto con los fragmentos de hígado se tomaron muestras de tejido pulmonar de algunos 

animales del modelo para su análisis histológico. 
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El uPA fue localizado en los cortes de tejido hepático utilizando los anticuerpos policlonales 

producidos en el laboratorio. Se utilizaron secciones de 5 micras a partir de bloques 

previamente fijados en etanol y embebidos en parafina. Se bloqueo la peroxidasa endógena 

con 3 % de HzOz en metanol por 25 minutos, posteriormente el tejido fue incubado con el 

anticuerpo policlonal anti-urocinasa diluido 1 :5,000 en 1 % albúmina sérica bovina en buffer 

de fosfatos- (l3SA-PBS) por 60 minutos a 3TC. La unión del anticuerpo fue detectada 

empleando un segundo anticucrpo anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa (2.5 ¡¡g/mI) 

(l3oehringer Mannheim, Mannheim, FRG) incubado por 60 minutos a 37°C; como substrato 

colorido se utilizó 0.5 mg/ml 3-3' diaminobenzidina tetrahidrocloruro (Sigma, St. Louis, MO)/ 

0.1 % HzOz. Los cortes fueron contrateñidos con hematoxilina y posteriormente montad.::; 

Algunas muestras fueron preincubadas sin el suero de conejo como control negativo 

Para el análisis semicuantitativo de la inmunohistoquímica tres áreas del teji,¡c, ",er'·::·:·" ~:U'" 
seleccionadas: el espacio periportal, el espacio intralobuliIlar y los nódulos. Las células 

inmunoreactivas fueron evaluadas utilizando el método semi cuantitativo descrito por 

McCarthy and Constantini (82, 83), en el cual la intensidad y el porcentaje de 

inmunoreactividad de las células fueron evaluados. El porcentaje de la inmu"0r~,-~,i. :.:.,,: :. 

:::, ""'"',,, :c:" ::'",ificada en cuatro diferentes categorías de acuerdo a la intensidad de la 

tinción, considerando como O (sin tinción), 1+ (débil tinción pero detectablt j.:: >",;;.>; .. ' 

(:" .. " .. ;,.'~. "m", ~".,da laminilla, el resultado final fue el producto de multiplicar el porcentaje de 

células inmunoreactivas por la intensidad de las mismas usando la siguiente ~:):T".::::: 

score : Pi (i + 1) 

en donde 1 = 1,2,3 Y Pi varía de O al, en donde 1 = 100% de células inmunoreactivas 

positivamente. El score calculado de esta manera correlaciona perfectamente con el método 

inmunohistoquímico cuantitativo derivado del analizador de imagenes com[l"¡"';'" ' .. _'o _. 

:",':é) de la evaluación de receptores de estrógeno en cáncer de mama (82). 
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Determinación de la actividad enzimática de los marcadores bioquímicos de la función 

hepática 

La función hepática fue evaluada en grupos de 6 de 10 animales problema junto con 4 

animales control ( sin tratamiento), esto en cada uno de los tiempos estudiados. Se determinó 

en suero la actividad del aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT), 

fosfatasa alcalina (FA) Y gama-glutamiltranspeptidasa (GGT). La determinación de estas 

enzimas fue utilizando un equipo automatizado Coulter-Counter. 

Extracción de ARN total y ensayo de RT-PCR 

Para el análisis de la expresión a nivel de ARN mensajero de los genes del uP A, cadherina-E y 

f3-actina, como control interno, se tomaron algunos fragmento de tejido hepático (1 cm2 

aproximadamente) de cada uno de los animales del modelo experimental. El ARN total del 

tejido hepático fue aislado de acuerdo a la metodología descrita por Chomczinsky (84). Se 

colocó la muestra de tejido hepático en 1 mI del reactivo TRIZOL (GIBCO-BRL) en tubos 

corex y se disgregó con la ayuda de un disgregador de tejidos (polytron). Después de la 

homogenización se incubó la mezcla por 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se 

agregaron 0.2 mI de cloroformo. Las muestras fueron mezcladas vigorosamente y 

centrifugadas a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El ARN total fue precipitado a partir de 

la fase acuosa, mezclando con 1 mI de isopropanol e incubando toda la noche a -20°e. El 

sobrenadante fue removido y el precipitado lavado con etanol al 75%. El precipitado fue 

secado al aire y resuspendido en 100 ¡.tI de agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC). El 

ARN total fue cuantificado leyendo la absorbancia a A260 nm a partir de una dilución (1:250) 

de cada una de las muestras. El ADN contaminante fue removido de las muestras de ARN 

total tratándolas con la enzima ADNasa 1 libre de ARNasa (GffiCO BRL). 
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El ARN total fue convertido a ADN copia (cADN) por medio de la reacción de la enzima 

reversa transcriptasa. Para llevar a cabo estos ensayos se tomaron 1 ¡.ti (1 ¡tg) de ARN total y 

se colocó en un tubo para PCR de pared delgada de 0.2 mI de capacidad. Se agregaron 8 ¡tI de 

la mezcla de reacción la cual contenía buffer de PCR Ix (20 mM Tris-RCl (pR 8.4), 50 mM 

KCl), 6.6 mM MgCh, 5.4 mM dNTP's (GIBCO BRL), 9.6 U Inhibidor de RNasas (ROCHE 

Mannheim, Germany), 0.080 ¡tg de oligo (dT)lO (ROCHE Mannheim, Germany), 6.6 mM de . 

DTT Y 48 U de la enzima M-ML V Reversa Transcriptasa (GIBCO BRL), esta mezcla fue 

incubada a 42°C por 60 minutos. 

Para el ensayo de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), el producto de ADNcopia fue 

dividido en 3 fracciones, de 3ul cada una, para la amplificación del uF A, cadherina-E y 13-

actina. El buffer de PCR (1 x), 1.76 mM de MgCIz, 1.5 U de la enzima Taq polimerasa 

(GIBCO BRL) Y 10 pMol de cada par de oligonucléotidos, junto con el producto de la 

reacción de la reversa transcriptasa dieron un volumen final para cada par de oligonucléotidos 

de 15 ¡tI. Después de un paso inicial de desnaturalización a 94°C por 5 minutos, se 

programaron 30 ciclos de la siguientes condiciones: 94°C por 50 segundos, 60°C por 50 

segundos y noc por 50 segundos. Posteriormente se realizó un ciclo final de extensión de 7 

minutos a noc. El equipo utilizado fue un Perkin Elmer modelo 9600. Los productos del RT­

PCR fueron analizados en un gel de agarosa al 2 %, sometidos a una electroforesis y teñidos 

con bromuro de etidio. 

Los oligonucléotidos utilizados en el PCR fueron sintetizados de acuerdo a las secuencIa 

reportada en el Gene Bank, después de haber realizado una minuciosa comparación de 

homologías para hacer el diseño altamente específicos de cada uno de los oligonucléotidos 

utilizados. 

Secuencia sentido 

uPA GAG MC CAG CCC TGG TTT GC 
cahenna-E CCT CGA MC ATG CAG TIC TGC 
b-actina GGG TeA GAA GGA TIC CTA TG 

Secuencia antisentido 

CAC TGT GGG TCA GCA GCA 
TCC CGC CTI CAT GCA GTI GTT 
GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG 
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Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos en el ensayo inmunohistoquímico 

semicuantitativo se utilizó un análisis de varianza de Kruskal Wallis. Los valores de p<O.05 

fueron considerados estadísticamente significativos. 
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RESULTADOS 

Como resultado del empleo del modelo de hepatocarcínogénesís experimental, con duración 

de 12 meses desde la administración de la dietilnitrosamina (DEN), se indujo el desarrollo de 

carcinoma hepatocelular bien diferenciado en ratas macho Wistar. 

Al hacer un examen visual del resto de los órganos sólo se encontraron lesiones macroscópicas 

en pulmón. No se encontró metástasis en algún otro tejido u órgano. Sin embargo, no se 

descartó la posibilidad de que existiera invasión y micro metástasis al interior del propio 

hígado. 

El día del sacrificio de cada lote de animales control y con tratamiento, se llevó el registro del 

peso corporal y el peso del hígado; además del valor promedio de los pesos registrados 

también se analizó la mortalidad de los diferentes lotes de animales. Como se puede observar 

en la Tabla 1 la tasa de mortalidad de los animales tratados incrementó conforme fue 

avanzando el modelo experimental. En los animales control no se observó esta misma 

tendencia. 

Después de hacer el examen macroscópico del tejido hepático de cada uno de los animales, se 

registró el tamaño de las lesiones y junto con el estudio histopatológico, se determinó el tipo 

de lesiones. Estos datos se presentan en la Tabla II. El incremento en el tamaño de las lesiones 

y el aumento en el número de animales que las presentaron fueron más evidentes en los 

últimos meses del modelo. Así mismo, el tipo de lesiones pasó de ser simples alteraciones 

locales, al inicio del tratamiento, a la aparición e incremento del carcinoma hepatocelular al 

término del mismo. 

En los dos últimos meses se observó un aumento en la cantidad de nódulos y lesiones, 

caracteristicas del carcinoma hepatocelular, que fue imposible hacer un recuento de las 

lesiones semejante al realizado en los meses anteriores; se podria decir que a ese tiempo el 

tejido hepático fue sustituido en su totalidad por un carcinoma hepatocelular. 



Tabla 1 Peso proImlio y IlDrtalidad de los aniJmles utiJizlJdos en el mxleIo experinrntaI. 

M'sesde Peso COllJOral (g) 3 Peso del hí~o (g) 3 M>rtalidad (mrertos 1 total) 
1 2 1 2 

trntanIenfu Tratados Control Thrtados Control Tratados 
1 

Control 

2 415±57* 319±20 19±1* 14±1 2/20* 0110 

3 424BO* 512:1:30 21±2* 13±2 2/20* OlIO 

4 477±31* 526:±11 20±3* 13±1 2/20* 0110 

5 5W:57 53O±15 24±5 17±2 2/20* 0110 

6 646:1:55 58O±18 21±2 1&1:2 4/20* 1/10 

7 532±49 550±20 270M 1&8 4/20* 0110 

8 559±52 610±16 26:8* 19±2 5/20* 0110 

9 575±38* 63O±18 21:1:4 20±3 6/20* 1/10 

10 572±59 620±14 23±3 21:1:4 7/20* 0110 

11 6J1±74 6JO±20 28±4 22±3 7/20* 1/10 

12 574±57 635±18 39±108 24:1:4 8/20* 1/10 

T ratarrilrtO, AAF + IEN + en 4 +PB. La adtrinistración de cada una de estas sustaIx:ias 

se espxillca én l\1Jterial Y 1v1:!odos. 
2 

Control, aniIrnles sin trataniento. 

2 

3 Re¡:cesentan el prorredio ± DS de 20 aniIrnles tratados y de 10 anÍlrnles control, respectivatrente. 

* p<O.05 con respecto al control. 
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Tabla II Tamaño y porcentaje de lesiones hepáticas en los animales tratados' 

Meses Lesiones hepáticas Animales Tipo de lesiones 
de tratamiento diámetro (mm) con lesiones NH 1 NN 2 CHC 3 

2 < 1 6/18 6 2 O 

3 l/18 1 1 O 

3 < I 7/18 6 4 O 

4-5 l/18 1 1 O 

4 1-3 7/18 7 4 2 

4-5 5/18 4 2 2 

SO 3/18 1 1 2 

S 1-3 9/18 S 8 2 

4-5 5/18 3 3 3 

6 1-3 3/16 2 3 2 

4-5 8116 2 S 4 

20 3/16 1 1 2 

SO l/16 O O l 

7 1-3 3/16 1 2 2 

20-40 4/16 1 2 2 

8 4-5 3/15 O 2 3 

20-40 7/15 O 3 7 

9 4-5 3/14 O I 3 

20-40 6/14 I 2 6 

SO 3/14 O l 3 

10 20-40 6/13 O 2 6 

SO 6/13 l 3 6 

'N H, nódulos hiperplásicos 
, 
NN, nódulos neoplásicos 

'CHC, carcinoma hepatocelular 

* Tratamiento, DEN+AAF+CCl4+PB 
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Análisis histopatológico 

La interpretación del análisis histopatológico ciego al tiempo del tratamiento, fue realizado 

con la ayuda del Dr. Rogelio Hernández Pando, jefe de Investigación en Patología 

Experimental del Departamento de Patología del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de 

la Nutrición. Las muestras de tejido hepático en los primeros tres meses de iniciado el 

tratamiento mostraron pequeños nódulos hiperplásicos distribuidos al azar. Estos nódulos 

fueron constituidos por hepatocitos grandes (hipertrofia) con núcleos hipercromáticos y 

abundante citoplasma acidófilo (Figura 6A). Espacios porta rodeados por células con cierto 

grado de regeneración activa. Además, se observaron pequeñas zonas de necrosis, asociadas 

con modificaciones en la estructura celular (núcleos picnóticos y citoplasmas vacuo lados ). 

