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INTRODUCCION

El presente trabajo tiene por objeto describir un método ori-
ginal de cultivo de células de hfgado de rata en suspensibdn, anali-
zar las caracter{sticas y viabilidad del sistema, estudiar la regu-
lacién de enzimas caracteristicas de dicho érgano y el efecto de al
gunas hormonns sobre éstas.

Son varios los factores por los cuales parecid importante de-
sarrollar un sistema de células de higado cultivadas en suspensibn:

Primero, porque elhf{gado es un érgano cuyo metabolismo y mor—
fologia estin muy estudiadas pese a su complejidad, siendo enton-
ces muy convenicgnte para el estudio de la dediferenciacibn celular,
fenbdmeno adaptativo por el cual las células en cultivo pierden una
0 varias funciones y adquieren o mantienen la capacidad de crec:i-
miento o divisién (1-2).

Segundo, debido a la ventaja de poseer sistemas en cultivo,que
permitec estudiar muchas variables externas, mucho mds fé&cilmente -
que en animales enteros y avaluar correctamente los resultados.

Tercero, el sistema del cultivo en suspensiéns i, tiene una
ventaja sobre el sistema de células en monocapa, pues evita el fe~-
ndmeno de la inhibicibn por contacto.

Cuarto, porque cen cste sistema es posible extraer mues:ras
homogéneas, lo que resulta muy conveniente par2 realizar estudios
morfoldgicos y bioquimicos.

Todos cstos motivos fueron suficiente acicate, para que se
intentara trabajar con un sistema, que, como se ver& en los préxi-
mos capitulos,rcsultaba préicticamente, hasta el momento, imposible

de obtener.
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El primer problema que se presenta en el cultivo de células de hi-
gado,es obtenerlas intactas y viables.

Se han intentado diversos métodos de separacibn y cultives:

GCarvey (3) separa dos tifos celulares, parénquima y células reticulo
endoteliales,por el método de perfusibdn, con sflucibén de Cl lJa, Cl I y
glucosa ¢ incubacibén posterior del 18bulo hepAtico en una sclucibdn de
hidrolisado de cascina,con poste:ior dispersibén de las células. Por es-
te método obticne células parcenquimatosas, las que cultiva en monocapa,
en un medio sin suero. Consigue divisién celular y sobrevida de las cé-
lulas durante diez dfas. El resto del higado perfundido lo trata con
tripsina al 0,3 . en solucibn salina y posterior tratamiento con cola-
genasa al 0,Cl1 ¥, De esta forma obtiene células rcticulo-endoteliales,
las gue también puede cultivar por el mismo tiempo.

Por su parte, Sandstrom (4) utiliza higado de embrién de polle de
ocho a diez dfas y de embrién de rata de ocho dias dec gestacibn. Culti-
va explantes y células dispersas con tripsina al 1. E1l mecio de culti-
vo lo prepara utilizando una parte de extracto embrionario y uvwna parte
de suero de caballo o una parte de cxtracto y una dec plasma no hepari-
nizado. Jbtiene y scpara cuatro tipos celulares. En general son fd;o'
dos de origen sinusoidal {endetelin de los sinusoides). Las células pa-
renquimatosas pierden su habilidad d» er:cer "in vitro® y s5lo 1o ha—
cen bajo condiciones muy cspeciales.

Germain y colaboradnies (4) intentan hacer crecer tejido vy células
de higad»s de rata y de embriones humanos cn clmaras de difusibn, Obtic-
nen resultados positivos cuando cultivan primero en monocapa y lueg»>
utilizan al cobayo como huésped.

En rata no obtienen resultados positivos y 1o mismo sucede cuand»n
no realizan primero cl cultivo en monncapa.

En 1956, ‘Jatanabe (6) cultiva explantes de afgado de rata recién
nacida sobre¢ un sustrato de colégenn y rcaliza estudins morfolbgicHs
en 1lns microscopios 6ptico y electrénico.

Obtiene crecimiento celular. En muchos casss las células parenqui-
matnsas crecen sobre las mesonauimiticas, tomandn el aspecto de un epi-
lin, A1 .aicroscopin clectrfHaico observa ‘varios cambins,especcialmente,
en las mitncondrias., Son ¢n general ia8s pequefias ¢ irregulares y predo-

mina la foriaa filanentosa. Decrecc el ergastoplasma bien diferenciado,



pareciéndose a las células dc un hepatoma, posiblemente debido a la des
diferenciacibn.

Harris y Leane (7) extraen las células de higads de ratén con di-
versas solucioncs y tiempos de cxparsici®n al E.D.T A, y tetrafenilbnron
de Ya. Obsorvan los efectos de estas drogas sobre las mitocondrias es—
pecialmente. En general nbtiencn bastantes irregularidades y deforma-
ciones, las que son atribufdas no sbln a las drngas, sinn a la ausen-
cia de algunos innes fundamentales en las soluciones de las mismas ——

( ca, g, <.).

