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Admes que la SP té un clar efecte mitogenic , calia esbrinar en quin període 

del cicle cel . lular actúa. Les dades obtingudes indiquen clarament que l'efec­

te, al meinys inicial , de la SP és en estimular a les cel . lules en G2 a en­

trar en mitosi (Figures 2 i 3) . Aquesta resposta és curiosament molt semblant 

a la que presenta l'organisme després de l'ingestió d'aliment (Baguña, 1974), 

si bé la resposta és menor . En aquest darrer cas, es va postular coma meca­

nisme estimulador el lliurament d'algún factor neurohumoral mitogenic per 

par t de les propies cel . lules intestinals o per part de les cel . lules del 

plexe nerviós gastrodérmic . Tenint en compte els resultats d'aquest treball, 

aquest hipotetic factor podria ésser la propia SP o algún factor semblant. 
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Abstract 

Characterization of a new model of experimental hepatocarcinogenesis, 
preliminary results 

The main objective of this study has been to develop acarcinogenesis 
protocol designed to investigate the cumulative effect of several cycles 
of initiation and promotion on the development of preneoplastic and neo­
plastic lesions in rat liver. Each cycle consists of an initiation step 
by carbon tetrachloride to stimulate cell proliferationanddiethylnitros­
amine given 48 hours after carbon tetrachloride, anda period of continous 
promotion with phenobarbital. Irrespectively of the number of cycles, all 
animals have developed tumours after 16 months of promotion, but a clear 
re 1 at i onshi p between the number of cyc 1 es and the number of tumours 1 arger 
than 1 cm of diameter has been found. Several serological parameters com­
monly used in toxicological studies have been determined at the end of 
the treatment. Preliminary results on the cytotoxic effects and on the 
development of enzyme-altered areas and nodules are given. 

Introducció 
El desenvolupament neoplasic és un procés multifasic . Aquest concep­

te esta basat en els estudis epidemiologics a l'home - relació inciden -
cia de cancer i edat - i, també, en les investigacions sobre carcinoge -

nesi experimental (Berenblum, 1974; Foulds, 1975 & Burch, 1976). Els ex­
periments de transfecció d'oncogens a fibroblastes normals recolzen tam­
bé aquesta hipotesi . Newbold & Overell (1983) troben que la transformació 
dels fibroblastes normals per transfecció de l'oncogen EJ e-Ha-ras només 

es produeix si les cel.lules han estat previament immortalitzades mitjan­
~ant un carcinogen químic. Land et al. (1983) demostren la transformació 
de les dites cel . lules perla transfecció conjunta pels oncogens myc i 
ras.Tanta la patología humana com als estudis de carcinogenesi als di­
ferents models animals, l'aparició de tumors va precedida per un seguit 

de canvis pre-neoplasics que afecten a la diferenciació cel.lular (alte­
racions del patró de marcadors citoquímics) i a l'activitat proliferati­

va (canvis hiperplasics) . Les dades experimentals no són, pero, encara 

suficients pera permetre una descripció del desenvolupament neoplasic 

79 



80 

en forma d'una sequencia precisa d'etapes (Emmelot & Scherer, 1980). 
L'hepatocarcinogenesi química experimental als rosegadors ofereix in­

teressants avantatges pera l'analisi del desenvolupament neoplasic de -
gut a l'existencia de diversos marcadors citoquímics de diferenciació que 
sufreixen alteracions durant el procés i permeten la identificació de 

clons cel . lulars (Emmelot & Scherer , 1980; Pitot & Sirica , 1980; Tatema­
tsu et al., 1983) . L'existencia d'una etapa d'iniciació cl arament separa­

da de l'etapa de promoció a l'hepatocarcinogenesi ha estat provada per 
Pitot et al. (1978). 

Diversos procediments d' hepatocarcinogenesi qu1m1ca a la rata han si­
gut utilitzats per diferents autors, Emmelot & Sherer (1980) en fan una 

revisió. Per una banda , hi ha els tractaments d'administració continua 

de carcinogen i, per altre, els procediments en els que el carcinogen és 
administrat deforma puntual (una sola dosi) o en períodes de pocs dies. 