Después de cuatro meses, se desarrollaron grandes nódulos hepáticos formados por 

hepatocitos neoplásicos mostrando atipia nuclear e hipercromasia, numerosos núcleos 

alargados y acidófilos, así como en mitosis (Figura 6B). A partir de este tiempo, de acuerdo al 

patólogo, se considera como el inicio de la aparición de nódulos constituidos por células de 

aspecto neoplásico. Después de 5 meses de iniciado el tratamiento, se observaron grandes 

nódulos (1 cm o más) substituyendo el parénquima hepático. Estos nódulos fueron formados 

por hepatocitos neoplásicos y quistes con material acidófilo coloidal (Figura 6C). Se observó 

esteatosis de gota fina y gota gruesa. Dentro o cercano a estos nódulos se encontró la 

formación de vasos sanguíneos y conductos biliares muy dilatados que recuerdan peliosis 

(flecha) (Figura 6D). 

Después del sexto mes, todos las alteraciones histopatológicas incrementaron 

progresivamente. Hacia el octavo mes del tratamiento se observó en algunos nódulos y en el 

parenquima internodular la presencia de vasos sanguíneos telangectásicos, ampliamente 

dilatados (peliosis hepatis) (Figura 6E) junto con la presencia de grandes conductos biliares 

(Figura 6F), las cuales fueron características comunes en el hígado de los animales de esta 

etapa en la carcinogénesis. Animales con 12 meses de tratamiento mostraron enormes tumores 

coalescentes cubriendo casi todo el tejido hepático. Los grupos controles tratados únicamente 
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con dietilnitrosamina, acetilamino fluoreno, o tetracloruro de carbono junto con el 

fenobarbital, mostraron una baja mortalidad y el desarrollo de pequeños tumores. 

En el estudio histológico del tejido pulmonar se observó abundante tejido linfoide, 

ensanchamiento de tabiques Inter. alveolares, infiltrados inflamatorios perivasculares y 

perialveolares. De manera particular se logró observar en algunos animales áreas con 

hemorragia, neumonía lipoídica, y conforme avanzaba el modelo fue evidente el desarrollo de 

inflamación crónica, fibrosis y hemorragia antigua (datos no mostrados). 

Otra de las caracteristicas patológicas registradas durante el desarrollo de nuestro modelo de 

hepatocarcinogénesis fue la presencia de esteatosis, la cual se caracterizó por una 

acumulación de pequeñas (microvesicular) o grandes (macrovesicular) gotas de lípidos en los 

hepatocitos, resultado de una alteración en el desequilibrio entre el depósito y la excreción de 

los mismos. 





Figura 6. Estudio histopatológico del hígado de rata durante el desarrollo de un modelo 

de hepatocarcinogénesis química. 

(A) Después de dos meses de iniciada la administración de las drogas del modelo de 

hepatocarcinogénesis (DEN, AAF, CC14 y PB), se observó la aparición de nódulos 

hiperplásicos con alargamiento de sus hepatocitos además de núcleo hipercromático (x400). 

(B) En el transcurso de los meses 3 y 4 del modelo, los nódulos neoplásicos constituidos por 

células hepáticas con figuras mitóticas (flecha) fueron observados (x400). (C) Al quinto mes 

de administrado el esquema de drogas carcinogénicas, varias estructuras quísticas con material 

coloidal (asterisco) fueron formados dentro de los nódulos neoplásicos (x400). (D) En el 

mismo intervalo de tiempo, se neoformaron muchos conductos biliares con bandas de 

colágena, las cuales rodeaban a los nódulos neoplásicos (flechas) (x200). (E) Después de seis 

meses de tratamiento hubo la presencia constante de vasos sanguíneos telangectásicos 

(asterisco) dentro de los nódulos neoplásicos (x200). (F) A un año del tratamiento todo el 

tejido sano del órgano fue reemplazado por confluentes nódulos neoplásicos rodeados por 

septos fibrosos con numerosos conductos biliares en neoformación (asterisco) (x200). Todas 

las muestras fueron teñidas con hematoxilina & eosina. 
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Distribución del uPA en el tejido hepático. 

En muestras de tejido hepático sano y de los animales tratados los primeros dos meses, se 

encontraron escasos hepatocitos positivos auPA localizados principalmente en el área 

periportal e intralobulillar, cuyo porcentaje de células positivas fue de 18% y 5% (p <0.05), 

respectivamente (Figura 7 A Y 8). Después de tres meses de iniciado el tratamiento, el número 

de hepatocitos inmunoteñidos en las mismas áreas incrementó en un 25% y 100%, 

respectivamente. En este tiempo, el 25% de los hepatocitos localizados en los nódulos 

hiperplásicos exhibieron una intensa inmunoreactividad (Figura 7B y 8). Después de cuatro 

meses de tratamiento, cuando los nódulos se encontraron constituidos principalmente por 

células malignas, la inmunohistoquímica para uPA mostró cierta heterogeneidad. Así, 

encontramos nódulos neoplásicos con células fuertemente inmunoreac!Ívas o bien zonas en 

donde, sólo unos pocos hepatocitos localizados en la periferia eran positivos (Figura 7C y D). 

Cercano a los cinco meses de tratamiento, los hepatocitos positivos para uP A alcanzaron su 

máximo porcentaje de expresión en los nódulos neoplásicos y en la placa limitante (Figura 8). 

Los niveles más bajos de expresión fueron localizados en el área intralobulillar, estos niveles 

permanecieron entre 0.4 - 0.6 unidades de inmunoreactividad durante todo el modelo 

experimental. En los estados avanzados del cáncer, de 6 a 11 meses, la inmunoreactividad de 

los nódulos neoplásicos decreció hasta en un 30% (Figura 8). Sin embargo, muchas células del 

hígado neoplásico con fuerte inmunotinción fueron observadas alrededor de los quistes 

degenerativos (Figura 7E) y en la neoformación de conductos biliares (Figura 7F). Valores de 

p <0.05 se consideraron estadísticamente significativos. 
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Figura 7. Expresión y localización del activador de plasminógeno tipo urocinasa 

(uPA) durante el desarrollo del modelo de hepatocarcinogénesis en cortes de hígado. 

(A) En el hígado de los animales control se observó una ocasional y débil tinción de 

hepatocitos alrededor de las áreas portal (flecha) y en medio del lobulillo hepático (x 

400). (B) Después de dos meses de tratamiento hubo un incremento en el número y en la 

inmunoreactividad de los hepatocitos del área periportal (flecha) e intralobulillar (cabeza 

de flecha) (x400). (C) A los cuatro meses del tratamiento, los hepatocitos periportales 

fueron inmunoreactivos (flechas) y los nódulos neoplásicos mostraban una fuerte 

heterogeneidad, algunos nódulos exhíbieron una fuerte y homogénea inmunoreactividad 

(asterisco negro), otros nódulos mostraron una tinción media en los hepatocitos 

localizados en la periferia (asteriscos blanco) (x200). (D) En el mismo intervalo, se 

observaron gran cantidad de nódulos tumorales con células positivas (x400). (E) Después 

del sexto mes del tratamiento, se presentaron numerosas células teñidas alrededor de los 

quistes. (F) Después de un año de la administración de drogas carcinogénicas se 

detectaron una gran cantidad de hepatocitos inmunoreactivos alrededor de los conductos 

biliares en neoformación (x200). Los cortes fueron contrateñidos con hematoxilina. El 

tratamiento de los animales se describe en detalle en Material y Métodos. 
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Figura 8. Análisis de la cinética y distribución celular del activador de plasminógeno tipo 

urocinasa (uPA) en el modelo de hepatocarcinogénesis. 

En esta figura se gráfica la inmunoreactividad, la cual resulta de multiplicar el porcentaje de 

células inmunoteñidas por la intensidad de la tinción, contra tiempo (meses) de acuerdo a lo 

descrito en Material y Métodos, Las células inmunoteñidas presentes en los nódulos tumorales 

( A), zona periportal (e) y las áreas intralobulillares (O) fueron evaluadas. Grupos de 6 

animales fueron analizadas a diferentes intervalos de tiempo después de la administración de 

los carcinógenos. Los cortes de hígado fueron procesados por inmunohistoquímica utilizando 

un anticuerpo policlonal anti-uP A. En donde e representa a los animales en tiempo cero. (p 

<005), 
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Estudio de la función hepática. 

Para evaluar la función del hígado se determinó la actividad de algunas enzimas hepáticas, 

como la aspartato amino transferasa (AST), alanin amino transferasa (ALT), la fosafatasa 

alcalina (FA) y la gamma-glutamil transpeptidasa (GGT). En los primeros cuatro meses del 

tratamiento se observó un incremento bastante considerable de la actividad de las enzimas 

aspartato amino transferasa (AST) y fosfatasa alcalina (FA) con respecto a los animales 

control (Figura 9A y D) (p <0.05). Mientras tanto, en esos mismos tiempos, la gamma 

glutamiltranspeptisa (GGT) tiende a presentar un incremento constante (p <0.05) Y la alanin 

amino transferasa (ALT) se mantiene en valores semejantes a los controles (Figura 9 B Y C). 

Posterior al quinto mes y casi hasta el final del modelo la tendencia tanto de la AST como la 

ALT es a mantener valores por debajo de los registrados en los controles (p <0.05). La FA 

registra fluctuaciones en sus valores cercanos a los valores obtenidos en las muestras control 

durante el resto del modelo. 

La enzima que mostró una mayor correlación con los cambios histológicos observados en el 

tejido hepático fue la GGT. El incremento en la actividad del GGT comenzó en el cuarto mes, 

tiempo en el cual se registra la aparición de los primeros nódulos neoplásicos. La actividad de 

la GGT incrementó progresivamente y alcanzó su máxima expresión entre el 7 y 8 mes, 

tiempo en el que existe un gran número de nódulos neoplásicos en el hígado (p <0.05). 

Después del octavo mes los niveles de la GGT decrecieron hasta valores cercanos a los 

controles. La GGT no fue detectada en el suero de animales control. La cantidad de proteínas 

totales en suero, tanto en animales control como los tratados no mostró ningún cambio 

significativo durante el desarrollo del modelo (datos no mostrados). 
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Figura 9. Análisis de la función hepática 

En el suero de los animales tratados (e), junto con grupos control (tratados únicamente con 

fenobarbital) ( ... ), se determinaron los niveles de A) Aspartato aminotransferasa (AST), B) 

Alanin aminotransferasa (AL T), C) Gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) y D) Fosfatasa 

alcalina (FA). La actividad enzimática fue determinada en un Anlizador Coulter. Cada punto 

representa el valor promedio ± DS en ensayos experimentales por cuadruplicado. El (*) 

representa la diferencia con respecto al grupo cootrol (p<O.05). 
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Análisis de la expresión de uPA y cadherina-E a nivel de ARNm durante el 

desarrollo de la carcinógenesis. 

Posterior a la extracción del ARN total, de acuerdo al método de Chomczinsky (ver 

Material y Métodos), confirmamos la integridad del ARN mediante un gel de agarosa en 

condiciones reductoras. En la figura lOA se presentan algunas muestras representativas 

del ARN total de cada grupo de animales del modelo experimental. En esta imagen se 

puede observar la calidad óptima de las muestras por la presencia de las bandas de 28S y 

1SS características del ARN total integro. 

Una vez establecidas las condiciones óptimas del RT-PCR para el uPA, la cadherina-E y 

la ~-actina se procedió a procesar las muestras provenientes del tejido hepático de los 

animales del modelo. En la figura 10 B podemos observar una imagen representativa de 

los productos de RT -PCR en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. El 

tamaño de los fragmentos amplificados en cada una de las muestras, concuerda con los 

tamaños esperados, de acuerdo a la secuencia del ADNc reportada en el Gen Bank. En 

esta imagen se pueden observar variaciones en la intensidad de las bandas de uP A, 

mientras que para cadherina-E y ~-actina se observa una expresión mucho más constante 

en los diferentes tiempos estudiados. 

Los niveles de expresión tanto para uPA como para la cadherina-E fueron evaluados de 

acuerdo a los resultados obtenido a partir de un análisis densitométrico de las muestras 

corridas en los geles de agarosa. 

Ayudados por un equipo de captura y análisis de imágenes (marca UVP), se realizó un 

análisis semicuantitativo de los productos de RT-PCR de las muestras de tejido hepático. 