Ichihara y colaboradares (3) extraen las células perfundiendo cl
higad» con citrats de 0,027 I{ » buff.r de fosfato 0,02 (ph 7,2) y -
dispersand» las células con un homogenizador cn una solucifn de sucrosa
0.2511 en buffer de fosfatm. Consiguen separar diversos tipns celulares
por centrifugacidn a distintas velocidades. Con este material realizan
diversns estudios bioquimicss, pers las células sAl) sobreviven algunas
horas

En 1966, Hayek y Tripton (9) miden la actividad respiratoria y la
snbrevida de suspensinnes dc hfgado de rata. Preparan las células per-
fundiend> el hfgads "in situ' via a»rta dorsal con una soluci’n de saca
rosa =E. D. T. A. Manticne a las células luegd de la extracci®n en bu-
ffer dc sacarosa con tris-HCl en medi» de Yaymouth con o sin suer» al -
30 /., Hasta ach> horas despuds de ~xtrafdas manticnon las células acti-
vidad respiratorie practicamente normal,resultand> cl medin supleminta-
d> con cl suern mds conveniente.

Proband> diversas concentraciones de cohlagenasa y hialuronidasa,
doward y colabnradores (10) preparan suspensiones de células de higado,
especialmente parcnquimatosas.

La concentracidn de hialuronidasa al 0.15 % y de cnlagenasa tam-—
bién al 0,15 &, scguida dc un tratamiento mecdnico, resulta ser la més
conveniente,con un porcentaje del 75 ¥ de células intactas, tant> al
micrascopios Sptich como al electrSnico. Ademés mantienen la actividad
respiratoria cndbégena cn presencia del 1 % dec albGmina en medis de —
Hanlts sin glucnsa, durante »ch> horas.

Lhs mismns autor..es (ll), con la misma snlucibdn enzimética,prepa-

ran células de hfgads de rata adulta, Obtiencn del 90 al 95 % de célu-
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las intactas, p.ro sAlo del 70 % al 95 ¢ sonviables (m&todo Sptico).

Las cflulas respiran cn medis de 'lanks y en medis 199 sin agregar cust. ato,
con rclaciones mis altas que las observadas anteriormente., Las relaci

nes lineales sc mantiencen durante dns horas. Después de 25 horas ca m .-
di» 199, s51n snn viables ¢l 25 % de las células y muercen todas despu s

de tres dias. Estimulan la respiracifn celular agregand»> sales de Ca.

y albimina al 1%. La glucosa no es ¢l sustrato adecuad»r.-—

Do ¢ste comentarin se desprende 1o dificil que ha resultade cul-
tivar clulas hepAticas y 1los pnacds resultados positivos e 1o tento
wivas de aacerlo. Gen ralmente la extraccidn con tripsina, que es o
nctodd mds utilizad» en cultivs de tejidos,no resultaba en este cas.,
\demds, cuand> sc lograba cxtraerlas, las células no eran viables;

soprevivian por poco tiempn.-—
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METODO _DESARROLLADO

Fara extracr las células se usb la draja tetrafonilboron de =,
un agente quclante del 4, con 1o que =c sbtuvs un método sencillo y
rcproducible para extraer células aisladas y viables. (12).

Se utilizaron higad»s de ratas de tres a sicte dias de cdad, dc
la ccpa Long-Evans,

T~rdas las nperacinnes que se pasaran a describir,se realizarorn ca
condicinnes estériles.

Las ratas fucron mucrtas por decapitacidn y 1ns higadirs se diseca-
ron y cnlocarnn c¢n cajas de Petri con 1Oml de la soluci’n disociante
cuya fArmula cmpirica cs la siguiente:

tetrafenilboron de Ha seesssesscs Smd (Aldrich Chemical Co.

ClNa eesessssoessllmii

SO4IIS’:7H20 aan'oo'-¢.0-130m:1

1211916}’20 °Ppeecoeanroen 0,4mN

PD4H Na2.H20 ® 10000000 e 0,33”\“

PO4}22Na° HZO esee0evo0cree 0;44m-M

C')3:{ :\-a * d0 30000000 Oalm.l'l

rojc fennl cecessssense 0,023/1 (todas estas drcgas

J.T.Baker 2 B. D. H-)
ph 7.2. Temperatura ambiente
£1 'pool" de higados fué luego trasferido a otra céApsula de Petri

y cortad> cuidadisamentc con bisturiés hasta obtener piczas de 1n.:?2

A continuacihn 1oz trozos de tejido fuernn colocadss en un frascos
Ericmneyer y suspendidos en la solucifn disolvente a razbdn de 0.5ml per

higado.

El tejidn suspendido con la snlucisn disnivente fué agitadn a
300r.p.m. co2n un magncto cubiertm con Teflon © con vidrio Pirex, cduran-
te 20' a 37° C.

Después de este tiempn,la suspensidn celular fué decantada en tu-
bns de centrifuga de plésticn,autoclavatles y centrifugada a 150x; de
rante 10 a 15° a T° ambiente. Se¢ decant’ el so>brenadante y ¢l sedimento

sc resuspendi’ con 10ml de medio de cultivo previamente calentado a 37°C.

