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Introducció 

El desenvolupament de focus microscopics d'hepatocits amb fenotips enzima

tics alterats durant la carcinogenesi hepatica i la probable implicació d'a

quests focus en l'origen de tumors hepatics, ha estat descrit per diferents 

autors en els darrers anys. Emmelot, Scherer (1980). 

Els assatjos bioquímics i histoquímics durant la carcinogenesi química en 

el fetge de rata, indiquen la perdua de varies activitats enzimatiques pro

pies de l'adult, així com la reexpressió d'activitats enzimatiques fetals 

als focus hiperplasics, noduls i als hepatomes. Sato et al. (1981). La per

dua d'activitat glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) i adenosín-trifosfatasa canali

cular (ATPasa) així com l'adquisició d' activitat gamma-glutamil-transpepti

dasa, han estat descrites com alteracions simples o bé combinades. Pugh,Gold

farb (1978). 

Degut que en el nostre estudi administrem una sola dosi de carcinogen, pos

siblement en els clons, les cel.lules modificades estan sincronitzades en el 

procés d'iniciació, per tant el tamany dels illots en un moment determinat 

es pot. relacionar directament ambla seva velocitat de creixement. Els as

satjos histoquímics que hem realitzat inclouen els enzims: G6Pasa, ATPasa i 

5'nucleotidasa. Hem determinat el fenotip enzimatic dels diferents illots de

ficients i els hem caracteritzat morfometricament. 

Material i Metodes 

Es varen utilitzar rates mascles Sprague-Dawley d'aproximadament 200g. de 

pes. La pauta d'inducció carcinogenica que es va seguir esta basada en la 

descrita per Pitot et al. (1978) i va ésser la següent: hepatectomia parcial 

i a les 24 hores injecció per via intraperitoneal de 40 mg/kg de dietilni

trosamina. Vuit setmanes després administració continua de fenobarbital al 

0,05% a l'aigua de beguda durant 35 setmanes. Els animals varen rebre 6 in

jeccions de 0,5 pCi/g de timidina tritiada a intervals de 30 mints, 48 hores 

abans de ser sacrificats . . Unes mostres del fetge varen ser congelades amb 

isopenta i nitrogen líquid i unes altres varen ser incloses en parafina per 

tal d'estudiar l'índex S . 
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Els enzims estudiats varen ser: G6Pasa segons el metode de Wachstein i 

Meisel (1956), ATPasa ·i 5'nucleotidasa , Wachstein i Meisel (1957) . Les pre

paracions histoquímiques per cadascun dels tres enzims varen ser fetes so

bre grups de tres talls seriats de 5 f• realitzats a diferents nivells del 

fetge congelat. De cada preparació histoquímica es va fer una ampliació fo

tografica i sobre aquestes ampliacions es varen dibuixar els illots amb de

ficiencia enzimatica. La superposició de les tres fotografies de cada nivell, 

corresponents a les tres tincions histoquímiques ens va permetre classificar 

el fenotip de cada illot segons la combinació de deficienci es enz i matiques. 

Per cada fenotip enzimatic varem mesurar els següents parametres: fracció 

volumetrica dels illots enzim- deficients, nombre d'illots enzim- deficients 

per cm2 de fetge, tamany mig dels illots, distribució de freqüencies dels 

diferents fenotips i percentatge d'illots que tenen una secció més gran de 

0,1 mm2 . Per a calcular aquests parametres , la superfície de les seccions 

dels illots i del teixit estudiat varen ser mesurades amb un analitzador 

d'imatges Kontron M0P 20 i es varen aplicar els metodes morfometrics usuals . 

Weibel (1966) . ( Veure figures 1 i 2 ). 

En els talls estudiats per autorradiografia es va mesurar l'index S a 

l'interior dels illots hiperplasics i al teixit normal. 

Resultats 

L'estudi s'ha realitzat sobre _8 rates . La superfície total de fetge es

tudiada fou de 3.115,11 mm2 i el nombre total d'illots trobats de 1.746. 

Taula I : Fracció volumetrica ocupada pels illots . Tamany mig del s illots. 

Percentatge d'illots que tenen una secció més gran de 0,1 mm2 . 

Fenotip Fracció vol. Tamany mig % d' illots 

G A 5 (%) (mm2) ) 0 , 1 mm2 

+ + 0,93 + - 0,42 0,06 + 0,03 13 ,86 

+ + 0 ,71 + - 0 ,31 0 ,06 + - 0 ,02 15,55 

+ + 0 , 54 + - 0 ,20 0 ,07 + - 0,03 20,00 

+ o,56 + - 0 ,32 0,10 + - 0,05 33,51 

+ 0,17 + - 0 ,06 0,11 + - 0,04 40,00 

+ o,22 + - 0,24 + 0,06 - 0,03 17 ,86 
+ 1,64 - 1,72 0,32 + - 0 , 34 53,23 

G = glucosa-6-fosfatasa, A= adenosín trifosfatasa i 5 = 5'nucleotidasa 

(+) activitat enzimatica normal , ( - ) activitat enzimatica deficient . 