En la figura 9C podemos observar la representación gráfica de los datos obtenidos en el 

análisis semicuantitativo de los niveles de expresión En esta figura se graficaron las 

Unidades Relativas de Absorbancia (URA) contra el tiempo del desarrollo del modelo 

expresado en meses. 
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Figura 10. Niveles de expresióu del ARNm deuPA y de cadherinll-l? ~\'1 muestras de 

tejido hepático durante el desarrollo del modelo de fíepa:tocarcinogénesi~ . 
.: '1", 

A) Después de hacer la extracción del ARN total de cada una de las muestras de tejido 

hepático mediante la técnica de Chomczinsky (ver Material y Métodos), el ARN total 

se sometió a una electroforesis en condiciones reductoras para verificar su integridad. 

En esta figura se muestran algunos ejemplos representativos de cada uno de los 

tiempos analizados. El primer carril (C) representa a los animales control sm 

tratamiento. 

B) El ARN total extraído, cuantificado y analizado en un gel, fue amplificado por medio 

de la técnica de RT-PCR (como se específico en Material y Métodos). De manera 

específica se amplificó el ARN mensajero que codificaba para el activador de 

plasminógeno tipo urocinasa (uPA), cadherina-E y 13-actina (control interno). El último 

carril (M), representa al marcador de peso molecular. 

Los niveles de expresión del ARNm del uP A Y cadherina-E fueron calculados de acuerdo a los 

resultados obtenidos en un análisis densitométrico semi cuantitativo de los productos de RT­

PCR de las muestras de tejido hepático analizadas en cada tiempo. Se graficaron las Unidades 

Relativas de Absorbancia (URA) contra tiempo expresado en meses. En donde, las Unidades 

Relativas de Absorbancia representan el valor promedio del producto de dividir la lectura en 

unidades de absorbancia de las bandas de uPA (O) entre el valor de 13-actina y cadherina-E 

(e) entre el valor de 13-actina respectivamente. El (*) representa la diferencia con respecto al 

grupo control (p<O.05). 



Las Unidades Relativas de Absorbancia representan el producto de dividir la absorbancia 

obtenidas a partir de la banda de uP A entre la absorbancia de la banda ~-actina de una 

misma muestra. Este mismo procedimiento se aplicó a la cadherina-E. En el cálculo de las 

URA se utilizó la expresión de ~-actina corno factor de corrección. 

De acuerdo a los resultados esquematizados en esta gráfica, podernos observar que la 

expresión de uP A a lo largo del modelo fue variable. La mayor expresión de uP A se 

observó entre el tercer y quinto mes, alcanzando valores que duplicaron los niveles 

obtenidos por los animales control. Posteriormente se registró un descenso constante 

paulatino hasta el final del modelo, sin llegar a valores semejantes al de los controles. 

La expresión de cadherina-E fue más constante, las variaciones a 10 largo del modelo 

fueron pequeñas y no parecen tener una relación directa con la evolución de la 

carcinogénesis. Los niveles de expresión de la cadherina-E en las muestras control fueron 

muy semejantes a las observadas en el resto de los animales del modelo. 

Al hacer una comparación de los niveles de expresión entre uPA y cadherina-E a lo largo 

del modelo (ver la Figura 10 B Y C), observarnos que la cadherina-E se expresó en mayor 

proporción y de manera más constante en el tejido hepático que el uP A, esto pudiera 

relacionarse directamente con su función en el tejido hepático. 

Los valores de uPA y cadherina-E de los animales del modelo en comparación con los 

animales control presentan diferencias estadísticamente significativas en todos los 

tiempos del modelo. 
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DISCUSIÓN 

Cáncer de hígado 

Los mecanismos de carcinogénesis en el hígado permanecen como uno de los puntos centrales 

en investigaciones oncológicas. Se han obtenido significativos avances en el entendimiento de 

su desarrollo debido a que se han encontrado cambios histológicos, genéticos y metabólicos 

que clínicamente son relevantes en la transformación maligna. 

Sin embargo, existen algunas razones que han dificultado el empleo de muestras clínicos para 

establecer la secuencia exacta de eventos en el desarrollo del carcinoma hepatocelular. En 

primer lugar, la obtención de muestras hepáticas de pacientes, requiere del empleo de técnicas 

invasivas. Además de que la cantidad de muestra obtenida es casi siempre insuficiente. Por 

otro lado, en estadios tempranos de la enfermedad hay ocasiones que el diagnóstico no puede 

determinarse por métodos histopatológico, por lo que algunas de las veces se requieren de 

pruebas específicas en busca de marcadores tumorales que ayuden a confirmar el diagnóstico, 

sí la muestra de tejido hepático es pequeña este tipo de estudios dificilmente se pueden llevar 

acabo. 

Modelo experimental de hepatocarcinogénesis 

Teniendo en cuenta todo 10 anterior se hace necesario el empleo de modelos experimentales en 

el estudio del inicio y desarrollo del cáncer; este tipo de modelos han contribuido 

substancialmente al entendimiento del proceso de la carcinogénesis (16, 18,21). 

Una de las aportaciones más importantes de los modelos animales es la posibilidad de hacer un 

seguimiento de los eventos morfológicos, bioquimicos y moleculares, que conllevan la 

transformación neoplásica, partiendo de un tejido sano; estudios que dificilmente se podrían 

realizar en muestras de pacientes. Además del análisis de los mecanismos que inducen, 

promueven y regulan el crecimiento tumoral, también es posible contribuir, a través de estos 

mismos modelos, al desarrollo y la evaluación de nuevos tratamientos en contra del cáncer. 
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En este trabajo se describe el modelo experimental que nos permitió hacer el análisis 

secuencial del proceso neoplásico in vivo, con la oportunidad de estudiar el desarrollo de 

lesiones cancerosas semejantes a las que se presentan en seres humanos. A través de este 

modelo se obtuvieron muestras de tejido hepático transformado en diferentes etapas de la 

carcinogénesis, lo cual permitió cumplir con los objetivos trazados inicialmente en el 

planteamiento inicial del proyecto. Esto es, evaluar la expresión del activador de 

plasminógeno tipo urocinasa (uP A) y de la cadherina-E durante el desarrollo del cáncer 

hepático. 

Son indudables las enormes ventajas que aporta el desarrollo de un modelo experimental que 

permita el estudio de un fenómeno biológico, y más, sí este presenta semejanzas con la 

patología en humanos. Sin emhargo, siempre es necesario considerar algunos de los 

inconvenientes que pueden presentarse durante su desarrollo. De acuerdo a nuestra propia 

experiencia podemos citar los siguientes puntos: 

El trabajar con un gran número de animales incrementa las necesidades de espacio y de 

personal especializado para su manejo, entre otras muchas necesidades. 

Los costos del proyecto se incrementan. Se requieren recursos económicos suficientes para 

la alimentación y manutención de los animales. Además de la compra en el extranjero de 

todos los reactivos para inducir, promover y mantener el desarrollo del cáncer hepático 

(DEN, AAF, CCI4 y FE) 

El tiempo de desarrollo del modelo es largo (1 0-12 meses), por lo que la obtención, 

procesamiento, estudio y análisis de las muestras biológicas se prolonga. 

Finalmente, una de las principales consideraciones que se deben de tener en cuenta al 

trabajar con modelos in vivo es que son sistemas biológicos, muchas de las veces con un 

comportamiento impredecibles. 

De entre los múltiples protocolos de hepatocarcinogénesis descritos en la literatura (19,73), el 

modelo de "hepatocitos resistentes" desarrollado por Solt-Farber (20) ofrece la ventaja de ser 

un modelo bien caracterizado, mediante el cual se puede obtener una alta incidencia en el 

desarrollo de cáncer hepático. 52 



Características histopatológicas del tejido hepático en el modelo experimental 

Con la ayuda de este modelo se logró desarrollar en nuestros animales, un carCInoma 

hepatocelular con características histológicas semejantes a las encontradas en pacientes con 

hepatocarcinoma bien diferenciado. Sin embargo, a pesar de esas semejanzas existen 

diferencias notables que deben de ser mencionadas. 

En pacientes con carcinoma hepatocelular existe una enorme asociación entre cirrosis y 

cáncer. Se estima que entre un 60 a un 90% de los casos con cáncer hayan sido precedidos por 

cuadros cirróticos. A su vez, la cirrosis se correlaciona directamente con hepatitis viral y 

alcoholismo crónico (85). Esto hace que existan diferencias en el tipo de lesiones que 

encontramos en el desarrollo del modelo de hepatocarcinogénesis química y las que se 

encuentran en pacientes con carcinoma hepatocelular. 

A diferencia de los pacientes con carcinoma hepatocelular, en los animales del modelo se 

encontraron septos fibróticos, lesiones semejantes a las encontradas en pacientes cirróticos, en 

más del 10% de los animales tratados. Al igual que en pacientes con procesos de hepatitis 

infecciosas, nosotros encontramos en los animales del modelo zonas locales de necrosis, 

principalmente en el área centrilobulillar, procesos degenerativos caracterizados por 

hepatocitos con apariencia edematosa, citoplasma alargado, espacios citoplásmicos vacíos, etc. 

Otra de las características frecuentes en pacientes con cáncer hepático es la presencia de 

ictericia, sin embargo en los animales del modelo no se observaron casos de ictericia, lo cual 

coincide con la nula apreciación de colestasis en los cambios patológicos del hígado de los 

animales del modelo. 

Manifestaciones clínicas 

Del cuadro clínico presentado por los animales del modelo, la hepatomegalia y la disminución 

del peso corporal fueron las características más sobresalientes. Desde el inicio del modelo se 

observó una hepatomegalia discreta en los animales sometidos al tratamiento con agentes 

carcinogénicos, de acuerdo al análisis histológico del tejido hepático y al registro del peso del 

hígado (Tabla Il). El íncremento en el peso d",l hígado, en los primeros cuatro meses se debió 
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probablemente al proceso inflamatorio crónico. Posteriormente el incremento fue reflejo del 

crecimiento de los tumores hepáticos, los cuales alcanzaron tamaños y pesos muy 

considerables. 

El registro del peso corporal, de animales tratados y animales sanos, permitió comparar y 

relacionar las diferencias en los pesos de estos dos grupos de animales, con las caracteristicas 

macro y microscópicos de las lesiones hepáticas. Sí comparamos los resultados de Solt-Farber 

en 1983 (18) con los nuestros, podremos observar que los valores obtenidos en la sobrevida y 

la disminución del peso corporal son muy semejantes. En el primer caso, nosotros obtuvimos 

una sobrevida del 75% hasta el octavo mes del modelo contra un 60-70% reportados por este 

grupo en el mismo tiempo. En cuanto al comienzo franco en la disminución del peso corporal, 

esta se observó entre el séptimo y octavo mes de iniciado el modelo, de acuerdo al reporte de 

ambos grupos. 

La disminución en el peso corporal pudo deberse a un cuadro de anoreXIa, o bien a una 

disminución en los procesos de biosíntesis de proteínas o ambas; esta caracteristica se 

presenta constantemente en pacientes con carcinoma hepatocelular, por lo que no es 

sorprendente que este tipo de manifestaciones clínicas se presenten también en los animales 

con carCInoma. 

El tiempo tan largo que transcurre entre inicio del crecimiento tumoral y la aparición de los 

primeros síntomas de la enfermedad en los pacientes, son algunas de las principales razones 

por las que esta enfermedad en humanos tiene un promedio de vida tan bajo. En tanto que la 

mortalidad en los animales del modelo se incremento conforme avanzó el desarrollo del cáncer 

hepático; es probable que el incremento en la mortalidad se relacione con el desarrollo de 

insuficiencia hepática crónica o alguna otra complicación asociada. En pacientes con 

carcinoma hepatocelular se han reportado una sene de síndromes asociados a éste, los cuales 

muchas veces agravan el cuadro clínico. Estos sindromes pueden ser agrupados en 

manifestaciones endocrinas (eritrocitosis, hipercalcemia, etc), cambios metabólicos 

(hipoglicemia, hiperlipidemia, macroglobulinemia, etc.) y síndromes hematológicos 

.. 
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(disfibrogenemia, disproteinemia,etc.). El curso de la enfermedad varia de paciente a paciente, 

pero su desenlace frecuentemente es fatal, con una sobrevida de 6 a 8 meses (6). 

El modelo de "hepatocitos resistentes" fue desarrollado originalmente por SoIt-Farber con el 

objetivo de evaluar los cambios bioquímicos, celulares y moleculares de las primeras 

poblaciones celulares transformadas, llamadas "células iniciadas". Ellos hicieron el 

seguimiento de los cambios histológicos por un período de cuatro semanas, por lo que las 

alteraciones preneoplásicas y neoplásicas posteriores a ese tiempo no fueron evaluadas (3). Sin 

embargo, se reportó el desarrollo de carcinoma hepatocelular de un pequeño grupo de 

animales evaluados a los 8 meses de iniciado el modelo. 