Aquest últim tipus de tractament és el més interessant de cara a estudiar 
els efectes promotors que - al ser administrat el carcinogen iniciador de 

manera puntual o molt concentrada en el temps - queden clarament separats 
de la iniciació. 

En treballs anteriors (Estadella et al ., 1983, 1984a, 1984b) utilit­

zant una pauta carcinogeni ca derivada de la de Pitot et al . (1978) que 
consisteix en l'administració d'una dosi única de dietilnitrosamina 24 h 

després d' una hepatectomia parcial seguida d'una promoció continua amb 
fenobarbital , s'ha trobat una correlació positiva entre el creixement 

dels clons cel.lul ars amb alteracions enzimatiques i el nombre d'aquestes 
últimes . L' administració d'una segona tanda de dietilnitrosamina 30 o 50 

setmanes després de la primera dosi dona lloc a l'aparició de sub-clons 
dintre dels focus primaris (Estadella et al., 1984b) . 

El principal objectiu del present treball ha estat l'establiment d'un 
model de carcinogenesi dirigit a investigar l'efecte acumulatiu de dife­
rents cicles d'iniciació i promoció en el desenvqlupament de lesions pre­

neop l asiques i neoplasiques al fetge de rata. L'iniciador emprat és la 
dietilnitrosamina administrada en dosi única - a cada cicle - 48 h des -

prés d'una dosi necrogenica de tetraclorur de carboni. El fenobarbital 
ha sigut administrat de forma continua coma promotor . Els resultats que 

es presenten corresponen a una caracterització preliminar del model a ni ­
vell histologic i serologic, incloent aspectes metodologics re latius a 
la quantificació de lesions . 



Material i Metodes 

1- Animal d'experimentació: Rata Sprague-Dawley (C-0 ) holoxenica. Mascle 
de 180 g a l'inici de l'experiencia. 

2- Model experimental de carcinogenesi : Es basa en un cicle que const a 
d'una estimulació de la proliferació cel. lular hepatica mitjan~ant 
l'administració de Sml/kg peros d'una solució de tetraclorur de car­

boni al 50% en oli d'oliva. A les 48 hores, injecció intraperitoneal 

de 100 mg/kg de dietilnitrosamina, coincidint l 'administració del car­
cinogen ambla síntesi de DNA de l ' ona d'activació proliferativa. Set 

setmanes després, es comen~a l'administració cronica de fenobarbital 
sodic a l'aigua de beguda (0,05%) coma promotor. 
Aquest cicle dona origen a diferents pautes : 
Pauta A 1 cicle amb un temps total de promoció de 16 meses. 

Pauta B : 2 cicles amb un interval de 8 meses entre les 2 dosis de 
carcinogen. Temps total de promoció 16 meses. 

Pauta C : 3 cicles amb un interval de 1,5 o de 8 mesos entre les dosis 
de carcinogen. Temps total de promoció 16 mesos. 

3- 0bservació macroscopica: Autopsia completa dels animals amb extracció 
de mostres dels principals organs i teixits . Examen macroscopic i fo ­
tografia del fetge, quantificació de les lesions a partir dels esque­

mes i fotografies. 
4- Una part de les mostres de fetge ha estat congelada amb isopenta - ni­

trogen líquid pera l'estudi histoquímic . Una altra part, fixada en 
formaldehid i processada per inclusió en parafina. 

5- Ambles mostres congelades s'han realitzat talls seriats al criomicro­

tom de 6 micrometres que han estat utilitzats per l'assaig histoquí­

mic dels seguents enzims : Glucosa-6-fosfatasa (Wachstein & Meisel, 
1956). ATPasa canalicular i 5'nucleotidasa (Wachstein & Meisel, 1957). 

L'estudi morfometric d'arees enzim-deficients s'ha fet sobre amplia­
cions fotografiques emprant un planímetre semi-automatic. 

