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RESUMEN 

La expresión inmunohistoquímica de las 
proteínas oncofetales alfa-fetoproteína 
(AFP) y antígeno carcinoembrionario 
(ACE) y de las proteínas de los 
filamentos intermedios de queratinas y 

vimentina ha sido analizada en 18 
carcinomas hepáticos caninos. Salvo los 
carcinomas hepatocelulares y un 
carcinoma pobremente diferenciado, 
todos los tumores fueron AFP-negativos 
y solamente los colan-giocarcinomas y 

los carcinomas mixtos (hepatocelulares 
y colangiocelulares) mostraron reacción 
con el anticuerpo anti-ACE. Todos los 
tipos histológicos de los tumores 
expresaron queratinas de alto y bajo 
peso molecular, mientras que la 
expresión conjunta de vimentina y 

queratina se observó en tres tumores (un 
carcinoma hepatocelular moderadamente 
diferenciado, un carcinoma mixto y un 
carcinoma pobremente diferenciado). 
Estos hallazgos demuestran la posibilidad 
del uso de métodos inmunohis 

ABSTRACT 

lmmunohistochemical evaluatio11 of 
canille primary liver carcinomas 

The immunohistochemical expression 
of the oncofetal proteins alpha­
fetoprotein (AFP) and carcinoembryonic 
antigen (CEA), and the intermediare 
filament proteins keratin and vimentin 
was analysed in 18 canine liver 
carcinomas. All the tumours other than 
hepatocellular carcinomas, with the 
exception of one poorly differentiated 
carcinoma, were AFP negative, and 
only cholangiocarcinomas and mixed 
(hepatocellular and cholangiocellular) 
carcinomas were CEA positive. All the 
histological types of tumours expressed 
high and low molecular weight keratins, 
and keratin and vimentin were both 
expressed in three tumours ( one moderately 
differentiated hepatocellular carcinoma, 
one mixed carcinoma and one poorly 
differentiated carcinoma). The findings 
demonstrated the use of immunohistochemical 
staining methods for analysing the 
expression of sorne tumour m.arkers 
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INTRODUCCIÓN 

os carcinomas primarios 
de hígado son neoplasias 
infrecuentes en los ani­
males domésticos (Pono­
markov y Mackey, 1976; 

Patnaik y cols., 1981; Trigo y 
cols., 1982; Postorino, 1989). Su 
incidencia es mayor en el perro, 
donde constituyen del 0,6 al 1,3 
por ciento de todas las neoplasias 
(Postorino, 1989). Histológicamen­
te, los carcinomas primarios de 
hígado caninos pueden tener su 
origen en los hepatocitos (hepa­
tocelular), en el epitelio biliar 
(colangiocelular) o en ambos con­
juntamente (hepatocolangioce­
lular) (Ponomarkov y Mackey, 
1976; Patnaik y cols., 1981; Tri­
go y cols., 1982). La mayoría de 
estos tumores pueden ser diag­
nosticados histológicamente, si 
bien pueden presentarse dificul­
tades cuando varios patrones 
histo-lógicos coinciden en un mis­
mo tumor (Patnaik y cols., 1981). 

En este estudio investigamos 
s1 pueden ser demostrados al-

gunos marcadores tumorales, que 
habitualmente se emplean en el 
diagnóstico patológico huma­
no, en muestras de tumores he­
páticos caninos procesadas 
rutinariamente y utilizando mé­
todos inmunobistoquírnicos. 

MATERIAL Y 
MÉTODOS 

n nuestro estudio hemos 
empleado 18 tumores, de 
los cuales 16 fueron fi­
jados rutinariamente en 
líquido de Bouin y los 

otros 2 restantes en formol al 
10%. En todos los casos la in­
clusión fue en parafina. Los 
anticuerpos empleados, u ori­
gen, sus diluciones y los teji­
dos utilizados como controles 
positivos se muestran enlaTa­
bla l. 

La técnica inmunohistoquí­
mica empleada fue la del com­
plejo avidina-biotina peroxidasa 
según la describieron Martín de 

las Mulas y cols. (1994). Para 
el estudio con los anticuerpos 
monoclonales anti-queratinas 
RCK-102 y NCL-5D3, los cor­
tes histológicos fueron someti­
dos a pretratarnientos enzimáticos 
con O, 1 % de pro nasa (Pro tease 
E, Sigma) durante 10 minutos 
a temperatura ambiente. Los 
controles negativos se realiza­
ron sustituyendo los anticuerpos 
específicos por tampón fosfato 
o suero no-inmune de conejo, 
en el caso de los anticuerpos 
policlonales, o por líquido ascítico 
de ratón, en el caso de los anti­
cuerpos monoclonales. 