Trabajos posteriores han descrito con detalle la cinética en la aparición de las lesiones 

preneoplásicas y neoplásicas en la carcinogénesis química (21, 22). Las cuales concuerdan con 

los resultados obtenidos en nuestro modelo. 

En la primera etapa del modelo de hepatocarcinogénesis y una vez activada la DEN (agente 

inductor) en el propio higado, este forma aductos con las moléculas de DNA de los 

hepatocitos, generando cambios a nivel genético (Figura 1). El efecto de la DEN es tan puntual 

en células individuales, que no existen cambios aparentes en la arquitectura del tejido 

hepático, de acuerdo a los propios reportes de SoIt-Farber (11,18). En esta etapa, es donde se 

generan las células iniciadas, resistentes al efecto inhibitorio del crecimiento por parte de otros 

carcinógenos. Estas células iniciadas pueden revertir sino existe un estímulo que permita su 

proliferación (ver Figura 1). Sí esta proliferación se hace inicialmente de manera selectiva, se 

favorece el desarrollo de nódulos con características pre-neoplásicas. Estas son las funciones 

que cumplen el estímulo generalizado (CCl4) y el promotor selectivo (2-AAF) dentro del 

esquema de hepatocarcinogénesis química. Estos nódulos pre-neoplásicos se hacen visibles en 

los estudios histopatológicos de las muestras de tejido hepático, hasta una o dos semanas 

después de administrado el 2-AAF. El fenobarbital acelera el proceso de aparición de estos 

nódulos, sin interferir directamente en el número y diferenciación de las lesiones. La aparición 

de las primeras lesiones posteriores a la administración de los agentes tóxicos (DEN, AFF, 

CCl4), no fueron evaluadas los animales de nuestro modelo. Restringiéndose el análisis 



histopatológico a muestras correspondientes al período comprendido entre el segundo y el 

doceavo mes. 

El diagnóstico entre nódulos displásicos y carcinoma hepatocelular es dificil de establecer, sin 

embargo, existen ciertas características morfológicas que ayudan a establecer el disgnóstico; el 

grado de expresión de algunas de estas características se establecen de acuerdo a ciertos ya 

establecidos. Las displasias pueden presentar ciertas características como atípia nuclear baja o 

moderada, relación núcleo citoplasma ligeramente incrementado, citoplasma eosinofilico, 

figuras mitóticas leves. El incremento de algunas de estas características son consideradas 

como el paso hacia carcinoma hepatocelular. Incremento en el número de lesiones con atipia 

nuclear elevada, elevado promedio núcleo-citoplasma, densidad nuclear al menos dos veces 

mayor de lo normal, prominentes nucleolos, bordes nucleares irregulares, figuras mitóticas, 

son características del carcinoma heptocelular (86). Dentro de este análisis morfológico la 

invasión es dificil de diagnosticar. 

En nuestro modelo la aparición de las primeras lesiones neoplásicas comenzaron a observarse 

alrededor de la semana catorce, después de iniciado el modelo, datos que coinciden con los ya 

reportados (22). No se presentaron lesiones aparentes en el resto de los órganos, con 

excepción de los pulmones. En los pulmones de algunos animales de los últimos seis meses, se 

detectaron grandes infiltrados inflamatorios con gran cantidad de leucocitos. En pacientes 

tratados con CCl4 pueden mostrar cierta patología en pulmón semejante a la observada en los 

animales del modelo como. edema, paredes alveolares fibróticas y proliferación epitelial (18). 

N o existen reportes en la literatura que puedan atribuir este efecto al fenobarbital, el cual por 

su prolongada administración pudiera suponerse estar directamente involucrado con estas 

alteraciones en el tejido pulmonar. 

De las principales alteraciones "itotóxicas de las células hepáticas inducidas por agentes 

tóxicos se encuentra la peliosis hepática. Esta alteración hepática es común observarla en 

enfermos con ingesta elevada y crónica de alcohol (3). En nuestro modelo encontramos este 

tipo de alteraciones en animales del último trimestre. Sin embargo, no existen datos 



bibliográficos que nos pudieran indicar que estas alteraciones histológicas pudieran estar 

inducidas por el fenobarbitaI. 

Se sabe que la dilatación sinusoidal ocurre en cualquier condición en la cual el flujo hepático 

de sangre se ha impedido, por lo que el incremento en el tamaño del hígado y la degeneración 

arquitectónica del tejido hepático en esa etapa tan avanzada del cáncer, pudieran provocar la 

aparición de este tipo de alteraciones. Como se mencionó anteriormente, es común observarla 

inducida por agentes tóxicos y en cáncer hepático. 

La esteatosis registrada se relaciona directamente con el tetracloruro de carbono utilizado en 

el modelo experimental, el cual bloquea la secreción de triglicéridos al plasma, resultando en 

un incremento en la acumulación en los hepatocitos, lo cual favorece la aparición de esteatosis 

además de producir necrosis en la zona 3 dellobulillo hepático. 

Efecto directo de los compuestos carcinogénicos en la histopatológica del modelo de 

hepatocarcinogénesis 

El fenobarbital acelera la expresión de las lesiones neoplásicas previamente inducidas por 

carcinógenos sin alterar las características de las lesiones; causan proliferación del retículo 

endoplásmico liso, acoplado al incremento en la síntesis de ARN y enzimas metabolizadoras 

de drogas. También produce un incremento en la actividad mitótica de los hepatocitos, sin 

representar regeneración como consecuencia de la toxicidad. No se ha demostrado que 

presente algún potencial carcinogénico (87). 

En tanto la dietilnitrosamina induce lentamente cáncer de hígado con una simple dosis por vía 

oral, intraperitoneal o intravenosa. Además de inducir la presencia de múltiples focos de 

proliferación y el crecimiento de hepatocitos intensamente basofilicos (88). 

Por lo que respecta al 2-acetilamino fluoreno, este cs un agente necrólico a hepatocitos, puede 

causar la metilación o alquilación de las bases púricas a nivel de ADN. Induce un máximo de 

proliferación celular después de la cuarta semana de administrado (89, 90). 
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Actividad de las enzimas hepáticas en el desarrollo del modelo 

Además de conocer las alteraciones histológicas del hígado durante la evolución de la 

carcinogénesis, nosotros evaluamos el impacto de estas alteraciones en la funcionalidad de 

este órgano. Por lo que nos apoyamos en las pruebas de funcionamiento hepático. 

Si bien, algunas pruebas no miden la función hepática tal como las aminotranferasas o la 

fosfatasa alcalina, sí detectan el daño a las células del hígado o interferencias del flujo biliar 

(91). Los valores séricos más elevados para la fosfatasa alcalina se observan en pacientes con 

enfermedad colestática, tanto en la obstrucción intrahepática como la extrahepática. No existe 

diferencia en los valores mediante los cuales se pueda distinguir entre una colestasis producida 

por un cáncer, por cirrosis o por alguna otro tipo de obstrucción biliar. 

De las aminotransferasas, también llamadas transaminasas, se sabe que son enzimas sensibles 

al daño a células hepáticas. La alanina amino transferasa (TGPI AL T) Y aspartato amino 

transferasa (TGOI AST) son las enzimas hepáticas más frecuentemente determinadas en la 

clínica. La AL T parece ser una prueba más sensible y específica de daño hepatocelular agudo 

que la AST y comúnmente es usada para documentar incidencia de hepatitis viral (92). Las 

aminotranferasas típicamente se encuentran elevadas en los desórdenes hepáticos. Estos 

incluyen todos los tipos de hepatitis crónica, cirrosis, mononuc1eosis infecciosa, carcinoma 

metastásico y enfermedad alcohólica y granulomatosas del hígado. 

De los resultados obtenidos en las pruebas de funcionamiento hepático realizadas a los 

animales del modelo podemos comentar de manera general, que las pruebas no reflejaron una 

relación directa entre los niveles de actividad enzimática y la evolución del cáncer en el 

hígado. Particularmente podemos mencionar que la actividad de la AST y la fosfatasa alcalina 

se ven elevadas en los primeros cuatro meses del modelo experimental; estos incrementos 

concuerdan con lo reportado en la literatura (91) Y pudieran ser el resultado de los cambios en 

el tejido hepático debido a las alteraciones preneoplásicas y neoplásicas. Sin embargo, la 

disminución en la actividad de estas dos enzimas que observamos después del cuarto mes, 

junto con la disminución en la actividad de la ALT, pudieran estar reflejando de alguna 

manera la progresión del daño hepático debido a la evolución tumoral. Esta evolución 
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conlleva cambios en la expresión de proteínas, que pudieran tener alguna actividad en la 

inducción de estas enzimas hepáticas; llega a tal nivel la transformación neoplásica en las 

células hepáticas que la síntesis de estas enzimas se ve alterada. 

Existen reportes que documentan el incremento en la actividad de algunas de estas enzimas 

hepáticas como resultado del tratamiento con fenobarbital (93). De acuerdo a nuestros 

resultados, el incremento en la actividad de estas enzimas que observamos en los animales 

control, no se presenta en los animales tratados probablemente por que las células hepáticas 

transformadas ya no tienen la capacidad de responder al efecto que tiene el fenobarbital sobre 

la actividad de estas enzimas. Coincidentemente, la disminución de la actividad enzimática, de 

por lo menos tres de las cuatro enzimas estudiadas, se presentan al tiempo que se observan en 

cortes histológicos la transición de lesiones preneoplásicas a neoplásicas. Esta transformación 

conlleva la alteración en los patrones de expresión y la actividad metabólica de proteínas que 

pudieran estar involucradas en las vías de inducción del fenobarbital. En ninguna de estas tres 

enzimas se logra la recuperación a niveles semejantes a los que presentan los animales control 

en el resto del modelo. Por lo que, tal vez, estas determinaciones bioquímicas no proporcionen 

mayor información en etapas avanzadas del cáncer en nuestro modelo. 

El efecto que tiene el fenobarbital sobre la expresión y la actividad de las enzimas hepáticas es 

aún muy controversia!. Algunos trabajos clínicos han reportado que los niveles séricos de las 

aminotransfersas en pacientes tratados con fenobarbital no se ven afectados (93). Existen 

algunos otros reportes en modelos experimentales tanto en ratas (86), como en conejos (94), 

en donde no han encontrado ninguna variación en los niveles de las enzimas hepáticas al 

suministrar varias dosis de fenobarbital (95). 

Sin embargo, también existe la contraparte: aquélla en la cual se sugiere una relación directa 

entre el incremento en la actividad de las transaminasas, fosfatasa alcalina y la gamma­

glutamil transpeptidasa con la administración de fenobarbital en modelos experimentales (95 -

97). Esta elevación decrece y los niveles séricos regresan a valores normales una vez que se 

retira el fenobarbital. Algunos otros reportes concluyen que el fenobarbital eleva más 



directamente los niveles séricos de la fosfatasa alcalina mientras que las transaminasas se 

mantienen en niveles normales (98, 99). 

Entre los marcadores enzimáticos la gamma glutarnil transpeptidasa (GGT) es uno de los más 

utilizados. La actividad específica de la enzima en hígado normal es baja. En ratas corno en 

humanos sus niveles se encuentran elevados en hepatocitos durante la etapa fetal y la infancia. 

Niveles elevados de GGT soluble son encontrados en el suero de pacientes con carcinoma 

hepatocelular y alcoholismo crónico. El incremento de la actividad enzimática en suero 

probablemente se deba a su origen hepático, pero el mecanismo preciso es desconocido (94). 

Debido a que la actividad enzimática de la GGT se encuentra presente en hepatocitos fetales y 

reaparece en el hígado adulto en lesiones neoplásicas, este ha sido considerado corno marcador 

oncofetal, con un valor significativo análogo al que representa la alfa feto proteína (AFP) en 

hepatocarcinogénesis humana. Sin embargo, al igual que la AFP, la especificidad del marcador 

se encuentra comprometida dentro de algunas condiciones. Por ejemplo, la actividad 

enzimática se encuentra presente en duetos biliares y se incrementa la cantidad en hepatocitos 

periportales en respuesta a varios condiciones no carcinogénicos incluyendo la edad, ingesta 

de fenobarbital y algunos tratamientos esteroideos entre otros (95). El incremento que 

observarnos pudiera estar relacionado en parte, con la proliferación de estos duetos biliares. 

Caso diferente fue el de la GGT la cual reflejó en su cinética una relación más directa entre la 

elevación de su actividad en los primeros seis meses del modelo y el desarrollo de lesiones 

preneoplásicas y neoplásicas. 

Expresión del uPA en el modelo de hepatocarcinogénesis 

Por otra parte, el activador de plasminógeno tipo urocinasa (uPA), sus inhibidores (PAI's) y su 

receptor (u-PAR) forman en conjunto un sistema proteolítico complejo, el cual ha demostrado 

su importancia y relevancia en la invasión tumoral y la metástasis (64 - 66). Se ha propuesto 

que para definir la participación del uPA en el cáncer, es necesario conocer el papel que 

juegan los distintos componentes del sistema de activación del plasminógeno en el tumor itl 

VIVO, así como su localización. 