6- Les mostres incloses en parafina han estat destinades a l'estudi his­

topatologic. 
7- Determinació de parametres bioquímics_serologics : Abans del sacrifi ­

ci dels animals, previa lleugera anestesia amb éter, s'han obtingut 
mostres de sang per extracció perla jugular. A la Taula I on figuren 
les dades dels parametres serologics, es donen els metodes correspo­

nents a les determinacions analítiques . 
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Resultats 
El fet de que tant el tetraclorur de carboni com la propia dietilni ­

trosamina a les dosis utilitzades provoquin necrosi del parenquima hepa­
tic ha estat causa de mortalitat d1 alguns animals . S1 han observat dos ti ­
pus de morts al llarg de les pautes de tractament, per una banda, aquelles 
que per diferents causes han tingut l l oc en períodes intermitjos a les ad­
ministracions del carcinogen i que generalment, han sigut degudesa fracas 
hepaatic per preencia de tumors o altres causes croniques. Per altra ban­
da, les morts d1 animals que acabaven de rebre una dosi de carcinogen. A­
questes últimes han sigut degudes en tots els casos a necrosi massiva he­
patica (Figura 1). 

Figura 1 : Fetge , necrosi massiva produida a la tercera administració de 
carcinogen . S1 observa l 1 existencia d1 un nodul d1 estructura histológica 
més conservada , la qual cosa indica una necrosi més recent que la resta. 
H- E, x75. 

L1 efecte letal produit esta relacionat amb el nombre de cicles d'ad­
ministració de carcinogen i de forma negativa amb el temps transcorregut 
entre els mateixos . La mortalitat immediata a la primera administració del 
carci nogen ha estat nul. 1 a. A 1 a segona admi ni straci ó 1 a marta l itat ha 



estat d'un 10% quan l'int erval entre ambdues era de 45 dies . Si el perío­

de transcorregut entre la primera i la segona dosi ha sigut de 8 mesos no 
hi ha hagut mortalitat. En el cas de 3 dosis separades 45 dies, la mort a­
litat immediatament després de la 3~ dosi ha sigut del 38%. 

Pel que fa a l'eficacia en la inducció de tumors, ha estat del 100%. 

Tots els animals estudiats fins al moment, independement del nombre de 
cicles, han desenvolupat tumors. El grau ded'evo.1.ució de les lesions neopla­

siques esta relacionat amb el temps de promoció,mentre que el nombre de 

tumors ho esta amb el nombre de cicles : 

Als 12 mesos de promoció, havent rebut 2 cicles separats entre sí 8 

meses, no es van apreciar lesions macroscopiques i es va tenir que recor­
re a l'estudi microscopic pera l a detecció de noduls . Als 13 meses de 
promoció ambles mateixes condicions experimentals anteriors, es van ob­

servar en un cas metastasis a diafragma d'origen encara no estudiat i un 
carcinoma renal molt evolucionat, pero les formacions nodulars a fetge 

eren de pocs milímetres i no protuberants. En canvi, a partir dels 16 me­
ses, en els 13 animals estudiats s'han observat tumors de diametre supe­

riors al centímetre i alguns de dos o tres. Aquests grans hepatomes coe­
xistien amb altres formacions nodulars més petites. 

Per aproximar una quantificació d'aquests hepatomes de gran volum, 
s'ha fet un comptatge macroscopic d'aquells amb diametres superiors a un 
centímetre . Segons aquesta forma de quantificació, sembla existir una 

relació directa entre el nombre d'aquests tumors i el de cicles detracta­
ment amb carcinogen. Els resultats són els següents : A la pauta A, es 

troba una mitjana de 2 tumors per animal, excepte un casen el que era de 
7 (el nombre d'animals estudiat ha estat de 4) . A l a pauta B (4 animals 

estudiats), la mitjana és de 7 tumors per animal aproximadament. A la pau­
ta C (3 animals estudiats}, la mitjana és de 6 tumors per animal . No hi 

ha, per tant, diferencia significativa entre el nombre de tumors entre les 
pautes B i C. A les Figures 2 i 3 es mostren els fetges de dos animals 

representatius d'aquests dos nivells d'afectació. 
Respecte dels diferents tipus histologics de tumors i laseva inciden­

cia, els resultats són encara preliminars jaque l'estudi histopatologic 
realitzat fins ara només inclou els dos animals sacrificats abans dels 16 
meses. A més dels hepatomes observats, que semblen de diferents tipus tu­

morals, s'han observat altres tumors d'origen diferent ambo sense metas­
tització hepatica : Un limfoma ben classificat que infiltrava el fetge. 

