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Abstract. Hepatic carcinoma is one of the most frequently
ocentrring tumors in the Western World with a high mortality rate
becanse it is usually not detected until it is in the advanced clinical
stages. The expression of cytokeratins (CK) in the liver, and the
presence of oval cells, represents a new investigative field that is
Jocused on the understanding of the development of hepatic
neoplasias. The intermediate filaments of cytokeratins are the most
numerous structural proteins present in the hepatocytes and in the
bile ducts. The study of the oval cells and the expression of
cytokeratins offers a new line of study in the development and
evolution of the hepatocelular carcinoma.
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Introduccion

El higado posee una gran capacidad regenerativa al sufrir
pérdida del parénquima o tras someterse a variados estimu-
los hiperplasicos. Cuando esta regeneracioén es defectuosa,
las células de los conductos biliares pueden migrar y dife-
renciarse en hepatocitos; estas células biliares son llamadas
células ovales, y su capacidad de diferenciacion las coloca
como un tipo de células madre pluripotenciales.
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La expresion de citoqueratinas (CK) en el higado repre-
senta un nuevo campo de investigacion, enfocado al enten-
dimiento del desarrollo de neoplasias hepaticas. La infor-
macién que se ha obtenido tal vez modifique conceptos
relacionados con la modulacién y diferenciacién celular en
el acino hepatico.

Debido a que el microambiente tisular influye en la distri-
bucién espacial de los filamentos intermedios de las células
(Traub y Schoeman, 1994), la presencia de lesiones hepaticas
condicionarfa la expresion de marcadores fenotipicos dis-
tintos en los hepatocitos.

El citoesqueleto se compone de microtubulos, microfila-
mentos y filamentos intermedios (Yoshioka ez af., 1989; Wu et
al., 19906). Los filamentos intermedios de citoqueratina son
las proteinas estructurales mas numerosas presentes en los
hepatocitos y en los conductos biliares (Franke ez a/, 1981).

Precisamente, el estudio de las citoqueratinas ha sido
particularmente util para identificar fenotipos celulares,
que no son visualizados por los estudios de rutina con tin-
cién de hematoxilina-eosina. Moll, Franke y Schiller iden-
tificaron y catalogaron diecinueve diferentes polipétidos
de citoqueratinas, con pesos moleculares entre 40 y 70 kD
(Moll et al., 1982).

I. Carcinoma hepatico

El carcinoma hepatico primitivo es uno de los tumores mas
frecuentes en el mundo, y es hasta cuatro veces mas fre-
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cuente en varones que en mujeres (Isselbacher ez a/., 1994);
suele asentarse sobre higados cirréticos principalmente, lo
que en México significa un alto riesgo debido a que la cirrosis
prevalece en parte importante de la poblacion. La maxima
incidencia en los pafses occidentales se da en la quinta y
sexta décadas de la vida, pero de 10 a 20 afios antes en
Asia y Africa. La principal razén de la elevada incidencia
en Asia y Africa es la alta prevalencia de las infecciones
por los virus de hepatitis B y C.

En sus fases iniciales, el carcinoma hepatico a veces pasa
inadvertido porque suele aparecer en enfermos con cirrosis
subyacente y, por lo tanto, sus sintomas pueden ser in-
terpretados como los propios de este padecimiento. Los
rasgos de comienzo mas habituales son el dolor abdominal
y la deteccién de una masa en el cuadrante superior de-
recho; posteriormente se presentan ascitis hemorragica e
ictericia.

El diagnéstico usualmente se da por medio de ecografia,
tomograffa, resonancia, arteriografia hepatica y gammagrafia
radioisotopica con tecnecio-99m. Aproximadamente entre
el 70 y el 80% de los enfermos presentan altas concentra-
ciones de alfa-fetoproteina. LLa biopsia hepatica percutinea
puede ser diagndstica si se encuentra en una zona localizada
por ecograffa o tomografia.

La evolucién de la enfermedad es rapida; sin tratamiento,
la mayoria de los enfermos fallecen al cabo de 3 a 6 meses
después de realizado el diagnéstico. En muy pocos casos el
tratamiento puede prolongar la vida, pero atn asi la super-
vivencia a los 5 aflos es muy baja.

La reseccién quirargica ofrece la tnica posibilidad de cu-
racién. Sin embargo, pocos pacientes tienen tumores re-
secables en el momento del diagnéstico debido a la citrosis
subyacente, a la afectacion de los dos 16bulos hepaticos o a
la presencia de metastasis a distancia.