Figura n 2 1:Fetge de rata després del tractament carcinogenic explicat al 

text . Tinció específica pera la ATPasa canalicular . Negatiu fotografíe: 

12,5 x . El contorn dels illots enzim-deficients esta resseguit. 
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Figuranº 2:Material igual al de la figuranº l. Tinció específica pera la 

G6Pasa . Microfotografía 200 >:. S'observen dos illots enzim-deficients (IED) 
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La major fracció de volum hepatic ocupada per illots enzim- deficients la 

presenten els illots amb triple deficiencia seguit a continuació dels illots 

amb una sola deficiencia i de la combi nació doble deficient en G6Pasa i 

ATPasa (G-A) essent les fraccions ocupades pels altres illots doble deficients 

ATPasa i 5'nucleoti dasa (A- 5) i G6Pasa i 5'nucleotidasa (G-5) i nferiors . 

(Taula I) . 

Els illots que presenten def iciencia en un sol enzim tenen una secció 

mitja petita pero son els més nombrosos mentre que els illots triple defi

cients tenen la secció mitja més gran de tots els fenotips estudiats malgrat 

que es presenten en un nombre inferior a les combinacions senzilles. (Tau

les I i II) 

Taula II : Nombre d' illots enzim- deficients per cm2 de fetge. Percentatge 

dels diferents fenotips . 

Fenotip 

G A 5 n2 illots/cm2 % dels fenotips 

+ + 15 ,92 + 28,52 - 6 , 28 

+ + 13 ,29 + 24,68 - 4,43 

+ + 8,47 + 14,89 - 4,90 

+ 
+ 2 ,47 11,11 5,56 -

+ 1 , 53 + 2,86 - 0 , 41 

+ 
+ 2 ,44 6,41 3,14 -

5 ,29 + 
- 3,62 11,51 

G = glucosa- 6- fosfatasa, A= adenosín trifosfatasa i 5 = 5'nucleotidasa 

(+) activitat enzimatica normal, ( - ) activitat enzimatica deficient . 

Els illots doble defic i ents (G-A) donen un valor de secci ó mitja compres 

entre el dels triples i el dels senzills i es presenten en un nombre gairebé 

igual als illots triples . Els illots doble deficients (G-5) tenen també una 

secció mitja intermedia pero són els menys nombrosos de tots els fenotips. 

Els illots doble deficients (A- 5) es t roben en nombre inferior als triples 

mentre que la seva secció mitja es del ordre de les trobades pels illots 

senzills. ( Taules I i II) . 

Hem trobat que la proporció d'illots, que tenen una secció superior a 

O, lrrnn2,més elevada correspon als triples deficients mentre que les propor

cions més baixes les presenten les deficiencies senzilles i la doble defi

ciencia ( A-5) (Taula I) . 



El valor del index S trobat a l'interior dels illots hiperplasics es de 

0,021 i el corresponent al fetge normal es de 0,006. 

Discussió 

Malgrat l'abundancia d ' estudis sobre alteracions enzimatiques als focus 

hiperplasics o hepatomes , durant la carcinogenesi hepatica, la determinació 

del fenotip enzimatic per assatjos histoquímics en talls seriats ha estat 

descrita per pocs autors. Pitot et al.(1978), Pugh i Goldfarb (1978), Gold

farb i Pugh (1981) . Els enzims estudiats per aquests autors han sigut la 

G6Pasa, la ATPasa i GGTasa. Nosaltres hem incorporat en aquest treball la 

S'nucleotidasa, enzim no estudiat anteriorment i hem seguit una pauta carci

nogenica similar a la descrita per Pitot et al. (1978). 

Hem calculat la distribució de freqüencies perles deficiencies dobles i 

triples,assumint una associació a l'atzar de les alteracions enzimatiques i 

hem trobat que els valors observats en el cas dels illots amb doble defi

ciencia són inferiors als calculats, mentre que en el cas dels illots amb 

triple deficiencia el valor observat ' és gairebé igual al calculat. Podem, 

dones, deduir que les alteracions enzimatiques en el nostre model no són 

independents. Els nostres resultats de la distribució de freqüencies són 

comparables als descrits per Pitot et al. (1978) i la no independencia de 
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les alteracions enzimatiques, es pot deduir també dels seus resultats . En 

canvi, dels estudis de Pugh i Goldfarb (1978), Goldfarb i Pugh (1981) uti

litzant una pauta d'inducció carcinogenica continua, amb 2-acetil aminofluore, 

es dedueix una associació a l'atzar de les alteracions enzimatiques. 

La pauta d'inducció que hem utilitzat limita l'administració del carcino

gen a una única dosi i per tant, les cel.lules modificades estan probablement 

sinctonitzades en el procés d'iniciació. Aixó ens permet relacionar el ta

many dels illots ambla seva velocitat de creixement. Els resultats obtin

guts demostren clarament que el, ·cPeixement dels illots triple deficients és 

molt més gran que el dels illots que tenen una sola deficiencia enzimatica 

mentre que, els illots deficients en dos enzims presenten un tamany inter

medi. Els resultats obtinguts també demostren que el percentatge d' illots 

que tenen una secció gran, és elevat en el cas de que siguin trLple defi

cients, mentre que és petit en els que tenen una sola deficiencia . 

Podem dir, per tant, que com més gran és el nombre d'alteracions enzima

tiQues d'un illo~, més gran es la seva velocitat de creixement. 

Per explicar els possibles mecanismes que provoquen alteracions enzimati

ques i el desenvolupament dels tumors, cal tenir en compte que el carcinogen, 
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a més d'interaccionar amb el DNA , pot també fer-ho amb altres molecules, com 

poden ser proteines no histones, qu& al estar modificades poden induir una 

reprogramació genetica responsable d ' una activació de la proliferació i de 

les al teracions enzimatiques . 
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