RESULTADOS 

os tipos histológicos de 
los tumores (Ponomarkov 
y Mackey, 1976) y los 
resultados inmunohisto­
químicos se muestran en 

la Tabla 2. 

La especificidad de la inmu­
norreacción en los tejidos uti-

TABLA 1 Anticuerpos uitillzados como controles positivos 

Especificidad Anticuerpos Origen Dilución Controles positivos 

AFP Conejo; AP AFP humana (1) 1:200 Hepatocitos perros 
jóvenes 

ACE Conejo; AP ACE humano (2) Pre-di luido ADC colon humano 
Colon Canino 

Queratina Conejo; AP Queratina bepidérmica 1:800 Piel canina 
humana (3) 

Queratinas (5+8) RCK- 102 LCCP humana (3) 1:20 Piel canina 
(58 y 52'2 kD) Ratón; AM 

Queratinas (8+8+ 19) NCL-503 LCCM humana (3) 1:20 Piel canina 
(52'2, 45 y 40 kD) Ratón; AM 

Vimentina Conejo; AP Cristalino ternero 1:180 Piel canina 

AFP: Alfa-fetoproteína; ACE: Antígeno carcinoembrionario; AP: Anticuerpo policlonal; AM: Anticuerpo monoclonal; kD: kilodalton; 
LCCP: Línea celular de cáncer de pulmón; LCCM: Línea celular de cáncer de mama: (1): Dakopatts; (2): Merck; (3): Eurodiagnostics BY. 
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lizados como controles positi­
vos (Tabla 1) con sus respecti­
vos anticuerpos fue confirma­
da por la ausencia de reacción 
en esos mismos tejidos cuando 
el anticuerpo específico no era 
aplica.do (controles negativos) . 

Las células alfa-fetoproteína 
(AFP)-positivas estaban presen­
tes en tres de los carcinomas 
hepatocelulares y en uno de los 
carcinomas pobremente diferen­
ciados. La inmunorreacción fue 
siempre de tipo focal y granular 
en el citoplasma de un número 
pequeño de células tumorales . 
Los controles positivos (hepatoci­
tos procedentes de tejido hepá­
tico de un perro de dos días de 
edad) mostraron una reacción 
similar mientras que los hepa­
tocitos de animales adultos fueron 
negativos . 

Las células antígeno carci­
noembrionario (ACE)-positi vas 
estaban presentes en todos los 
colangiocarcinomas y en la por­
ción colangiocelular de los 
carcinomas de patrón mixto. La 
inmunorreacción se observaba 

TABLA 2 

Tipo histológico del tumor 

Carcinoma hepatocelular 

Bien diferenciada 
Moderamente diferenciada 
Pobremente diferenciada 

Colangiocarcinoma 

Moderamente diferenciada 

Carcinoma 

a nivel intracitoplasmático en 
las células acinares tumorales 
y en la luz de los acinos. Los 
controles positivos utilizados (cé­
lulas epiteliales procedentes de 
muestras de colon de perro y el 
epitelio biliar procedente de hí­
gados no neoplásicos) reaccio­
naron con este anticuerpo. 

Con dos de los anticuerpos 
anti-queratinas empleados, el 
policlonal anti-queratina y el 
monoclonal anti-queratina RCK-
102, se observaron células po­
sitivas en todos los tumores he­
páticos en sus diferentes tipos 
histológicos, si bien hubo un 
mayor número de células 
inmunorreactivas con el anti­
cuerpo RCK-102 . En los 
carcinomas hepatocelulares bien 
diferenciados, la inmunorreacción 
se mostró a modo de halo 
citoplasmático periférico simi­
lar al observado en los hepatocitos 
normales. En el resto de tipos 
tumorales la inmunorreacción 
fue difusa e intracitoplasmática. 
En los hígados caninos no 
tumorales, el anticuerpo anti­
queratina RCK-102 reaccionó 

tanto con los hepatocitos (sólo 
en Jos tejidos fijados con líqui­
do de Bouin) como con las cé­
lulas epiteliales biliares (inde­
pendientemente del fijador 
utilizado) . Estas últimas célu­
las también reaccionaron con 
el anticuerpo policlonal anti­
queratina. 

En los carcinomas hepato­
celulare no e observó reac­
ción con el anticuerpo mono­
clona! anti-queratina NCL-5D3 
y fue muy escasa en el resto de 
tumores pertenecientes a otros 
tipos histológicos. La inmuno­
rreacti vi dad con el anticuerpo 
NCL-5D3 en los hepatocitos 
normales y en las células epi­
teliales biliares fue similar a la 
observada en esos mismos ele­
mentos celulares con el anti­
cuerpo RCK-102 si bien con 
una menor intensidad. 