Como mencionamos anteriormente, el uP A forma parte de un sistema enzimático que participa 

en el remodelamiento de la matriz extracelular en procesos fisiológicas como la ovulación, 

embriogénesis, angiogénesis, entre otros y en procesos patológicos como la proliferación 

celular, en el cáncer, la invasión y la metástasis (100). 

Son múltiples los ejemplos que se pueden citar de estudios en donde se evalúen los niveles de 

expresión del uPA en muestras de pacientes con algún tipo de cáncer (65, 101), incluyendo 

cáncer de hígado (80). Sin embargo, no existen reportes en la literatura en donde se cite algún 

modelo experimental de carcinogénesis en donde se haya estudiado la cinética de expresión de 

algún miembro del sistema de expresión del activador de plasminógeno en este proceso. Por lo 

que poco se sabe de la presencia del uP A en las etapas iniciales del cáncer, su evolución 

durante la carcinogénesis, la localización celular y tisular de esta molécula en las diversas 

etapas de la carcinogénesis y, la correlación que existe entre esta molécula y las alteraciones 

en la arquitectura del tejido. 

No existe suficiente información acerca de la expresión del gen de uPA en tejido tumoral 

hepático en humanos. En un estudio realizado con muestras clínicas de enfermos hepáticos se 

detectaron niveles elevados del ARNm para uPA en el 100% de las muestras con carcinoma 

hepatocelular y en un 70% en el tejido peritumoral. Sin embargo, en las muestra de tejido no 

tumoral (tejido sano, muestras con esteatosis y tejido con hepatitis crónica), se han detectado 

niveles muy bajos del ARNm para uPA (79). Al igual que el uPA, el uPAR se expresa en 

bajos niveles en tejido hepático no tumoral (102). A nivel de proteínas la presencia del uPA ha 

sido detectada principalmente en el citoplasma de las células cancerosas y las células del 

estroma hepático (103). 

En las etapas iniciales del presente estudio, observamos una intensa inmunoreactividad en 

contra del uP A en los hepatocitos localizados en el centro de las lesiones preneoplásicas y en 

la placa limitante. Después de tres meses, este patrón se incrementó en hepatocitos 

evidentemente neoplásicos. Esta heterogeneidad en la positividad a uPA por parte del tejido 

hepático puede tener su origen, en parte, a la distribución azarosa de las células iniciadas 
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Posterior a la iniciación, algunas de estas células sufren transformación, promoción y 

propagación, hasta formar nódulos tumorales. Sin embargo, es importante resaltar que una 

gran parte de las células positivas auPA se encontraron alrededor de los espacios porta. Los 

cuales de acuerdo a la teoria de Rappaport, estas células pertenecen a la zona 3, células que 

tienen el contacto inicial con los compuestos carcinogénicos, las cuales sufren los efectos 

transformantes más severos dentro del tejido hepático. 

La variabilidad en la tinción para uP A pudiera deberse también, a la heterogeneidad en la 

composición de la población celular presente en los nódulos. A nivel molecular, la progresión 

tumoral y la heterogeneidad fenotipicaasociada resultan de múltiples mutaciones que se 

acumulan de manera independiente en cada célula, generando de esta manera subc10nas con 

características diferentes. 

En el carcinoma hepatocelular humano se ha visto que la invasividad a través del sistema del 

activador de plasrninógeno pudiera estar bajo la coordinación del factor de crecimiento 

hepático (HGF) (104). Este factor no se puede relacionar directamente con el daño hepático en 

cáncer, pero cobra mucha relevancia al correlacionarlo con el incremento en la expresión del 

uPA. Datos previos nos muestran que la pérdida en el balance entre HGF, c-met y uPA ocurre 

durante la hepatocarcinogénesis (105, 106). Particularmente c-met y uPA parecen ser 

coordinadamente regulados, y sus niveles de expresión se encuentran inversamente 

relacionados con la sobrevida; debido a que asumen un papel importante en el desarrollo y 

progresión del carcinoma hepatocelular pueden ser considerados como posibles marcadores 

pronósticos. 

Generalmente, al uP A se le ha relacionado con los procesos patológicos resultado de la 

evolución tumoral, como son la invasión y la metástasis (14, 107, 108). Procesos que se 

observan en las etapas avanzadas de cualquier cáncer en humanos o en modelos animales. Sin 

embargo, no se sabe nada o casi nada de la participación del uPA en las etapas iniciales del 

cáncer. En nuestro trabajo podemos apreciar variaciones en los niveles de expresión del uP A, 

tanto a nivel de ARNm como de proteína. Estas variaciones se observan como una elevación 



en la síntesis de uPA en el tejido hepático desde las primeras semanas de iniciado el modelo 

experimental, en las cuales se puede apreciar la presencia de lesiones preneoplásicas, de 

acuerdo a lo observado en los cortes histológicos. Estos resultado nos indican que, la 

participación descrita en reportes previos del uP A en la movilidad celular y la degradación de 

la matriz extracelular característicos de la invasión y la metástasis, no sea exclusiva sino 

también probablemente tienen una participación como mitógeno. Se tienen antecedentes de la 

participación del uP A como mitógeno en células de músculo liso vascular (100). Se sabe que 

células en estado latente o GO, como se encuentran la inmensa mayoría de las células del tejido 

hepático sano en animales adultos, expresan niveles muy bajos de uPA; durante la transición a 

células proliferantes se disparan estos niveles (109, 110). Una de las características más 

notables en las etapas iniciales de cualquier proceso de transformación neoplásica, es la 

alteración en los mecanismos de control de la proliferación (22). Niveles elevados en la 

expresión de uP A desde etapas tempranas del cáncer han sido encontrados en cáncer gástrico 

(111) Y cáncer de mama (112). 

En condiciones experimentales de regeneración hepática los componentes del sistema de 

activación del plasminógeno han sido detectados principalmente en estructuras semejantes a 

ductos formados por células ovales en expansión, pero no en hepatocitos maduros. Estas 

características junto con la presencia de factores de crecimiento pueden conferirle, a las células 

ovales, ciertas ventajas proliferativas sobre otras células del tejido hepático (113). 

La actividad de los componentes del sistema del activador de plasminógeno en un tumor no 

depende únicamente de la elevación en sus niveles de expresión, sino también de la relación 

que exista entre los elementos que conforman este sistema. En cáncer hepático y de mama, 

pacientes con niveles elevados del complejo uPA:Inhibidor (uPA:PAl-l) presentan una mayor 

sobrevida que aquellos en los cuales se detectan un incremento en la expresión de cualquiera 

de estas dos moléculas de manera individual (78, 114). En cáncer hepático se ha estudiado el 

complejo uP A: Receptor (uP A:uP AR), Y se ha encontrado una relación directa entre el 

incremento en la formación de este complejo y el potencial invasivo de los tumores (115). 
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La participación del uP A carcinogénesis de nuestro modelo experimental pudiera estarse 

dando a tres diferentes niveles del proceso. El primero seria a nivel del incremento en la 

proliferación de células ovales. Se ha documentado que durante el desarrollo de la 

carcinogénesis química y en procesos de regeneración hepática, existe la proliferación de 

células ovales. Estas células son consideradas como las células totipotenciales del hígado a 

partir de las cuales se pueden desarrollar lesiones pre-neoplásicas y neoplásicas en el tejido 

hepático (lB). Estas células se encuentran localizadas en el espacio periportal; zona que 

registra una elevación considerable en la síntesis de uP A durante las primeras etapas de la 

carcinogénesis (116). Una de nuestras evidencias fue el incremento del uPA en algunas células 

de los espacios porta, por lo que este incremento pudiera verse como reflejo del incremento de 

la proliferación de estas células. 

Sin embargo, no son los únicos eventos durante la carcinogénesis en los que se puede ver 

involucrado el uP A. Tal vez, el evento más importante en el cual participe el uP A sea la 

migración y liberación de las células de un tumor primario, el cual puede generarse desde que 

el tumor primario se encuentra en formación. Aún cuando el incremento es considerablemente 

elevado en etapas francas de invasión y metástasis; y a pesar de que en nuestro modelo no 

tuvimos indicios de invasión y metástasis, estos procesos no se pueden descartar en nuestro 

animales. Ya que si bien no se observó invasión en el análisis histopatológico, ni tampoco se 

registró metástasis a otros tejido u órganos, siempre existe la posibilidad de sufrir una 

micro metástasis intrahepática La tendencia en los niveles de expresión del uPA a nivel de 

proteina y de ARNm fueron semejantes en casi todos los tiempos. 

Otra de las participaciones directas del uPA es en la angiogenénesis, el incremento del uPA en 

el último bimestre del modelo pudiera relacionarse con la dilatación de conductos biliares y de 

vasos sanguineos de las muestras analizadas. 

No existen datos bibliográficos que sugieran algún efecto del fenobarbital, o cualquiera de los 

otros compuestos utilizados en el modelo de hepatocarcinogénesis, en los niveles de expresión 

del uPA 



Expresión de la cadherina-E a nivel de ARNm en el modelo 

Las cadherinas median las interacciones célula-célula a través de un sistema de adhesión, 

participando de manera importante en procesos como el desarrollo y la morfogénesis. La 

cadherina-E es la principal molécula de adhesión del tejido epitelial y ha sido implicada en el 

proceso de carcinogénesis, debido a que se relaciona la frecuente pérdida de su funcionalidad 

con la progresión del cáncer epitelial. En ensayos de transfección in vitro en cultivos celulares, 

se ha logrado restablecer la funcionalidad de la cadherina-E de modo que se permite revertir el 

fenotipo de lesión maligna a lesión benigna (35). Debido a su papel en la invasión y la 

metástasis el gen de la cadherina-E es considerado como un gen supresor de la invasión (1 17) 

Junto con las alteraciones en la expresión y la funcionalidad de la cadherina-E, existen algunas 

otras moléculas de adhesión que han sido estudiadas en cáncer hepático; entre ellas podemos 

citar a la integrina (alfa 3, beta 1), la molécula de adhesión intracelular (ICAM-I) y la proteína 

nm 23-Hl (J 18, 119). 

La ausencia o alteración en la expresión de la cadherina-E se ha propuesto como marcador de 

malignidad en difer.entes tipos de tumores (31), entre ellos el cáncer de rugado (76). La 

desregulación en la expresión de la cadherina-E se asocia con un deterioro de la sobrevida de 

pacientes con carcinoma hepatocelular (111). 

La inmunolocalización de cadherina-E en muestras de carcinoma hepatoceJular se ha visto 

disminuida en comparación con tejido hepático no tumoral. Mientras tanto, las cateninas (a, ~ 

y y), proteínas del complejo de adhesión célula-célula, muestran una sobre expresión en 

biopsias de pacientes con carcinoma hepatocelular. La expresión de cadherina-E correlaciona 

significativamente de manera inversa con el grado histológico del CHC (120), manteniéndose 

la expresión de la molécula en valores casi normales en los tumores bien diferenciados. En 

contraste las cateninas correlacionan directamente con el grado de diferenciación de los 

tumores, observándose una mayor presencia en los tumores menos diferenciados. De esta 

manera, se correlaciona la disminución en la expresión de cadherina-E, a-catenina y y-catenina 



y una sobre expresión de la ~-catenina con un pobre pronóstico en pacientes con carcinoma 

hepatocelular (121). 

Como se mencionó en la introducción, la expresión y funcionalidad de la cadherina-E pueden 

ser reguladas a varios niveles. Mutaciones puntuales a nivel de DNA, desregulación 

transcripcional, modificaciones en el sitio de unión a calcio, modifICaciones postraduccionales 

como fosforilación o proteólisis, son algunos de los mecanismos mediante los cuales esta 

molécula puede ser regulada. Sin contar su estrecha relación con las cateninas, proteínas que 

pueden ser igualmente reguladas a varios niveles, y sin las cuales las cadherinas no puede 

llevar a acabo su actividad biológica. A pesar de la enorme correlación que existe entre 

desregulación de la adhesión celular vía complejo cadherina-cateninas e invasión y metástasis 

(122), hasta el momento no es posible limitar los estudios a nivel de expresión (RNA o 

proteína) para poder considerarlo como ensayos pronósticos, sino que se debe de incluir el 

análisis de los mecanismos de expresión de ambas familias de proteínas que forman el 

complejo de adhesión. De los agentes promotores e inductores utilizados en nuestro modelo 

experimental no existe hasta el momento reportes en la literatura que mencionen algún efecto 

directo de estos compuestos sobre la expresión de la cadherina-E. 