El trasplante hepatico ha sido limitado por la recidiva del
tumor o aparicion de metastasis, pero se han experimentado
otras alternativas de tratamiento como: quimioembolizacion,
necrosis con alcohol, crionecrosis, inmunoterapia con anti-
cuerpos monoclonales ligados a agentes citotéxicos, y trata-
miento genético con vectores retrovirales que contienen
genes que expresan agentes citotoxicos.

IT. Expresion de citoqueratinas

En su etapa inicial de desarrollo, el higado embrionario esta
compuesto de hepatoblastos que expresan las citoqueratinas
(CK) 8, 18 y 19 (Van Eyken ¢/ al., 1988; Stosiek ¢ al, 1990).
La distribuciéon de estas CK varfa dependiendo de la madu-
rez y diferenciacion del higado.
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Las células del parénquima hepatico normal del adulto
expresan solamente las CK 8 y 18, mientras que las células
de los conductos biliares intrahepaticos expresan ademas
las CK 7 y 19.

La CK 8 es una proteina de 52.5 kD que se manifies-
ta en epitelios simples, como el biliar, y que podria inter-
venir en la actividad génica, diferenciaciéon y prolifera-
cién de los hepatocitos (Stosiek ez al., 1990; Denk ez al.,
1982).

La expresién de CK 8 podria ser considerada un mar-
cador de nuevas clonas celulares en hepatocitos, y tam-
bién podria ser expresada durante la proliferacion celular
como filamento intermedio inestable (Reid e# @/, 1992;
Van Eyken ef al., 1991; Johnson et al., 1988; Lai ef al.,
1989).

La expresion de CK 8 en neoplasias hepaticas es similar a la
de C-8 en los hepatocitos de la octava a la décimosegunda
semana de desarrollo embriolégico humano, lo que podtria
sugerir una desdiferenciacion de los hepatocitos o predomi-
nio de lineas celulares indiferenciadas.

Las células ovales expresan las CK 7, 8, 18 y 19 en altos
niveles, y la CK 14 en poca cantidad. Como se aprecia, se
encuentran aquéllas que se localizan en los hepatoblastos
durante el desarrollo embrionario y las detectadas en los
conductos biliares intrahepaticos.

III. Citoqueratinas y hepatocarcinogénesis

Esta bien documentado que en el dafio hepatico inducido
por una variedad de agentes (incluyendo hepatocarcinégenos,
alcohol y virus) proliferan células ovales (Germain ez al.,
1988; Reuber, 1965; Braun ¢7 af., 1989; Smith y Yeoh, 1996).
En experimentos de hepatocarcinogénesis, estas células al
inicio se localizan periportalmente, y después se diseminan
en el I6bulo hepatico, lo que da a conocer su capacidad de
originar neoplasias (Braun ez 4/, 1989).

Algunos estudios de higado humano realizados mediante
inmunohistoquimica de citoqueratina han subrayado la aten-
ci6on de la ocurrencia de células ovales ricas en CK, que apa-
rentemente estan relacionadas de alguna manera con la pro-
liferacién ductular (Desmet, 1987). Estas pueden clasificarse
en tres tipos (De Vos y Desmet, 1992):

Tipo 1: células de forma y nucleo ovales, complejos de
unién entre células adyacentes, variacién de organelos
citoplasmaticos y agrupaciones de tonofilamentos.

Tipo 2: células con muestras de diferenciacién celular de
conducto biliar, incluyendo interdigitaciones laterales, mi-
crovellosidades apicales, vacuolas pinociticas basales y for-
macién de una membrana basal.

CIENCIA ERGO SUM 247



Tipo 3: datos de diferenciaciéon hepatocelular, como un
nicleo méds prominente, formacién de un hemicanaliculo y
rosetas de glucoégeno.

Se considera que las células ovales pueden diferenciarse
en hepatocitos del parénquima y en células del conducto
biliar.

En un estudio de hepatocarcinoma asociado al virus de
hepatitis B (VHB), las células ovales fueron positivas para las
CK 7,8, 18 y 19 (Hsia e al., 1992).

Como las células neoplasicas usualmente retienen las CK
de sus células de origen, se piensa que éstas pueden servir
para diferenciar tumores epiteliales y para estudiar su his-
togénesis (Quinlan e a/., 1985; Osborn ef al., 1984; Osborn,
1983). Las posibilidades de expresar CK aberrantes parecen
aumentar de manera paralela a la desdiferenciacion.