Las trozos de higads que quedaban en cl £ondo del frascn sc swspen-
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dieron en snlucidn disonciante y en pronceso se qﬁ‘ﬁtc 6 a 3 veces, hasta
que se¢ disocia la mayor parte del tejido. A medida que se van nbtenien-
d> las células se lac junta en un "pool“,

El medin de cultivo que se usd en todas las operaciones y en los
cultivos subsiguientes, sc prepard en el laboratorio con s>lucibn sali-
na balanceada de Hanks (13), concentracibn de glucosa y vitaminas de
Eagle (14) y mezcla de aminohcidos i.E.ile (15), suplementado con suero
de terners al 10k y 50,000U,I.de penicilina y 0,1 gr.de estreptomicina
por litro,

El cultiveo se realiz$ resuspendicndn a las células en el medin se-
flalado, a razbn de 2.500.000 a 3.500.008 por ml, Se 15 incupb preferen
temente en frascos de Pirex en un volumen de 50C ml.,y se 1o mantwvd en
suspensisn por agitacibn con un magnets de Teflon o de Pirex a 150r.P.m,

. .

en una sncubadora a 37°C.

En la foto ¥° 1,se observan las células recién extraidas:

Fato 1: Células recién extraidas. Se centrifugan las células a 200 @ 9§
a temperatura ambicnte,durante 10'. El sedimento se resuspen@g en formnl
neutro al 1% vy fijado a 4°C durante 24 Whras, cmbebido en @arafing. soc—
cionadn a 2,51 y tefiido con P.A.S. hematogilina-ensina . 320 x

Sc¢ puede J>bservar en las fotos que los hepatncitns son las células
srodominantes, i estran su forma pnliédrica original, el citoplasma, quc
cs norimalmente vacunlads prescata tal vez mis vacuolos. El nlcleo tiene
apariencia normal,
El medis de cultivo era cambiado en un volumen del 5% cada 43-72 horas,

.

agre Andosc igual volumen de medio frasco.
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CURVA DS  CRECIMIENTO

La curva dc crecimient>y fué obtenida graficando el nGmer» de célu-
las c¢ontadas durante un determinado perindo de tiempo. Para contar las
células se utiliz$b un hematocitdmetrn, tifliends a las células con cris-
tal vinleta al 0.1% en &cido citrico glil durante 10'. También fué deter
minado 2l cointenidn de ADH de las células durante el perindy de tiempo.

Sc midib ¢l ADJ con una mddificacidn del métods de Fleck y Hunrn  16)

I g. 1, Curva de crecimiento.

)

10

Células (x10* por ml de med
ADN (pg/ml de medio)

0 S 10 15 20 25 30 35 40 45

Dias en cultivo

Referencias
S s Sy e de células
-O.-O- --A--A-- AcD.lu

Se puede observar que el nfme: > de células decrece haeta el dfa 12
luegn de 1» cual sc hace cstable,con el 40% del nGmero inicial. E1 ADN

decrece més que el nlmers de células.,




ADN (ug /10 celulas)

Fig, 2 Relacidn ADN a2l nGmer> de células en el ticmpo.

o o-~——-@
— ,I \\O. \
,\\ / 0 \
.\\. O/o \o/o
= ——— = o<
~.-- -~ % N - ---"'.
O’o\o o Oaad .”/ SNg—m @0 ¢

| | I | | | | 1 |

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Dias en cultivo

Referencias. Se trata de dos cultivos distintos

La cantidad de ADN por 106 células, es al comienzn del cultivo de

7,519, dato similar al de los resultados nbtenidas por o2tros autores -
(17 - 18) y decrece a un promedio de 6 ug.,probablemente indicand» la
transici®n de una poblacién de una determinada ploidia a una de ploidia

menor.
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TIE:fPO _ DE  REPLICACION

Teniends en cuenta 1vs datns sobre 1a curva de crecimient?, tanto
sca la »btenida por contaje como por drsajc de ADN, se puecde calcular
en forma aproximada el ticmpo de replicaci’n de la poblacihn cclular.

%n un pArrafy anterior se dijo quec el medis de cultiv)y se cambiaba
en un 55 cada das o tres dias,es decir, que después de realizar esta
yperacisn veinte veces,se ha removido tnodo el aedin. Como la rcaliza-
ci%n dc cste prrccdimients lleva alrededor do 45 dias y teniend> en
cucnta que ¢l namer» de células y ¢l ADH sc¢ manticnen constantes, sc
pucde calcular qu. cl ticmpn de replicacidn es de 45 dias, 1> que re-
sulta muy lent» para los sistemas usuales de cultivo, (onde la divisifn
celular sc recaliza cada 2 % 3 dias (17), pern es mis vApid> que en cl
higad»,donde la vida media de las células cs de alrededar de 120 a 400
dias ( 18 - 19 - 20).

También sc¢ probd otr» métnhdo para determinar el tiempn de replica-
cifn, usand> colchicina (21). Sc usaron células de distintas cdades:
una scmana, 13 dias, un mes de cultivo.