Tanto las queratinas como 
la vimentina fueron observadas 
en uno de los carcinomas 
hepatocelulares moderadamente 
diferenciado, en la porción 
hepatocelular del carcinoma de 

Tipos histológicos de los tumores y 
los resultados inmunohistoquímicos 

Número AFP ACE Ker RCK NLC Vim 

6 1 o o S o o 
3 o o 3 2 o 1 
2 2 o o o o o 

2 o 2 2 2 1 o 

3 o 3 3 3 3 1 

Carcinoma pobremente diferenciada 2 1 o 1 1 1 1 

Totales 18 4 S 9 13 S 3 

AFP: Alfa-fetoproteína; ACE: Antígeno carcinoembrionario; Ker:Queratina; RCK: RCK-102; NCL: NCL-503; Viro: Vimetina. 
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patrón mixto y en el carci­
noma pobremente diferenciado 
que había mostrado inmuno­
rreacción con el anticuerpo 
anti-AFP. 

DISCUSIÓN 

1 número de trabajos sobre 
la evaluación inmunohis­
toquímica de los tumo­
res en la especie canina 
ha ido incrementándose 

en los últimos años, pero los 
carcinomas de origen hepático 
no habían sido sometidos a este 
tipo de estudio. Nuestros re­
sultados han demostrado la 
posibilidad del uso de los mé­
todos inmunohistoquímicos 
para la demostración de la 
expresión de ciertos marca­
dores tumorales en muestras 
de carcinomas hepáticos ca­
ninos procesadas rutinaria­
mente. Además, algunos de 
los marcadores tumorales uti­
lizados se expresaron en ti­
pos histológicos específicos 
de los tumores hepáticos. Por 
ejemplo, la AFP fue demostra­
da exclusivamente en los carci­
nomas hepatocelulares, mien­
tras que el ACE se observó en 
los colangiocarcinomas y en los 
carcinomas de patrón mixto. En 
contraste, las proteínas de las 
queratinas de alto y bajo peso 
molecular no tuvieron un pa­
trón definido en su expresión. 

La alfa-fetoproteína, tam­
bién llamada antígeno onco­
fetal, se expresa normalmente 
en tejidos fetales (hígado) , 
estando ausente en los teji­
dos adultos, si bien tiene ten­
dencia a ser re-expresada en 
neoplasias de tejidos adultos 
correspondientes al lugar de 
su producción fetal, princi-

palmente en hígado (Taylor, 
1986). Mediante técnicas de 
inmunoperoxidasa, del 30 al 
70 %, según los distintos au­
tores, de los carcinomas hepa­
tocelulares del hombre se han 
mostrado positivos a la AFP 
(Thung y cols. , 1979; Kojiro 
y cols. , 1981; Taylor, 1986), 
aunque también ha sido de­
tectada en carcinomas hepato­
colangiolares humanos (Good­

man y cols. , 1985; Ferrández­
Izquierdo y Llombart-Bosch, 
1987) exclusivamente en áreas 
de diferenciación hepatocelular. 
En el hombre, la AFP es un 
marcador de diferenciación hepa­
tocelular muy específico pero 

no sensible, lo cual fue co­
rroborado en nuestro estudio 
en los carcinomas hepatoce­
lulares caninos, donde sólo 
tres de los once tumores ana­
lizados fueron inmunorreacti­
vos (uno bien diferenciado y 
dos pobremente diferencia­
dos). No se observó relación 
entre el grado de diferencia­
ción y la expresión de AFP, 
como ha sido reseñada por 
otros autores (Brumm y cols., 

1989), y las células tumorales 
de un carcinoma pobremente di­
ferenciado reacionaron con el 
anticuerpo anti-AFP. Además 
de afectar al hígado, este tu­
mor invadía páncreas y su ori­
gen primario no pudo ser de­
terminado histológicamente. En 
los seres humanos, la AFP ha 
sido observada también en car­

cinomas pancreáticos metas­
tatizando a hígado (Hurlimann 
y Gardiol, 1991). 