Un carcinoma renal. Lesions papilomatoses cutanies en al guns ani mals . 
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Figura 2 : Fetge d'un animal de la pauta carcinogen,ca A (l cicle). S'ob­

seva un tumor d'uns 2 cm de diametre a la part esquerra de la fotografía. 
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Figura 3 : Fetge d'un animal de la pauta carcinogencia C (3 cicles) . S'ob­

serven tumors de diferent aspecte i volum, a més de molts n6duls. 



Un tumor testicular . S' han vist noduls pulmonars en alguns animals d'ori­
gen encara no determinat . 

L'estudi histoenzimologic es troba en fase inicial mostra una gran a­
bundáncia d'arees enzim-deficients en tots els animals tractats. A lama­

jar part de seccions histologiques s'observen arees confluents originades 
perla fusió d'illots enzim-deficients. Per superposició de perfils cor­

responents als talls seriats assajats amb els tres métodes histoquímics 
(glucosa-6-fosfatasa, ATPasa canalicular, 5'nucleotidasa) , es pot compro­

var l'existencia de frequents illots i tumors doble o triple deficients . 
Tanmateix , s'han obsevat alguns noduls de fenotip hiperactiu, amb reacció 
positiva superior a la del parénqu i ma normal . Actualment s'estan valorant 

els parametres de fracció de volum hepatic afectat pera cada deficiencia 
enzimatica així com la corresponent a les def iciencies dobles i triples. 

A les Figures 4, 5 i 6 poden observar-se algunes imatges del les prepara­
cions histoquímiques . La Figura 4 és un negatiu fotografíe ampliat obtin­

gut projectant directament la preparació sobre el paper fotografíe , aques ­
ta classe d'imatge és utilitzada a l'estudi morfometric. En el cas de la 
Figura 4, s'observa un gran nodul ben limitat i altres focus enzim-defi­

cients també clarament individualitzats que no ofereixen cap dificultat de 
identificació. En altres preparacions, pero, s'observen arees confluents 
no clarament diferenciables del patró normal que presenta un cert grau 
d'heterogeneitat a la reacció histoquímica , essent impossible en molts ca­

sos la identificació d'illots individualitzats . 

Figura 4 : Fetge, pauta C, secció de 6 micres assajada pera l'ATPasa. 

Negatiu fotografíe de la preparació, baixa amplificació. 
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Figura 5 : Fetge. Animal control . Secció de 6 micres . Assaig pera la glu­
cosa-6-fosfatasa. Ampliació microsc6pica x 75. 

Figura 6 : Fetge. Animal de la pauta A. Secció de 6 micres. Assaig pera 

la glucosa-6-fosfatasa. Ampliació microsc6pica x 30 . S'obseven arees en­
zim-deficients de diferent extensió. 



TAULA I PARAMETRES DE BIOQUÍMICA SERICA 

' 
NO GLUC. GOT GPT BUN A. p. ~- GT LDH BILIRR . . COLEST . PROT. ALB. CLOR. CREAT. Ca K 

' 
A-2 102 166 · 98 17,7 245 54 1306 O, 105 219 8 . 5 3,3 119 0,7 19,9 8 ,85 

A- 3 102 91 79 17 , 3 198 55 403 0,210 207 8,6 3,5 114 0 ,8 14,9 8 , 06 

A-4 138 166 94 18 ; . 355 71 76 0 , 210 238 9,2 3 , 9 147 0 ,9 19,7 9,5 

A-5 189 135 122 18 , 3 337 49 1167 0,105 195 11,2 5,3 169 1,1 27 , 2 9,66 

B- 1 134 180 112 17 , 6 417 422 12 0 , 210 254 10,4 4 , 7 167 1, 1 • 18,7 9 , 67 

B- 2 142 210 92 19 , 2 421 303 349 0 , 525 260 11,5 5 154 1,2 , - 9,9 
' 