Las dnsis de cnlchicina usadas fucron variables: O,xug/hl, 1,2pg/ml
y ],p.g/ml° Las dosis mls cficaces fueron las de 1 y l,gug/ml. El ticmp»
de incubacidn %ptim» se encontrd entre 4,5 y 6 horase

Para contar las mitosis se prepararnn las célufﬁs dc la siguiente
maneras
Lavad» c¢»n s.i .i%n salina balanceada a 37°C; tratamient> hipot®nico
durantce media hora,con dilucibn de la soluci®n salina en agua destila-
da 1:3 ; fijaeisn ¢ £or o1 ncutrn al 10% durantc dos horas,a 0°C,
Sc¢ realizaron extendidoys sobre portas albuminizados y 1)ys mismas se se-~
caron durante 12 horas cen estufa a 37°C. Los nlcless sc coloarearon luegH
con Homatoxilina de ileyer. Para nbtener cl fndice mitdticn se contaron
2000 cflulas.

Usand» estc métnd», ¢l tiemp» de replicacibén resulthd para células
de una semana de 60 dias y para células de cultivo de un mes,de 72 dizs.
Las’' discrepancias puceden deberse a varins factores: l°) es bastante di-

ficil distinguir las mitosis en este cultivo, 1o mism> que sreparar el
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riaterial para su estudin, E1 métndo empleado y ya descriptn resulto
ser ¢l mAs cficaz. Ya sc habia usado c¢on algunas modificaciones, para
avaluar la actividad mitAtica en cortes de hfgad> en regencracibn (22)
Par 1o tanto, muchas mitnsis pueden haber escapad» a la observaci’n.
2°) Se da con frecuencia cl tipn de divisidn amitAtica en las células
hepAticas. Si este tipo de reproducci’sn ocurre en el cultivo, tampoco

seria pisible detectarl» con la colchicina.

Fotn N° 2

Correspondc a un preparad» de células de siete dias de cultivo Para
btenerly se centrifugd una alicunta de 10ml de cultivo a 200xg, a tem-—
peratura ambiente,durantz 10'. Se lav$ el sediments celular con snluci’n
salina balancecada a 37° C y se 1o volvi#A a centrifugar. Sc fijaron lue-
gy las células con farmnl neutrn al 10% durante d»s horas,a 0° C. Se ex
tendicron las células sobre portas albuminizados y se secaron durante
drce horas cen estufa a 37° C. Se colorearsn los nQclens con hematoxili-
na dc layer. Las células conservan su apariencia de hepatncitos. Son
rcdondeadas, de nlclenss voluminnsns en 1os que s¢ pucde observar el nu-

clcolns El citoplasma es granulnsn y se presenta menos vacunlado que cl
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de células recién extraidas. Aumecnto: 400 x

Foty N° 3

(2N
B
a

Foto N®* 4

Vo




Xv

Las £2tns 3 y 4 corresponden a cultivos de un mes. Los preparados sc
hicier>n usand»> la misma técnica que en el cas» antcriosr. Aparcntemcn-
tc se trata ch su mayor partc de hepatacitns, 1o que quedd revelad» por
microscopia clectrdnica. No ha cambiad» rmch» ¢l aspecto de las células
aunque el citoplasma sc cnlared mAs con la hemauoxilina, com> sc pucde
nbscrvar en la fyto> n® 3. Las flechas en ambas fotos indican figuras
mit5ticas. En 11 fot>y 3 sc trata de una profase y en la 4 csté sciia-

lada una metafasc. Aumento: 400 x.
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En c¢sta parte del trabaj»y se cstudiar&n algunos aspectos metabd-
licos de las células en cultiva, 1o que contribuiri a poner cn cviden
cia la cefectividad del sistema.

Sc¢ informari sobre 1ys resultados de algunas mediciones de acti-
vidades unzimiticas, incorpsraci’n de aminofcidos marcados en protei-
nas y de 1»s cambiss de parfmetrdys a través del tiempo, com» scr, rcs
piracisn cclular, concentracisn de glucAgens y produccidn de urca.

ACTIVIDADES ENZIHATICAS. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO

Dcterminacionces cenzimlticas. Se tomarsn alfcu .tas de 25 a 209 ml de

cultivo,centrifugadrs a 100 xg durante 10 2 15 min. a 5° C. se descar
t5 ¢l sobrenadante y las células se resuspendieron cn 15ml. de solu--
ci%n Irebs-Ringer-fasfats (X.R.P.) (24); sc centrifugaron nucvamente
2 1la misma velocidad, tiempoy y temperatura y lueg» sc colocarsn las
células en' 1 a 5 ml. de sacarasa |+ 0,25 molar y buffer Tris O,Lli, ph
7,2 y cifriadas cn hiclo. Sc¢ las homagenizS 2' en un Potter a 300r p.m
El homhgenato se congelb inmediatamente y se 1o guard® a 20° C. La ac-
tividad cnzimdtica sc midid durante la semana. La actividad enziimftica
de la glucnsa -6-fosfatasa,cuyas caracteristicas se descaba conocer, sc
midi% scgln la técnica de Nordlie ct al. (23), cxceptn por clticmp> y
temperatura dec incubacidn usadns: 15' y 37°C, respectivamcentce.