De acuerdo con nuestros resultados, la expresión del gen de cadherina-E en el hígado de los 

animales de nuestro modelo experimental, se mantiene constante durante el inicio y la 

evolución del carcinoma hepatocelular. Las Unidades de Densidad Relativa obtenidas en las 

muestras del modelo son muy semejantes a las del grupo control. No se observa alguna 

correlación entre el tiempo de desarrollo de la carcinogénesis y los niveles de expresión de la 

cadherina-E. Al tratar de hacer una correlación entre los niveles de expresión de uPA y 

cadherina-E se observa que se expresan de manera independiente uno de otro, que los niveles 

de expresión de la cadherina-E son más constantes que los del uP A. Al comparar con el tipo 

de lesiones y los niveles séricos de las enzimas hepáticas no se encontró ninguna relación 

directa. 

En concordancia con nuestros resultados creemos que, el carCinoma hepatocelular bien 

diferenciado conserva las características de expresión para cadherina-E y no presentar 

indicios evidentes de invasión o metástasis. no altera sus niveles de expresión de cadherina-E 



---------

Se ha estudiado la relación existente entre la expresión de la cadherina-E y uPA en muestras 

de pacientes con cáncer gástrico metastásico. La sobre expresión de uP A y la reducción en la 

expresión de la cadherina-E ha sido asociada con metástasis a nódulos linfáticos, invasión a 

vasos y un pobre pronóstico. Además, los tumores con un perfil uPA(+)1 cadherina-E (-) se 

han asociado con el desarrollo de tumores grandes, y con un riesgo cuatro veces mayor de 

muerte que lo que presentan los pacientes con perfil uPA (-)1 cadherina-E (+).La relación 

uP Alcadherina-E ha sido asociada con una intensa invasión, metástasis a hígado, diseminación 

peritoneal, metástasis a nódulos linfáticos e invasión venosa. Además de presentar un pobre 

pronóstico y una alta recurrencia, comparado con otros grupos de pacientes (123). 

En ensayos In vitro, el HGF estimula la motogénesis, pero no la proliferación de células 

cancerosas. La motilidad celular es acompañada por un rápido decremento en la unión al 

citoesqueleto vía la cadherina-E, una aceleración en la adhesión celular al substrato, y la up­

regula/ion del uPA a nivel de proteína y ARNm, involucrando la activación del sistema 

proteolítico uPA / uPAR (124). 

Se sabe que alteraciones en la estructura del citoesqueleto correlacionan con la inducción del 

ARNm del uPA y esto incrementa la transcripción del gen de uPA (79). Durante la 

transformación neoplásica existen una gran cantidad de cambios a nivel de citoesqueleto y las 

proteinas de adhesión ancladas a las proteínas del citoesqueleto. Aún cuando nosotros no 

observamos cambios en la expresión del ARNm de la cadherina-E en los animales del modelo 

experimental no podemos descartar la posibilidad de que la proteína se exprese de manera 

correcta. Perturbación en la estructura del citoesquelto posiblemente alteren la integridad de la 

matriz nuclear, la cual a su vez estimula en parte un incremento en los niveles de expresión del 

gen para uP A (70). 

Como control interno del ensayo se utilizó la expresión de la proteína constitutiva f3-actina. 

Cabe mencionar que inicialmente se pretendió utilizar como control la expresión de glucosa-6 

fosfato deshidrogenasa. Sin embargo, se detecto que sus niveles de expresión se alteraban 

durante el desarrollo de la carcinogénesis. 
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CONCLUSIONES 

Después de planear, desarrollar y analizar detenidamente este trabajo hemos podido llegar 

a las siguientes conclusiones: 

El uso de animales como modelos experimentales siguen siendo muy útil en 

investigación básica. Las condiciones experimentales que se pueden tener en un 

modelo animal son las más completas para el estudio de cualquier sistema 

biológico. El modelo experimental empleado en este trabajo, cubrió los aspectos 

más importantes del inicio y desarrollo de la carcinogénesis. Es un excelente 

modelo para estudiar el proceso neoplásico hepático en sus diferentes etapas. No 

aSÍ, para tratar de analizar el proceso de invasión y metástasis. 

El apoyo que pudieran otorgar las pruebas de funcionamiento hepático en el 

diagnóstico del carcinoma hepatocelular en el modelo animal, no resulto tan 

valioso como en el caso de los pacientes. 

Uno de los resultados más importantes obtenidos en este trabajo y que da pie a 

continuar los estudios en este campo, es la probable participación del uP A en la 

carcinogénesis desde las etapas iniciales. Nuestros resultados muestran la 

probable participación del uP A en el inicio y desarroilo del proceso neoplásico y 

no únicamente como parte importante de la invasión y la metástasis. 

Se debe considerar seriamente el continuar investigando el papel del uPA en la 

carcinogénesis, ya que pudiera resultar una molécula muy importante en un 

ensayo diagnóstico o bien terapéutico. De acuerdo a nuestros resultados podemos 

esperar un papel más importante como marcador de agresividad tumoral para el 

uP A que para la cadherina-E, ya que el incremento en su expresión se ha 

detectado en procesos de replicación celular y degradación de la matriz 

extracelular, dos procesos básicos en el cáncer invasivo. 



La expresión de cadherina-E en células epiteliales cumple una función esencial en 

la orientación correcta de las células en el tejido y el mantenimiento de su 

arquitectura. Alteraciones en su expresión durante el desarrollo de neoplasias 

afectan enormemente estas funciones. Por lo que conservar su expresión debe de 

ser una prioridad, aún cuando el tejido se encuentre en un proceso neoplásico. 

Nuestros resultado apoyan esta idea, el no encontrar colonias metastásicas a pesar 

del avance tan generalizado de la neoplásia hepática, nos hace suponer que la 

expresión y probablemente también la función de la cadherina-E se mantiene en 

condiciones fisiológicas. 

La posibilidad de poder utilizar al uP A como un marcador pronóstico existe. Es 

necesario elucidar la cinética de expresión en condiciones fisiológicas y 

patológicas dependiendo del órgano al que se desee aplicar. 
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Abstract 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most COl11mon primary malignant tumor of the liver. Molecular genetlc 
analyses llave clarified that accumulation of genome changes provides important steps in carcinogenesls Urokinase 
type plasminogen activator (uPA) forms part of an Important enzyrnatic system that degraded the extracellular matrix 
in process of mVaSIOD and metastasis. In arder to study the kinetics of uPA ceHular expresslOn dunng thís process. 
\ve used specific poJyclona! antibodies against uPA in an immunohístochemístry assay in ¡iver sections from él HCC 
in rats, The neoplastic transforma tío n induced with this model was preceded by the appearance of numerous 
hypcrplastic nodules duril1g eady stages, after time lesions progressed to welJ-differentiated HCC The morphologlcal 
changes 01' premaJignant and malignant lcsions werc associated with a progresslve mcrcment of uPA expression, 
whlch rcached Its peak at 5 and 6 months arter lhe ad11l111islralion of the carcinogcnic drugs Of the cnzymatic 
markcrs analyzed, the gamma glutamyl transpcptidasc showcd corrclationship with the bistological fll1dings. Our 
results suggcst that the incre.:lSc in thc uPA expression should not only be consldercd as the hallmark oC mctastasis, 
but Illay also be 1 clatcd to carly events 111 thc ncoplastic transformation and wlth thc prolifel aUon al' vesscJs and 
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1. Introduction 

Hepatocel!ular carcinoma (HCC) accounts for 
80-90% of al! the liver cancers and is more 
prevalent in parts of Africa and Asia than in 
'\orth and South America and Europe. The cause 
of liver cancer is unknown, but contributing fac­
tor5 that inc1ude chronic liver disease, viral hep­
atitis, hemochromatosis, known liver (hepatic) 
carcinogenics, and toxins (mycotoxins) have been 
found in parts of Africa and Asia (Petersen, et al. 
1998). 

Molecular genetic analyses have clarified that 
accumulation of genomic changes provides impor­
tant steps in carcinogenesis and have identified a 
number of valuable genetic markers for certaÍn 
cancers. To date, however, no prognostic markers 
have been ldentified for HCC (ltano, et al. 2000). 

Urokinase type plasminogen activator (uPA) is 
involved in the proteolytic degradation of several 
components of the extracellular matríx under nor­
mal and pathological conditions, inc1uding the 
development of cancer. Different studies have re­
ported high levels of metalloproteases and uPA in 
primary tumor tissue and/or metastasis (Markus. 
1988; Janicke et al., 1990; Schmill et al., 1992). 
Moreover, recent studies suggest that uPA expres­
sion (RNA and protein) may be a useful prognos­
tic factor in different types of cancer (Blasi et al., 
1987; Cohen et al. 1991; Stahl and Mueller, 1994). 

Several mechanisms have been proposed to ex­
plain the participation of uPA in cancer cell in va­
sion and metastatic dissemination. However, 
direct tissue participation of uPA during the car­
cinogenesls process in vivo has no! been Com­
pletely studied. In fact, not only in carcinogenesis 
but also in fibrinolytic and tissue remodeling pro­
cesses, the participation of uPA has been studied 
in Yitro systems using cultured or transplanted 
eells. ln general, these in vitro models do not 
reproduce the wide variations in the production of 
the plaminogen activator system components dur­
ing the evolution of these eomplex events (Os­
sowski. 1988; Cohen et al., 1991; Casslen et al., 
1991). 

Over the last three decades, hundreds of chemi­
cals have been shown to transforrn cells in vitro 
and to be carcinogenic in animals. Using this 

knowledge, numerous experimental animal mod­
els of cancer induced by chemical substances have 
been used to study the role of normal regulatory 
genes that are the principal target of genetic dam­
age (e.g. growth-promoting proto-oncogenes and 
growth-inhibiting cancer suppressor genes), or to 
evaluate the pharmacological effeets of new anti­
tumoral drugs. lnterestingly, they have not been 
used to analyze the activity and expression of the 
different components of the plasminogen activa­
tor system during the carcinogenesis process. In 
this study, we used the well-characterized in VIVO 

cancer model developed by Solt and Farber (resis­
tant hepatoeyte model) (Solt et al., 1976) to ana­
Iyze the uPA expression during the HCC induced 
in rats. A correlationship between the histopato­
logieal findings and several biochemical parame­
ters of liver functlon were done. 

2. Materials and methods 

2.1. Experimental J110del o} hepatocarcinoma 

A total of 396 male Wistar rats weighing 120-
150 g were fed a standard basal diet (24% protein) 
and exposed to a daily cycle of aIternating 12-h 
light periods during the 12 months of the experi­
menta1 mode1. The animals were housed in a 
temperature and humidity controlled environment 
and given food and water ad libitum. A local 
animal experimental ethica1 procedures committee 
approved all the experimental procedures. 

The rats were split into five groups. First, the 
named treated animals, were submitted to the 
seleetion proeedure described by Solt and Farber 
(Solt et al., 1976) slightly modified by Lans (Lans 
et al., 1983). Briefly, 220 animals received a single 
intraperitoneal dose of diethylnitrosamine (DEN) 
(200 mgikg) dissolved in saline solution. After 2 
weeks, rats were fed a basal diet containing 0.02(% 
acetylaminofluorene (2-AAF) for 2 weeks (weeks 
3 and 4). At the end of the 3rd week, animals 
received a necrogenic i.g. dose of carbon tetra­
cloride (CCI4 ) (2 ml/kg) diluted (v/v) in corn oil. 
After the 4th week, the animals received pheno­
barbital (PB) (0.05%) in drinking water until they 
were sacrificed. 
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A second group of 110 animals do not receive 
any treatment, only PB. Finally, the three remain­
ing group of 22 animals each were used as con­
trol. One group received only DEN and 2-AAF. 
Another group was treated with 2-AAF and CCI4 . 

The l<-lst group received aH the drugs exccpt 2-
AAF. 

The five animal graups, besides receiving the 
described treatment previously, received water 
with PB (0.05%) until the day of their sacrifice. 
Every 15 days for l year, groups of ten treated 
and five control animal s anesthetized with dIethyl 
ether were sacrificed by exsanguination, cutting 
the hepatic vein. After sacrifice, a complete post­
mortem exammation was performed. The liver 
was weighed and sliced, and several sections were 
fixed by immersion in alcohol and embedded in 
paraffin for histological and immunohistochem­
istry analysls. The same liver samples of ¡he 
treated and control rats stained by hematoxylin 
and eosin were analyzed by Immunohistochem­
istry. Other liver sections were immediately frozen 
in liquid nitrogen and sto red at - 70°C until use. 
Blood samples were collected fram each animal 
and the plasma was separated for biochemical 
studles reJated to hepatic function. 