La AFP ha sido detectada 
serológicamente en perros con 
tumores hepáticos, mediante 
el uso de kits específicos para 
la determinación de AFP en 
el hombre (Lowseth y cols., 
1991), a pesar del hecho de 
que el análisis electroforético 
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no reveló ninguna reaccwn 
cruzada entre el anticuerpo 
anti-AFP comercial de la casa 
Dakopatts y la AFP sérica 
canina (Hau y cols., 1990). 
No está claro si esta ausen­
cia de reacción cruzada es 
también aplicable a los mé­
todos inmunohistoquírnicos, 
ya que un elevado grado de 
reactividad cruzada de los 
anticuerpos desarrollados frente 
a antígenos humanos se ha ob­
servado en tejidos de perros de 
la raza Beagle mediante el uso 
de técnicas inmunohistoquírnicas 
(Smith, 1990). Además, algunos 
estudios previos han mostrado que 
la AFP canina es muy parecida a 
la molécula de la AFP huma­
na (Nishi y cols., 1973). 

Además de los carcinomas 
que metastatizan a hígado 
(normalmente procedentes del 
tracto gastrointestinal), más 
del 70 % de los carcinomas 
hepatocelulares humanos y más 
del 40 % de los carcinomas 
colangiocelulares muestran una 
fuerte inmunorreacción frente 
a anticuerpos anti-ACE (Good­
man y cols., 1985; Ma y cols., 
1993). La reactividad frente al 
ACE en los carcinomas hepato­
celulares tienen un patrón de tin­
ción de claros canalículos biliares 
(Goodman y cols., 1985; Ma y 
cols., 1993) debido al hecho de 
que muchos anticuerpos policlo­
nales frente al ACE muestran reac­
ción cruzada con la glicopro­
teína I del epitelio biliar 
(Svenberg y cols., 1979), aunque 
la tinción intra-citoplasmática, 
la más característica en los 
carcinomas colangiocelulares, 
también ha sido descrita (Good­
man y cols., 1985). De acuer­
do con los resultados presen­
tes, los carcinomas hepatoce­
lulares del perro tienen un 
inmunofenotipo diferente con 
respecto al ACE, ya que nin-

Reacción epitelial con el anticuerpo 
anti-queratlna en un colanglocar­
cinoma. X10. 

Reacción epitelial con el anticuerpo 
anti-NCL en un colangiocarcinoma. X10. 

Carcinoma hepatocelular, inmunoreac­
ción con el anticuerpo anti-NCL. X10. 

guno de ellos expresaron di­
cho antígeno. Por el contra­
rio, en el perro parece ser que 
este anticuerpo es capaz de re­
conocer la diferenciación colan­
giocelular, reconocimiento que 
sólo puede ser llevado a cabo 
en los tumores humanos me­
diante el uso de anticuerpos 
mono-clonales frente al ACE 
(Brumm y cols., 1989; Hurli­

mann y Gardiol, 1991). Estu­
dios inmunohistoquímicos pre­
vios desarrollados en el perro, 
utilizando diversos anticuerpos 
policlonales anti-ACE, han pro­
porcionado diversos resultados. 
Así, se ha observado un eleva­
do grado de reactividad cruza-

da entre anticuerpos anti-ACE 
humanos y tejidos de perros 
beagles (Smith, 1990), pero 
no se han visto reacciones 
cruzadas entre tejidos normales 
y otros anticuerpos anti-ACE 
(Ferrer y cols., 1990; Rabanal 
y cols., 1992). El anticuerpo 
anti-ACE utilizado en nuestro 
estudio mostró reacción con 
tejidos caninos normales, por 
ejemplo, el epitelio biliar y 
las células epiteliales delco­

lon en perros adultos. Estas dis­
crepancias con respecto a la 
reactividad de los tejidos con 
anticuerpos anti-ACE es bien 
conocida en el hombre y puede 
ser atribuida a las diferencias en­
tre la especificidad y sensibili­
dad de las técnicas, los reactivos 
y anticuerpos empleados. 

El inmunofenotipo de las 
queratinas en los tumores he­
páticos del perro es similar a 
la descrita para estos mismos 
tumores en el hombre, ya que 
todos los tipos histológicos 
expresan queratinas de alto 
y bajo peso molecular (Van 
Eyken y cols. , 1988; Hur­
limann y Gardiol, 1991). Los 
hepatocitos humanos expre-

san las queratinas de bajo peso 
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molecular 8 y 18, mientras que 
el epitelio de los conductos bilia­
res normalmente expresan las 
quera-tinas 7 y 19 (Van Eyken 
y cols., 1988). Sin embargo, los 
carcinomas hepatocelulares no 
siempre mantienen la expresión 
de las queratinas que normalmen­
te muestran las células norma­
les, ya que suelen expresar que­
ratinas de alto peso molecular, 
particularmente la 7 y 19 (Van 
Eyken y cols., 1988; Hurlimann 
y Gardiol, 1991). Los hepatocitos 
caninos fijados en líquido de 
Bouin reaccionaron con los anti­
cuerpos que reconocen la quera­
tina 8 (RCK-102) y las queratinas 
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