Para 15s cnsayns c¢on la deshidrogenesa del &cido léctico, las célu
las fucron homogenizadas comn ya se indich y sin congelar, sc centrifu
g5 ¢l homogenat> a 10000 x g durante 20' en una centrifuga refrigerada
Las determinaciones fueron rcalizadas cn el sobrenadantce, inmediata--
mente, de 2a mancra siguiente: en una cubeta de 2 ml se pipetearon su-
cesivamence: 1,5ml de piruvato de Na, 5x10-31. ph 7,5; 0,025 ml dc —-

DF NH, 5x10-311 y 0,05ml de sobrenadante. La proporcisn de la relacidn

fué calculada por disminucidn de la absnrcién a 340mu, cn un Espectro-
f£otSmetro Beckman D. U. , a 25° C. Las protefnas fueron determinadas

por ¢l m&thrds dz Loury y csrlaborradores (25).

Resultados
Las actividades de la glucosa 6-fosfatasa y dc la deshidrogcnasa
del Acidn licticy fucron medidas coloscandy a las células en medid de

cultivy y en X.R.F , a ticmp» cern, es decir, rccicn cxtrafdas y 18 ho-
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ras después, también con 1os dos medins.

Los resultadhs do las medicinnes :st&n en la Tabla I:

Hnoras Glucohsa 6-fosfataca * Desﬁidrogenasa dc ac.llctico **
f
iMcdiy de cultivo {.R.P. Hedio de cultivo K.R.P,
0 2-80%4,2 (5) c-19,2#2,6(5) c-1984%60 (5) g-1243*104 (5)
13 b-159,3%%,9(5) d--6,1%1,3(5) £-4931%280(5) h-824%69 (5
Tabla I
(9

El testffué significativy, p0,001 para la difcrencia entre ayb cvyi,
gdyhiaycibydy fyh;ysignificativo, 0,005¢p(0,01 entrc C y g

¥  Actividad cspecifica - cambin em pmoles de sustrats par minuts por g»amd
dc protefna.

** Actividad cspecffica- cambio enamnles {DPNH4DPN)por minuto por gram> dc

protcina,

Com> se pucde »bscrvar, la actividad cspecifica de estas enzimas cs
much> mis Alta cn células conlocadas en cl medin de cultivo que en X.R.P.
Cuando han sido cslocadaz en medis de cultivoy, aumentan su actividad des-—

pués dc 18 horas de incubnci’n, no sucediendo 1s inismo con el Ringer.
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INCORPORACION DE LEUCINA <14 on PROTEINAS

La sintesis de proteinas constituye una prueba mis que el sistema
¢cn cstudio o viable,

En cste oxperiments sc midi% la biosintesis de protefnas por la
incorporaci®n de lecina cl4 en las mismas. Como en el casd anterinr, s¢
ricicron prucbas ¢on células a O horas y 18 horas en el medis de cul-
tivo y de¢ 12 nmisma cdad cn medi» salino. Sc¢ probd que, efectivamente,
sc trataba de una incorporacién real en protcfnas, al incubar con pu-
romicina las cllulas que habfan permanccido 18 horas en el medin de
cultivo.

Por las cstudioss de Yarmolinsky y de la Haba (70) sc sabe quc
la f3rmuia dc la puromicina estd reclacinnada con la estructura del
aminy-acil-tRNA. El antibiftico actuarfa bloqueando la sintesis dc pr>
tefnas Al funcionar como un anflago del aminn-acil t-RNA y que 1o sus-
tituirfia como aceptor del péptico carboxflicH activado. La peptidil
puromicina as{ formada scria incapaz de continuar el crecimient> de la
cadena polipeptidica. Se formarfan péptidos de longitud variada pero
co ¢l amino 4cid> W terminal apropiado en una punta y el residuo de

pur-micina en lugar del C terminal,

Jdétndn utilizado: Inmediatamente después de dispcrsadas las células,

se¢ las colaca en una concentracibdn de 2,3x106 cél, por ml.,cn medin de
cultivy 2 cn ¥ R.P. con gluchsa 00,0011 4. ph 7,3. Se usaron a tiemp»
0,> sca,inmcdiatamente después de dispersadas en los medios y 18 dcs—
pués de la incubacibn.

La suspchisidn ca 21 volumen descadon, fué centrifugada a 150xg, A
temperatura ambicntce,durante 10'. El scdimento fué resuspendid» cn

£,R.T. c©on glucnsa, con una concentracidn celular de 7 x107 por ml,

Cinco ml. de cstas células fuernn cntnocadas en frasquitos quc conte-
nfan lpc de 1-lcucina-U-cté (act.esp. 300mq/ mi{ New England Nuclear Co)
La incubacibn sc¢ realiz$ en un Dubn»nff, con agitacihn,a 37° C. La recac-
ci%n sc detuvoy por el agregadn de 3 ml  de T.C,A. al 5%, a 85°C. Luego
sc agregaron 5Sml.de clornformo-metansl 2:1 y se dejd$ tada la noche a

temperatura ambiente. El producto obtenids se disolvid durante un dia



en 1 ml.de Acido férmico a 37° C y su volumen colocal> en una planche-
ta, secada y lefda la radioactividad en un contador Geiger-Miiller. En
uno de los grupos se agregd puromicina, 5 x 10~4 M, al comienzo de -
la incubacibén. La concentracibén de protefnas fué determinada por el -

método de Lowry y Col (25).