2.2. PrOdllCflO!1 01 uFA al1l!serUI71 

The urokinase (UK) was inactivated with diiso­
propyl Auorophosphate (IPr2-F) (Sigma, Sl Louis, 
MO) as prevlOusly described (Unkeless el al., 
1974). After the UK was mixed with complete 
Frcund adjuvant, and injected subcutaneous]y to 
two rabbits, and po!yc1onal antibodlcs against 
uPA were produced. For this, two he¡llthy New 
ZeaJand whitc rabbits wcre immunized with 400 
pg of urokInase (U K) (SIgma. Sl Louis, MO). 
Animals received a second subcutaneous injection 
a 1110ntb late!'. Rabbits were bled in the 8th week 
arter the llrst imJ11unizatlOI1, the sera werc sepa­
r<.ltcJ and thc l¡ter 01' lhe antl-UK antlbodics WdS 

delermll\cd by ELlSA. The speciliclly 01' lhe im­
mUllO rC<lc¡ion was conllrmcd bcc<.luSC lhe Ílll­

munorcac¡ivc band" 1ll Wcstcrn blo! assay Vv'crc 
ncutra!Jzcd \vith a 50-fold molar Cl\CC-SS oC (;orrc­
-;ponding illltlgcn (dat.¡ Ill) shown). 

2.3. Preparation ~r tissue for 
immunol1istochemistry and morphometry 

uPA was located in tissue sections by immuno­
histochemistry, using the polyclonal antibodies 
raiscd In rahbits. ScctlOllS of 5 pm frOI11 t11c livor 
ttssue fixed in ethanol and embedded In parallin 
were used. After blocking the peroxidase endoge­
nous activity with 3% H 20, in absolute methanol 
for 25 min, the tissue was ineubated with the 
polyclonal rabbit antibodies anti-uPA (1:5000 di­
lution) in 1% BSA-PBS for 60 min at 3rc. 
Bound antibodies were detected using an anti-rab­
bit IgG conjugated to peroxidase (2.5 ,Ig/ml) 
(Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG) ineu­
bated for 60 min at 37°C; 0.5 mg/m! 3-3' di­
aminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma, Sto 
Louis, MO) was used as reactive color. Sections 
were counterstained with hematoxylin and 
mounted. Samples preincubated without irnrnune 
mouse serum were used as negative controls. 

For semiquantitative analysls of uPA lmrnunos­
taining, three randomly chosen afeas of the 
periporta! area, interlobular zone and neoplastic 
nodules were evaluated. The irnmunostained cells 
were scored using the senllquantltatlve method 
descnbed by McCarthy and Costantini (Lans et 
al., 1983; Costantini et al.. 1996), in which the 
intensity and percentage of llnmunoreactlve cells 
are evaluated. Briefty, the percentage of im­
munoreactive cells is classlfied in four different 
categories according to the staining intensity, 
these being considered as O (no staining), 1 + 
(weak staining, but detectable above control), 2 + 
(distinct), and 3 + (intense). For ea eh slIde, the 
5core \Vas given after l11ultiplying the pcrcentagcs 
of unmunostained cells by the intensity of sta III ll1g 

using lhe following formula. 

seore:Pi(1 + 1) 

where f (intensity) = 1, 2, 3 and Pi IS cquivak:nl lo 
percentagc 01' cclls staining P051tivdy. 

The seo re calculatcd in this way corrchtc~ pcr~ 
fcctly with a qu<.!ntitalivc il11mullohisl0chcll1ic~Ji 

scorc dcnvcd rrol11 a COl11pl1t::r~assistcd il1lagc 
ana!ysls 111 thc case 01' ¡he cvalua\ion nI' cstrogcn 
receptor 111 breast cancel' (McC,-lrly el ,¡l.. 1985) 
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2.4. Lirer en:}/Tle determinatiol1 in serwn as 
bioche!171cal markers 01 liver fUJ1ctiol1 

The liver function was evaluated in six animals 
for each time interval with their respective con­
trols (animals without treatment) by determining 
the total serum activlty ol' aspartate aminotrans­
ferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), al­
kaline phosphatase (ALP) and gamma­
glutamy1transpeptidase (GGT). Total protein de­
termination using an automated method in a Bio­
chemical Coulter Analyzer was also included. 

25 Statistical analysis 

Kruskal Wallis one way analysis of variance of 
ranks was used for the semiquantitative analysis 
of immunohistochemical results. Values of P < 
0.05 were considered statlstically significant. 

3. Results 

3.1. H epatocarcinogenesis model 

The schedule of drugs used in this experimental 
model induced a well differentiated HCC During 
the entire process of carcinogenesis the treated 

Table 1 
Rat bod)' weights, J¡ver and mortality in tbe carcinogenesis model 

rats showed increase in the llver weighr and a 
significant decrease in the body weight as com­
pared with control rats (without any treatment), 
see Table l. As is mentioned in Section 2 the 
experimental model remained for 12 months, time 
in which the maximal mortality in lhe animals 
Was obscrvcu (ncarly 40'X,). 

3.2. Li/;er /ustopathology oI experimental 
hepatocarcinogenesis 

The present studies, using the rat liver model 01' 
chemically induced carcmogenesis, focus 
on the basis of induction of neoplastic liver 
nodules. Neoplastic nodules distort the architec­
ture of premalignant epithelial tissues in both 
hurnans and experimenta] anirnals, long befare 
the appearance of canceL In the expen­
mental model, the rats sacrificed in the 2nd month 
exhibited multiple subcapsular liver lesions of at 
least 1 mm diameter which were randomly dis­
tributed. Table 2 surnrnarizes the incidence of 
hepatocel1u1ar lesions and slzes in tumar-bearing 
rats. 

Lesjons were constituted by large hepatocytes 
with hyperchromatic nuclei and abundant 
aCldophilic cytoplasm (Fig. lA). Small patches 01 
necrosis were also seen. After 4 months of treat-

-----" - ---_.-- --------~-~----~------
TreatTI1ent (lnonths) Body wcight (g)" Llvcr wClght (g)'\ Mort,dlly (dicd/tot.)\) 

2 
3 
4 

5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 

Trearmenth Control~ Treatment Control Treatment Control 

415 ± 57 l19±20 19± 1 ]4± 1 2/20 0,:10 

424 ± 30 512 ± 30 21::i: 2 13 ±2 2/20 010 
477 ± 31 526 ± 21 20 ±3 13± 1 2/20 DilO 
522 ± 57 530 ± 15 24± 5 17±2 2:'0 OjlO 
646 ± 55 580 ± 18 21 ±2 18±2 4/20 1'10 
532 ± 49 550 ± 20 27 ±6 18± 3 4/0 0'10 
559 ± 52 610 ± 16 26 ± 3 19±2 5i20 0/10 
575 ± 38 630 ± 18 21 ±4 20 ± 3 6/20 1/10 

572 ± 59 620 ± 14 23 ± 3 21 ±4 7/20 0110 
601 ± 74 600 ± 20 28±4 22±3 7/20 1/10 
574 ± 57 635 ± 18 39 ± 10 24±4 8;20 1/10 

.\ Each \alue represents the mean ± S.D. of 20 treated and ten control animals, respectively_ 
"Treatment A.A.F+DEJ'\TCCI4 +PB. The carcinogenic drugs administration Were given as was specined in Section 2. 
e Control, animals without any treatment onl)' PB. 
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Table 2 
Size and percentagc of hepatlc lesions m treated rats" 

Treatment (months) Llver lesions diameter (mm) 

2 <1 
3 

3 <1 
4-5 

4 1-3 
4-5 

50 
5 1-3 

4-5 
6 1-3 

4-5 
20 
50 

7 1-3 
20--40 

8 4-5 
20-40 

9 4-5 
20-40 
50 

lO 20-40 
50 

·'Treated rats=DEN-i-AAF+CC14 +PB. 
b FA, Foc¡ alterated 
~ NP, i'\'eoplastlc nodulc 
,1 HCC. Hcpatocellular carCInoma 

l11en\ larger l1epatic nodules were formed; HCC 
was diagnosed and confirmed by microscopic anal­
ySlS_ These nodules were made up of evident 
ncoplastlc hepatocytes showing nuclear atypia and 
hyperchromasia, I1UmerOllS enlarged and 
acidophil¡c nuc[eoli as wel! as atyplcal mitosis (Fig. 
1 B). Arter 5 months of treatment, many iarge 
nodulcs (1 cm 01' more) substituted thc ]¡ver par­
enchyma. These noduies were fafIned by neoplastic 
hepatocytes and cysts with acidophilic colloidal 
matenal (Fig_ IC)_ Thick fibrous tissue sepla sur­
rounded the nodules. In this fibrous tissue, numcr­
ous blood vessels and biliary ducts were seen 
(arro\v) (Flg. 1 D). Intcrcstingly, by the 8th month 
in some nodules 01' in thc 1I1ternodular par­
cnchyma, the prcsence of extrcmcly dilatcd telang M 

icctauc hlond vcssc)s (peli0sis hcpatis) \\tas <1 

Animals with lesions Type of leswl1s 

FA' NP" HCC' 

6/18 6 2 O 
1(18 1 O 
7'18 6 4 O 
1(18 O 
7(18 7 4 2 
5(18 4 2 2 
3(18 1 2 
9(18 5 8 2 
5(18 3 3 3 
3(16 2 1 2 
8(16 2 5 4 
3(16 1 1 2 
1(16 O O 
3(16 2 2 
4(16 1 2 2 
3(\ 5 O 2 3 
7(15 O 1 7 
3(14 O 1 3 
6(14 1 2 6 
3/14 O 1 3 
6(\3 O 2 6 
6(\ 3 3 6 

common feature (Fig. ¡ E), in additiol1 to large 
bihary duet structures (Flg_ I F)_ After 6 monlhs oC 
treatment, all these histopathological alterations 
progressively increased; thus, rats with 12 1110111h5 

of treatment showed huge coalescent lLlmors, 
whieh substituted almos! al1 of the hepatic lissuc_ 
The control groups treated "ith DEN + AAF + 
PB, DEN + CCI, + PB and AAF + CCI, -1- PE, 
showed low mortality with slmilar macroscopic 
and 1111croscaplc lesions, but minor frequency and 
size of the tumors observed in the animals lreateó. 
No apparent gross metastasis wa$ observed in any 
organ. The capsular surface of 20(% of the trcated 
raes j(ldneys in lhe last 3 mOl1th~ of (he modcl 
exllIbited varying degrees of granularity with smaII, 
subcapsular cysts suggcStlvc of varYlng degrees of 
adval1ccmcnt of chrolllc progrc~si\,c IlCphlOSis 
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3.3. uP A ce!lular kinetics and distribulion 
determh1ed hy immunohistochemistry 

In normal hepatic tissue. scaree uPA positive 
hepatocytes were located in the periportal and 
intralobular afeas, 18 and 5%, respectively (Fig. 
2A. 3). After 3 months of treatment, the number 

Fig. 1 RepresentatlVe hls!opa!nologlcal features of the liver 
during deve\opment of a hepatocarcinoma mode1. CA) After 2 
months of carcinogenic drugs administratían (DEN + AAF + 
CCJ4 -;- PB). many hyperplas!lC nodules made up of ¡urge 
hepatocytes wlth hyperchromatic nuele! were formed ( x 400). 
(B) During month 3 and 4 of treatment, neoplastic nodules 
consisting of larger hepatocytes with frequent mitosic .figures 
(arro\\i) were fonned (x 400). (C) At month 5 after drug 
administratían, several cystic structures with colloidal material 
(asterisks) were formed along with the neoplastic nodules 
( x 400). (D) At the same time interval, there were many 
neoformed biliary ducts in the collagen septa, which surround 
neoplastlc noduIes (arrows) (x 200). (E) After 6 months of 
treatment. there were many telangiectasic blood vessels (aster­
lsks) 111 the neoplastlc nodules (x 200). (F) At l year of 
treatmem, lhe whole organ was replaced by neoplastic confiu­
ent nodules surrounded by wide fibrous septa with numerous 
neoformed bIliary ducts (asterisks) ( x 200). AII samples were 
stamed with hematoxdin and eosm. 

of periportal and intralobular immunostained 
hepatocytes increased 25 and 100%, respectively. 
At this time, 25% of hepatocytes located in the 
hyperplastic nodules exhibited intense immunore­
activity (Fig. 2B, 3). After 4 months of treatment, 
when the hepatic noduJes were constituted by 
malignant cells, their uPA immunostaining 
showed a striking heterogeneity. In fact, in sorne 
neoplastic nodules, almost all the cells showed 
strong immunoreactivity, while in others, a fe\\' 
neoplastic hepatocytes located in the periphery 
were positive (Fig. 2C), or immunostained cells 
were scattered throughout in the whole tumoral 
nodule (Fig. 2D). At 5 months of treatment. the 
uPA immunostained hepatocytes reached their 
maxrmal percentage in the neoplastic nodules 
(50%) and in the Iimiting plaque (65%) (Fig. 3), 
while in the interlobular areas the percentage of 
positive cells was constant during the entire pe­
riod of treatment (10-20%). In advanced stages, 
from 6 to 12 monlhs, the percentage of immunos­
tained hepatocytes in the neoplastic nodules de­
creased by 30% (Fig. 3), but many neoplastic liver 
cells with strong uPA immunostaining were ob­
served surrounding degenerative cysts (Fig. 2E) 
and neoformed biliary duets (Fig. 2F). 