Van Eyken ez al, (1988) han reportado que el 50% de
carcinomas hepatocelulares contiene células tumorales
positivas para C-7 y/o 19, y que se pueden expresar CK
usualmente ausentes.

Se han hecho multiples trabajos sobre la expresién de CK
en el parénquima hepatico bajo condiciones patologicas, en
especial por el alcoholismo (Savolainen ez a/., 1994; Ray,
1987; Yoshioka ¢f al., 1989) y virus de hepatitis B (Braun e#
al., 1989). Sin embargo, la investigacion en relaciéon con el
virus de hepatitis C (VHC) resulta escasa, pese a que ya es la
principal causa de hepatitis viral con evolucion a cirrosis y
cancer (Gaiani ef al., 1997).

Los estudios en modelos animales y en pacientes alcoh6-
licos han demostrado que la alteracion de los filamentos de
CK en el higado es la clave en la formacién de los cuerpos
de Mallory (Van Eyken y Desmet, 1993).

La fuerte correlacion entre colestasis y proliferacién duc-
tular marginal, particularmente en cirrosis, sugiere que la
proliferaciéon ductular es universal en las enfermedades
cronicas del higado, particularmente cuando la colestasis cro-
nica esta presente (Ray ez al, 1993).

Las tinciones inmunohistoquimicas para las CK 7 y 20
son utiles para el diagnéstico diferencial de colangio-
carcinomas intrahepaticos de carcinomas colorectales me-
tastasicos (Sasaki ez al., 1999).

IV. Implicacion de las células ovales

Los hepatoblastomas son los maximos productores de alfa-
fetoproteina entre los canceres hepaticos. La razon de esta
produccién en los carcinomas hepatocelulares no esta clara,
y se ha planteado la implicacién de las células ovales, pues
esta demostrado que a mayor cantidad de éstas, son mayores
los niveles de la enzima (Abelev y Eraiser, 1999). Las células
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ovales, ademas, expresan otros marcadotres como: vimentina,
OV6, OC2, OC3, GGT, Thy-1, SCF/c-kit y albimina (Alison y
Sarraf, 1998).

El AMP ciclico (AMPc) es un importante regulador del
crecimiento hepidtico y de la diferenciacién; su principal
receptor intracelular es una proteina kinasa dependiente
de AMPc, que consiste en dos subunidades reguladoras (RI
y Rll) y dos cataliticas (C). El indice RI/RII generalmente
decrece durante el desarrollo del 6rgano, y se incrementa
durante la carcinogénesis. Alteraciones en este indice han
sido implicadas como un factor importante en la carci-
nogénesis clinica y experimental. Los conductos biliares y
las células ovales contienen unos indices mas altos de RI/RII
que los hepatocitos y lesiones preneoplasicas; por lo tanto,
una relacion alterada de RI/RII contribuiria con la diferen-
ciacién de las células madres en el hepatocito (Skarpen ef
al., 1998).

La habilidad del higado para regenerarse es ampliamente
conocida. No obstante, cuando la regeneracién del hepa-
tocito es impedida, los pequefios conductos biliares proliferan
e invaden el parénquima adyacente al hepatocito. En los
humanos y en animales de experimentacion, las células que
proliferan se refieren como células ovales. Estas son de gran
interés biolégico porque representan una poblacion celular,
blanco de los carcinégenos hepaticos; ademas, quiza sean
utiles para la terapia génica ex vivo para la correccion de
errores innatos del metabolismo (Alison ez al., 1997).

Uno de los modelos mas ampliamente usados de la acti-
vacion de células ovales es el régimen modificado de Solt-
Farber. En este modelo, las ratas son sometidas a una he-
patectomia parcial de dos tercios del higado y son alimen-
tadas con acetil-aminofluoreno (AAF). El AAF es metaboli-
zado a su derivado citotéxico/mitoinhibidor N-hidroxi por
medio de las enzimas metabdlicas de fase I. Las células
biliares y las células ovales expresan muy pocas cantidades
de enzimas de fase Iy altos niveles de fase I comparadas
con los hepatocitos, lo que favorece la destoxificacion sobre
la activacién de hepatocarcionégenos. Por lo tanto, en pre-
sencia de AAF, las células ovales proliferan en vez de los
hepatocitos después de la hepatectomia parcial. Al dafiar
el sistema biliar con metileno de dianilina se previene la
proliferacion de células ovales en este modelo, lo cual re-
fuerza el punto de vista de que estas células son derivadas
de los conductos biliares.