Resultados: Estfn resumidos en la figura 3. Se puede observar que las
células incubadas durante 18 horas en el medio de cultivo son las que
incorporan mayor cantidad del aminoAcido marcado. La curva aumenta su

pendiente entre los puntos de O y 30' y entre los 60 y 90'.

Figura 3
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Las del medio a O hora sblo aumentan la incorporacidn durante los
primeros 30'. A partir de este momento la curva se va achatando. La cur
va correspondiente a la solucibn salina a 0 horas alcanza un "plateau"
a los 30'. En las células mantenidas durante 18 horas en la solucibn

salina no hay sintesis de proteinas y lo mismo sucede en las que se

realizé la incubacibn con puromicina.




OXIDACION DE GLUCOSA UNIFORME.[ENTE MARCADA

La medicifn del metabolismo coastituye un aspecto importante qu.
probarfa la viabilidad dcl sistema cn estudio. Cuands se realizarsn
los comentarids bibliogr&ficos sobre 195 métadds que se habfan utili-
zad» para extraer células hepiticas, sc mencisnarsn algunos trabajos
( 10 - 11) c¢n los que sc comprobaba la viabilidad de las células mi-
dicnd> la captacifn de 02 c¢n un respirfmetro de Gilson. En cstos cexpe-~
rimentos los autares obticiicn valores altos aunque la respiracidn silo
sc mantiene lincal durante dos horas. Xalant y Young (26) obticnen ba-
ja capracibn de 02 cuando trabajan ¢ c8lulas sucltas » cortes de hi-
gad> y alcanzan valores muy altos,cespecialmente cn células  aisladas,
agregand» succinatd. Ichihara y ¢»sl. (8), ¢cn <1 trabaj>y ya comentado,
cstudian ¢l control de la respiracidn en células dispersas. Demuestran
quc 2 ciclo de Irebs ¢s activo y que sc manticne el control respiratoirin
Yalat y :fiyata (27), trabajand> con higado perfundid» con EDTA y ci-
trato,comparan 1os resultadss de la respiracibn cor aquelldss nbtonidns
con cortes de tejidos de Argano perfundido. En células aisladas  aues—
tran cocientes respiratorios m&s bajos Yin vitro", glic%lisis angerdbi-
ca mds baja v un incroments cuands se agrega succinato, ¢ohn respectn o
17s cohrtes, Las mitocnndrias aisladas de cstas células ¢ incubadas cn
prescncia de cutoglutarato, respiran cn la misma forma que las mito-
condrias preparadas de un hfgad» normal. La suspensi’n celular baja sus
«ncicntes respiratorins en forma mis acentuada a medida que transcurre
cl tiemp» dc incubacibn, Interpretan cstos iesultadss afirmando que hoy
una alteracidn de la membrana celulir despubs del tratamiento con EDTA
y citratn, indcpendiente del dafio mecinico. Hayck y Tripton ($), cn el
trabajs ya mencionad», prucban diver:ns intermediarins del ciclo de -
Krebs para estimular la respiracibn cclulaf. En general obticnen resul-

tadHs satisfactorins.

Jdétndn utilizady en ¢l presente trabajo

La rcupiraciba colular sc midid utili . andy como sustraty glucasa

. N A .
uniforme rnicnte marcada con C* ., BEstc métod» resulta mucho mis scencillo
1

sencible y cspecifico que 19s ya mencijnados cen ¢l breve comentarid ai-
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terior,

Las células fueron rcsuspendidas en K.R.P. (24) cn una concentra-
ci%n dc 107 cél,por ml, y ¢inco ml., dc csta suspensidn fuceron corloca-
dus e¢n frascos de 25 il, de £ind» chatd, que canteafan luc de glucrsa-U-Clé
(act. csp. 15,1 mq/mn icw England tuclca= €2.) en un 1 al.de s»luci’dn
salin~. Loys frascos fuernn acrméticamcnte tapadnss con tapones tipo va-
cun» reversibles que ceoanteafan un vasits de vidrio con una ventana la-
teral. La incubacidn se cfectu’d en un bafid ¢ agua tipo Dubnoff, 2 -
37°* C y con agitaci’n. Despuds de incubadas sc agrega a la suspensidn
c2lular 0,5 ml. de Acido sulfrico al 104 y en ¢l vasits dc vidrio —-
9,2 ml.dc hidrixido de Hyamina IM (Packard) cn metanol. Ambas adicin-
nes fueron llevadas a cabn utitizando jeriagas y agujas. Se incuba nue-
vamente durantc 1 hora a temperatura ambicnte y con agitacifn,y el va-
sito conteniendy la hyamina, usada como agentc para captar el CO2 (28)
fué volcadn cuidaddrsamente en un frasco para contador por contellen que
contenfa 15 ml de solucin centelladora (5g/ 1 de PPO y C,2 g/1 POPOF
en toluenn) agitands y contando on un Contador dc ccntellen liquido,

El peso sceco fud obtenids centrifugands un volumen determinado de cé-
lulas en tubds tarados, a 500xg, a tcmperatura awbiente,durante 20°'.