B-lt 106 120 86 17,4 251 55 69 0,105 192 8,3 3,8 125 0,8 21 8 ,31 

B-7 175 112 97 18,3 321 106 37 0 , 157 178 11 , 2 4,7 143 1, ·1 22,8 9,77 

C-7 215 119 83 17 , 8 238 38 63 0,210 202 11,3 - 168 O, 6, 19 10,74 

Control 129,2 149 , 8 33 , 6 16,8 102,1 8 ,1 1356 , 2 78 10,3 3,65 138,4 1 ,•27 10 , o~ 

Entre parentesi s'indiquen els metodes emprats en cada cas : GLUC. (glucosa hexoquinasa, Bondar & Mead). GOT (glutamic-oxalacetic­
transaminasa, Henry, Amador &Wacker). GPT (glutamic-pirúvic-transaminasa, Henry). BUN (nitrogen ureic , Talke & Schunbert) . A.P. (fos­
fatasa a·lcalina, Bowers &McComb). gamma-GT (gamma-glutamiltranspeptidasa, Szasz modificat) . LDH (lacticdeshidrogenasa, Wacker). 
COLEST . (Colesterol, Allain). PROT . (prote,nes, Weichselbaum). ALB . (albúmina, Guyre & Vidmantas) .CLOR. (clorurs, Amino & Giese). 
CREAT . (creatinina, Jaffe) . Ca (calci, Gindler & King). K (potasi, fotometre de flama). 
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L'estudi serologic de parametres bioquímics (Taula 1) indica una alte­
ració de la major part dels que són indicatius del funcionalisme hepatic. 

Així, la GPT (gl~tamic-pirúvic-transaminasa ), AP (fosfatasa alcalina) 
i gamma-GT (gamma-glutamil-transpeptidasa) augmenten mentre que la LDH 

(lactic-deshidrogenasa) disminueix de forma notable. La GOT (glutamic­

oxalacetic- transaminasa) no mostra gairabé variacions . Cal destacar l'in ­
crement experimentat pel calci que resulta inesperat. 

Els resultats presentats són encara preliminars i representen una pri­

mera c~racterització d'un nou model d'hepatocarcinogenesi . Pel que fa a 
la mortalitat dels animals tractats, cal destacar la importancia del 
temps transcorregut entre dos cicles consecutius. Les diferencies de mor­

talitat observades segons que l ' interval sigui de 1,5 o de 8 mesos pot ex­

plicar- se pel diferent grau de regeneració i recuperació funcional del 
fetge. També s ' ha fet pal es l'efecte toxic acumulatiu en el cas de compa­
rar els efectes tóxics d'una segona dosi amb els d'una tercera dosi quan 
l'interval entre els cicles és el mateix en els dos casos (1,5 mesos), les 

diferencies de mortalitat observades es poden explicar per l a diferent 
proporció de parenquima hepatic funcional existent en els dos casos. 

En relació al desenvolupament de les lesions neoplasiques, és interes -
sant l'observació de que en els animals estudiats als 12 i 13 mesas de 

promoció no hi ha hagut lesions macroscópiques mentre que al s animals sa­

crificats als 16 mesos de promoció s'han vist tumors bastant grans (fins 
a 3 cm de diámetre). Sembla , per tant, que el creixement dels tumors ha 

estat molt més important en els últims tres mesas de promoció. 
Pel que fa al nombre de tumors , la relació amb el nombre de cicles és 

clara en comparar els animals que han rebut una dosi de carcinogen amb els 
que n'han rebut dues . No hávent observat, en canvi, diferencies entre els 

animals de dos i de tres cicles. A les dosis de carcinogen emprades, re­

sulta clar que amb dos cicles la quantitat de parenquima hepatic afectat 
és tant gran que impedeix l 'observació d'efectes ~ddicionals a l'augmentar 
el nombre de cicles . 

Un resultat especi alment interessant és l 'observació del desenvolupa­
ment de neoplasies de diversos origens apart dels diferents tipus d'hepa­
tomes . 

La problematica que es planteja pera la quantificació de les focus 
enzim-deficients és l'existencia de confluencies i de gradació de la in­

tensitat de la reacció que fa difícil una mesura fiable dels focus. Per 
to aixo, elscriteris d'evaluació morfometrica no poden ser els mateixos 