3.4. Analysis of liver function by en:zyme 
determination in sera 

The serum activities of AST and ALP in treated 
animals were considerably increased from the J st 
to the 4th month of treatmen!. At that time, the 
activity of AST decreased below the values ob­
served in the control animal s wlthout treatment. 
while the ALP levels were similar to the control 
rats (P < 0.05) (Fig. 4A and D). The ALT activity 
was similar to that of control animals until the 
5th month of trealmen!. Then, a pronounced 
activity decrease far helow the control activily was 
observed (Fig. 4B). The enzyme, which showed 
the best correlation with the liver histopathologi­
cal changes, was GGT. In fact, the increase in 
GGT activity began after 4 months of treatment, 
when the neoplastic nodules appeared. GGT ac­
tivily progressively increased and reached its peak 
at 6-8 months of treatment, when numerous neo­
plastic nodules affected the liver with a P < 0.005, 
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Fig. 2. uPA expression and localization during expenmental 
hepatocarcinogencsis determmed by lmmunohistochemistry. 
(A) In the ]¡ver [rom cor.trol animals, there were occasional 
and faint immunostamed hepatocytes surrounding portal areas 
(arrows) and lO thc mlddle zone of hepatlC lobules (x 400) 
(B) Artcl 2 1110nll1:-. al' trcalment theIc \Vas Hn mercasc in ¡he 
numbcl dnó irnnwnorcaclivity 01' pCllportaJ (arrows) al1d 111-
lralobuJaI (drrowheads) hepatocytes ( x 400) (e) At 4 mooths 
of trcatmcnL pcnporta! hepatocytcs wcrc nnmunorcactJvc (ar­
raws) <lod lhe neop!asllc nodulcs showcd stnking Ill1n1UllOs­
ldll1111g hctcrogcnclty, :-.O:llC no'du!cs ex.hib¡tcd nrong aoó 

hOIllogencous lmmunorca::::tivrty (black aSl~n~k) dnd others 
sho\Ved mllJ ImmUnnOS(¡llllll1g In S0111e hepdtoeytcs IOCdtcd III 

¡he pcriphery (WhllC a~tCI :sk) ( x 400) (D) At lhe :-'dme lime 
lI1tcrval (hefe werc tumolal nodulcs wJth many scattcred 1I11-
munostaincd cclls ( x 400) (E) Aftcr 6 months of caIcInogcnie 
trcaLmenl tht:rc v.crc l1umerOllS ImmunostaIncd ncoplasllc cclls 
surroundmg cysts (F) After \ yeal of caremogcnic dI ug 
admIn¡:-.lration, theIc werc many immunorcactlvc neo pI as tIC 
!1epalocylcs !le.!r l1eoformcd bdiat'y duct~ (x 200). SectlOns 
wcrc cOuntcIstalI1cd with hematoxylin. Animals wele treatcd 
~lS \.\a~ spccrfied 111 Scctlon 2. 

as compared with untreatcd group. After 8 
J110nths of trcatmcnt, the scrum Icvels of GGT 
dccreascd and \Vere accompaI1Jed by discase stabi­
Ilzation ami longcr survival. GGT wa::. nOl dc-

tected in sera of control animals (Fig. 4C). Total 
serum protein did not show any significant 
changes in either treated ar untreated animal s 
(data not shown). 

4. Discussion 

HCC is regarded as an aggressive tumor with a 
poor prognosis (Haydon and Hayes, 1995; 
Okuda, 2000). More than 250 000 cases are diag­
nosed worldwide annualIy; of those, less than 3'1:, 
will survive 5 or more years. The genetie basis of 
hepatocarcinogenesis is sti!l poorly understood. 

The use of experimental models in cancel' has 
contributed substantialIy to the demonstration 
that during the carcinogenetic process, there are 
fundamental changes in the genome, which pro­
duce many alterations in the ce!lular phenotype 
(Goldfarb and Pugh, 1986; Moore and Kitagawa, 
1986). Alterations in tumor-associated extra-ce!lu­
lar matrix proteolysis are an important event in 
the mechanism of tumor invasion, dissemmation, 
and metastasis. In this regard, the malignant po­
tential of sorne solid tumors has been related to 
their ability to synthesize matrix-degrading pro te­
olytic enzymes such as uPA. In fact, the relation­
ships between plasminogen activators and tumor 
lllvaSlOn and metastasis have been c1early demon­
strated by severa! in vitro lllodels (Kamiyama 
1995: Kawasaki et al, 1998) as well as studles 
done with different human salid neoplaslcs 
(DanO et al.. 1985; Jil11icke et al.. 1990. 1993) 

Recently the partlcipation of uPA in lhe devel­
opment and spread of tumors has bcen rcceiving 
considerable attention. Some studics have COI1-

cluded that, In order to estabJ¡sh the potential 
pathogenetie role of uPA 111 caneer, it is necessary 
lo define whlch components of the plasminogen 
system (e.g. relevant enzymes, cellular surface re­
ceptors, inhibitors, substrates, reaction products) 
exist in the tumor tissue in vivo as well as their 
precIse cellular location. Rcccnt immunohisto­
chcmical studies have shown diffcrcnl pattcrns oC 
uPA dlstribution dcpcnding Oll thc tumor typc 
Thus, LIPA immunoreactivlty has bccn ciemon­
strated in colon adenocarGÍnoma cells and/or the 
surrounding conncctivc tlSSUC I:Pykc ct al. 1991: 
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Kawasaki el al., 1998). In gaslric and breasl can­
cer, there is strong uPA irnmunostaining at the 
invasIve edge of the tumor, a1though other studies 
in colorecla1 carcinomas did nol show any uPA 
expression difference in neop1astic cens localed in 
lhe cenler or lhe periphery of lhe lumor (Tan el 
al., 1995; Coslantini el al., 1996; Kawasaki el al. 
1998). In lhe present study, we initially observed 
thal heparocyles Jocated in the center of preneo­
p1astic nodu1es and lhose localed in lhe 1imiting 
plaque disp1ayed intense immunoreactivily. After 
3 months, thís immunostaining pattern remained, 
but with stronger immunostalning in evident neo­
plaslic hepalocyles. However, lhe helerogeneity of 
uPA immunostaining in preneoplastic and neo­
plastic nodules was slriking, even in lhe 5lh 
monlh when lhe uPA expression was maximal. 
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This finding may be due to lhe differences in cen 
populations presenl in lhe nodu1es (e.g. normal 
cells, hyperplastic cells, and neoplastic invasive 
cells), suggesting that the level of uPA expression 
depends on the type of hosl cens with which the 
transformed cells interac\. The fact that uPA lev­
els in the tumor were slgnificanlly elevated in the 
establishment of neoplastic Dodules at 4-5 
months, suggests that the enzyme may participate 
in diverse functions from the beginning of the 
carcinogenetic process. 

Preferential uPA expression in periporta1 space 
along with lhe first preneopIastic Iesions is in 
accordance with Rappaport's concept of the liver 
acinus. In lhis concept, the periporlal zone is the 
most highly oxygenated area with the highesl leve! 
of nulrienls due to its cIoseness to the portal vein 
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\ 

O 
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b 
61 ó 
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Time (month) 
Fig. 3 AnalYS1S oC cellular kinetics and dlstribution of uPA in the hepatocarcinoma modelo rmmunostained ceUs present in the 
tumoral nodules (black triangles), penportal zoncs (black eireles) and intralobular arcas (whitc cirdcs) were anulYLcd. Groups 01' ~i:>.. 

rats were analized at different time mtervals after the administration of the carcinogenic drugs. The liver slides were processed for 
lmmunohlstochemistry-uPA and the score was determined by multiplying the percentage of immunostained ceHs by the intensity of 
staining as i5 descnhed m the SectlOo 2. Where e are rats w¡thaut any only PB m drinking water. 
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Fig. 4. Analysis of ¡iver function. Plasma enzyme levels in treated animals (DN + AAF + CC14 + PB) (circles) and rats wíthout any 
treatment (oniy PB in dnnking water) (triangies) of (A) Aspartate ammotransferase (AST), (B) Alanine aminotransferase (ALT), (e) 
Garnma-glutamlltranspeptldase (GGT) and (D) Aikahne phosphatase (ALP). The enzlmatic activitles were determined by a 
Blochemlcal Coulter Analysis. Each poiot represents the mean ± S.D m expenments performed In quadruplicate. >< Means different 
from che control group (P < O 05). 

and hepatic artery branches. However, this IS also 
the zone most exposed to toxic substances (Rap­
papo n and Wanless 1993). Interestingly, it is al so 
in the penportal area that stem Iiver cells have 
been located (Daveba and Shafritz, 1993). It 
seems that stem or oval cells are the normal 
cellular precursors of hepatocytes and bile duct 
cells (Pykc et al" 1991). The} are extcnsivcly 
acti\'atcd in ]¡ver regeneratlOn and apparently lJ1 

neoplastic transformation in experimental models 
oC chcrnicaJ CarCHi.ogenes1s (Sol1 et al., \ 976~ Ocr­
ber et al., 1982), so these periportal uPA im­
rnunostained hepatocytcs may be stimulated or 
transformed oval cells. 

The prescnce of s1I1usOldal dilation (peliosis) 
vvas a histop<Jtholog¡cal flnding that has 110t bCC11 
reported previously 111 other studies using th1S 
l11odc! of hcpatocarcinogcncsis. Normally thc liver 
pdrcnchyma JS supportcd by conncctivc tissuc 
fihcr:-, th<1t are In contlllllity \Vith thc Sllrf~ICC cap-

sule, These tibers are important to prevent tears in 
the bIood vessels and slllusoidal walls. Its focal 
dissolution by proteases may be the cause of the 
blood-filled cysts or peliosis, In support of this 
idea, is the fact that we found peilosis when the 
maximal expression of uPA was observed. Thus, 
it is posslble that the high uPA concentrations in 
the ncoplastic nodllles produced protcolysis 01' 
connective tissue fiber, IJ1ducing tears of bIood 
vessels and sinusoidal walls. 

In 111051 patients with hcpatocarC1l10ma, tile 
hepatic biochemical tests changes are nonspecific 
and indistinguishable [1'0111 those found in patients 
with other ¡iver diseases (Graeme and Maedonald, 
1997; Mlchael, 1996; Neal, 1997), Thus, these 
biochcmical tests are 01' hUle valuc in thc diagno­
sis and prognosis of cancel'. Wc dctermined diffcr­
~nt IIver enzymes in sera during the carcinogenesis 
process in order to correlatc with [he histopathog­
Ical changes It WHS cVldcnt that AST amI ALP 
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showed two peaks, at the beginning and at the 
end of the carcinogenetic process, which could 
be related to the formation of preneoplastic 
nodules and a complete malignant transforma­
tion, respectively. In regard to this, it has been 
indicated that significantly increased con­
centrations of ALP and AST in serum 
are suggestive af a pnmary tumor ar in­
filtrative lesiono Furthermore, it has been ob­
served that a sudden in crease in the ALP serum 
concentratlon suggests malignant disease (Sher­
lock, 1981). 

The GGT increase observed throughout the 
carcinogenetic process is related to the serum 
levels of this enzyme, which are usually high in 
patients with hepatic disease, inc1uding maEg~ 

nant lesions (Whittield et al., 1972; Castaldo et 
al., 1996) For the last 20 years. studies in rat 
and mallse liver cancer have consldered GGT as 
a preneoplastic and neoplastic marker. We ob­
served that GGT increased when the preneoplas­
tic nodule formation started, and reached its 
peak when the neoplastic nodules were more 
abundant. Actually, it has been proposed that 
GGT may provide a metabolic advantage for 
some tumors, particularly those of the Iiver, be­
cause GGT provides high levels of intracellular 
glutathione, a11 important cell growth factor 
(Hochwald et al., 1996; Hanigan, 1998).In con­
clusio11, our results show a correlation between 
the disruption of blood vessels and sinusoidal 
walls in the liver and an increase of uPA, which 
may have a fundamental role in the invasive 
poten ti al of neoplastic cells and probably also 
can be related to early events in the neoplastic 
transformation.Further studies are necessary in 
order to elucidate the role of uPA in the early 
stage of carcinogenesis in other neoplasies be­
si des liver. 
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