El scdimenty se usa en ia detcer.dnacibdn. Las proteinas fueron determi-
n~das por cl métod> de Lowry y oolaboradores (25). También cn cstc ex-
pcrimentn,comn en ¢l anterior, sc usaron células que habian sido incuba-
das durantc 18 horas cn medis salind y on medio de cultivo, 1o mismy -

que células a 0 ticmpo cen ambos medios.
Resultados:

En la figura 4 cstfn rcsumidos los resultados de cste experimento.
Es bicn cvidente que las células mantenidas durante 18 horas en ¢l me-
dio do cultivo 5on 13s Gnicns que tienen respiracidn lincal. Las de O
hora c¢n medis no alcanzan nunca los valores antcriores. Las células -
mantenidas en solucifn salina no respiran prActicamente.

Se ciguid micdiend» la respiracibn cclular a través del ticmpo,

sbteniéndosce 1los siguientcs resuliados:
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14
C+70,
c.p.m./g protefnas

0 dia 24.800%f 960 (4 medicioncs)
5 dfas 24,600 £960 o

15 dias 26.000 ¥ 840 "

30 dias 14.350 * 960

Sc puedc obscervar que 1lrs altos valores obtcnidos despuls de 18 horas de
cultivo,disminuycen a los valores iniciales y sc mantienen hasta los 15 dfas.
Hacia los 30 dias,los valores llegan casi a la mitad. Este fendmeno cs —
muy frecuente cn los cultivos de tejidos, Posiblemente se¢ trate de un cam—

bin a mctabnlismn predominantemente anaerdbicn.

Figura 4

Respiracién ceclular. Efecto del medin.

100 ’- o
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C* Op c.pm/mg d.w (x1000)
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Producci’bn de glucbdgenn

Siend» el hlgad» el principal Argans de sintesis y almaccnamicnto
d¢ gluchgens, resulta  intercsante medir su producci’dn en estas célu-
las. Fué medido por el m&todo de Good ct al. (29) y el ADN por cl mé&-
t>d> ya mencionado (16).

Enx 1~ figura 5 sc nbscrvan los resultados de estas mediciones.

Fué recalizada tomand» comn abeisa la relacidn mg, de glucﬁgpnq/mg,dc

ADN contra 12 osrdenada que oxpresa el tiempo de cultivo. Se registra
un awnentos ncto durante los primeros sicte a oachs dias, 19 que indica-
ria maysr cantidad dc¢ glucdgeno,y corresponder{n al peri»do dc :.sta-
bilizacifn de 1la poblacihn cclular. Después dc cste perfodo, 12 curva
se mantience practicamente ¢n un “platcau”.

A continuncidn sce comentarfin 1ms reosultados de la medicibn de
glucSgcno cn dos cultivos difercentes, que fucron doesignadoss por las
letras 2 y by cl gluchHgens ecsth expresads como wd de glucrsa cquiva-
lente por 100 mg.de proteinas ferror standard; la concentracién de --

glucosn cn el mediv cs de 10mid.

Dias d¢ cultivo A b
0 2,6 L 0,2 4,2 ¥ o,2
5 12,0 ¥ 0,2
15 19,2 ¥ 0,6 17,4 * 0,6
16 22,83 * 0,3
283 25,2 £ 1,4
30 16,56 ¥ 1,0

S¢ puide observar quc al comienzo del experimento 1a concentraci’sn
del gluchgeny ¢s muy baja,hasta alcanzar un nivel ~ 1os 15 dlas que
n» cambia nuch»s 2~ 1as 30 dias. La brusca disminucibn dc 1os primerns
d{ns pucdi scr oxplicad~ comd debida 2 una adaptaci®n de las cllulas

Al a2ucvo medis 9 1 la racuperacidn luegn del tratamicnto ¢on T.P.3.
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Urea (pg/ml de medio)

XAVI

PRODUCCIQN DE UREA

Sc¢ ha indicado que cl higado es ¢l Gnico sitio importante de for-
naciSn de urea, por 1o que también parccia interesante estudiar la ——
excrecidn de urea por las células hepAticas en cultivo, que darfan un
{ndicc m&s del funcionamicnto de las mismas a través del tiempo.

Se¢ midid la prescncia de urca en el medio de cultivo, por el
método de Archibald (30), y los resultados se expresaron en ug de
urca por ml.de mcdio a través del tiempo de cultivo. E1 resumen de los

mismos

cstd representads en la figura 6:
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Se deduce de cstns datos que la produccidn de urea es continua durantc

1ns 45 di~s cn que
funcifn del higadn
Ademfés, sc midieron

células.,

sc 1la midid,lo que indicaria que esta importantc -
no s¢ ha perdido por efecto de la desdiferenciacidn.,

2lgunas enzimas del ciclo de la urea en "pellet de
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La baja relacidn de crecimiento y 12 predsminancia de hepatacitas
1> mismn quc 11 uniformidad de condiciones en el cultivo en suspensi®bn,
hizo suponcr que se trataba do un sistemn ideal para realizar cstudins
hormonales. Adenfs, st se prdfan hacer comparacinnas con 2trnas sistmns
ya cimncidos, so padria probar una vez mAs la ceficacia del sistema,

Con tnales objetivos, sc midicron los cfectas de tres hormonas,
insulina, glucagSn y hormona de crecimients bovina, sobre funciones ya

cstudiadns ¢n otras modelos.