El mecanismo de la generacion de nuevos hepatocitos y
células de los conductos biliares en el higado ha sido contro-
versial. Las células ovales se encuentran en la regién peri-
portal bajo ciertas circunstancias y tal vez representen células
madre pluripotenciales. Los marcadores genéticos pueden
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ser usados para determinar la habilidad de una célula pat-
ticular para replicar y migrar. Los estudios de estos marca-
dores sugieren que los hepatocitos o las células ovales evo-
lucionan a carcinoma hepatocelular o colangiocarcinoma si
un numero suficiente de mutaciones genéticas se acumula.
Las implicaciones de estos estudios pueden darse en la tera-
pia génica hepatica, el tratamiento de distintos estados de
insuficiencia hepatica y en cancer hepatico (Ponder, 1996).

Muchos xenobiéticos, como el paracetamol y el tetra-
cloruro de carbono, causan muerte de las células del pa-
rénquima e inducen una respuesta regenecrativa de los
hepatocitos sobrevivientes. La regeneracion es comiunmente
estudiada en el higado de la rata, donde, por ejemplo, se ha
encontrado que la reseccién hepatica permite a los he-
patocitos de los 16bulos remanentes salir de la fase G, y
después de un periodo de 15 horas, entrar en la sintesis de
DNA. Un segundo tipo de reaccion de crecimiento ocurre en
respuesta a una amplia variedad de xenobiéticos no hepa-
totoxicos, pero que son inductores de la familia de enzimas
de la citocromo 450; estos compuestos causan hipertrofia
y/o hipetplasia aunque, al retirar dicho estimulo, se provoca
una rapida reversioén al tamafio hepatico normal a través de
la induccién de la apoptosis hepatica (Alison y Sarraf, 1998).

Recientemente se ha demostrado en tumores hepaticos
inducidos en ratas y en series limitadas de pacientes con
carcinoma hepitico la presencia de deleciones del gen Tg737,
cuyo producto esta relacionado en la proliferacién de células
ovales del higado, en la diferenciacién y en el control de la
ploidia celular. Por lo tanto, se le ha propuesto como candidato
de un nuevo gen supresor de tumores especifico del higado,
pues la pérdida de su expresion esta asociada con una falla
de las células ovales para responder a las sefiales de dife-
renciacién, aunque todavia existen puntos en contra de esta
hipétesis (Isfort ez al., 1997; Bonura e al., 1999).

Conclusiones

El estudio de las células ovales y la expresién de las
citoqueratinas ofrece un nuevo camino para el estudio del
desarrollo y evolucion del carcinoma hepatico, uno de los
tumores mas frecuentes en el mundo. La determinacion del
momento de aparicién de las citoqueratinas es importante
para definir el camino de desdiferenciacion que siguen las
células.

La mayorfa de los estudios de la expresiéon de cito-
queratinas en casos de carcinoma hepatico se ha relacionado
con una evolucién de cirrosis hepatica alcohdlica, o bien,
cirrosis por virus de hepatitis B. No se ha estudiado lo
suficiente en relacién con el virus de hepatitis C, lo cual
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amerita mayor atencién debido a que es la principal causa
de cirrosis hepatica viral en occidente, a raiz del mayor
control de las transfusiones sanguineas que ha disminuido
el contagio del virus de hepatitis B.

Los estudios indican que las células ovales constituyen las
células madre pluripotenciales del higado, que pueden evo-
lucionar a cancer si se acumulan las mutaciones génicas ne-
cesarias. Su presencia se correlaciona con niveles altos de
alfa-fetoproteina; sin embargo, cuando se detectan estos ni-
veles usualmente ya hay manifestaciones clinicas de un es-
tadio avanzado, con pocas probabilidades de curacion. Serfa
necesario diseflar un método de deteccién que indicara una
proliferacién significativa de células ovales, previo al desa-
rrollo de una neoplasia avanzada.

En el caso de México, la cirrosis hepatica alcohdlica es un
problema de salud que enmascara muchos casos de car-
cinoma hepatico. Indudablemente, en nuestro medio el mejor
camino es la prevencion, sin embargo, no se puede dejar de
lado un nuevo camino de investigacion para el entendimiento
del desarrollo de una neoplasia tan letal como el cancer he-
patico. Este nuevo camino esta constituido por el estudio de
la expresion de las citoqueratinas y la presencia de células
ovales. W

R
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