Efccto de 1la insulina sobre la respiracibn cclular.

N> sc¢ sabe cunl ¢s ¢l mecanismo dc acciédn de la insulina,perd parc-—
ce ¢star aceptado que permite una mejor utilizaciAn de la glucosa por
los diferontes tejidos. En preparaciosnes mis simples que ¢l animal on-
tero, coin lasefganss perfundidos o cortes de tejideos, se ha demostra-
d> un may>r consumo de glucorsa, 2 la vez que una mayor producciba de

gluchgenn » de CO, proveniente de 1a glucosa (31)

En ¢l prescnte oxperiments sc midi% el cfcctd de 1a insulina sobre

12 produccibn de C1402 a partir dec glucosa uniformementce marcaca,uti-

lizand> 17s dispositivos y matcriales ya descriptos (respiracisn), agre-
gand»> adcmis insulina cristalina (Lilly), con ua~ concentracisn de --
50 mU / ml 21 macis de incubaci‘n.

Los rcesultadons del experimento cstfin en 1a tabla IT:

Sc abticne un awnents del 20 al 30% de C1402 con respecto o las
comtrales, 1o que estarfa  de acuerds ¢ lo establecido cn otros sis-
tenmas simples, cortes de tejidns u Arganns perfundidos

Z1 usn d¢ mayores concentraciones de insulina  aumenta rmuy poco
1nos rcsultados y d¢ menores concentraciones introduce resultadnss abe—-

rrntes,
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Tabla II
C1402 e.p.m./g prot,
Dias Control InsulinA
0 24 300 ¥ 930 29 000 ¥ 788
5 24 300 * 720 31 000 * 1140
15 26 200 * 840 32 150 * 837
30 14 350 % 354 17 310 * 432

Cada ncdicibn se hizo por cuatriplicado, m8s o menos el errdr stan—
dard. E1 tcst “t¥ da significativo entre los valores controles y

17s tratad»s con insulina. (p €0,02)

Efccty de 1a insulina y ¢l gluchgbn sobre 1la sintcsic o glucdgeno.

Lys cfectos de i~ insulina y ¢l glucngdn sobre 1a sintqsis dec glu

chgenn fueron descriptos o animales enteras y pudiernn screexplic.los
<

a» través dol control do 11 glucdgend sint:tisa y dcl sistemn de 1-

fosforilasn; 1o insulina increicnta 1a actividad de 1 glucdgeno sinte

tasa del higad» y dccrece 1la de 1x fasforrilasa,mientras que cl glucogbn

tiene cfectrs spuestrs (32 -33).

Para rcnlizar este cstudin se tomaron células del cultivo vy sc las
centrifugb 1 150xg durante 10' y a temperatura ambicnte.-El sedimento
culular sc¢ vucelve 2 centrifugar después de resuspenderlo e X.R.P.,,
lucgn de la ceatrifugacidn,que sc ralizé con las mismas condiciones
que cn el casn anterinr, sc resuspende Htra vez on {.R.P. S¢ Agreg..n
4U de insulina (Lilly) cada 5 ml dc volumen,y se¢ 1o incuba por tres
horas, En 1os aue se¢ va 2 medir el efccto del glucagbdn,sc les agreg:
g/ 5 ml (Lilly) y sc 1o incuba por una hora mis. La reaccifn se de-
ticne sumergiondo 1ns tubos en hicly. Se centrifugan a 900xg, 19' ~ -
0°C ,nucvo lavadn en X.R.P. y nucva centrifugacidn. Sc midib ¢l gluch-

geno por cl método ya cspecificado (29),10 mismo que las protecinas(25),
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Los resultadoss estén especificados ¢n 1a Tabla III:

Dias de . . .

cultivo Control Con insulinn Con glucagbn
2 0 2,6 0,2 5,0 £ 0,2 #** 2,0 X 0,2 *#
E O 4,2 £ 0,2 5,4 *0,2 % 2,8 £ 0,4 =xx
25 12.0 £ 0,2 20,3 £ 0,3 tx*x 10,4 £ 0,4 **
b 15 17,4 * °,5 24,3 ¥ 1,0 *x 15,2 % 0,5 **
a 15 19,2 £ 3,5 40,4 X 1,5 x 20,2 1 1,2 **
b 15 22,3 ¥ 0,3 30,5 % 1,2 *x 19,5 * 0,3 #x
2 30 16,5 * 1,0 34,6 £ 1,4 ** 22,2 £ 0,3 *x
b 28 25,2 £ 1,4 42,6 £ 0,8 *x 28,4 1 1,6 %

Concentracibn de glucHgenn (ul de glucosa cquivalentes por 100mg.dc
proitcinas ¥ crror stndnrd). En cada experimento sc hicicron tres ob—
scrvaciones; A y b son dos oxperimentos diferentes.

** p £0,02

L>s resultados »btenidos aucstran una gran similitud con la situncidn
Y 5 1] , . 3 N s . s N O : .
in vivaY, 19 que permitce afirmar que ¢l sistema celular e¢s Gtil para rea-

lizar cstudios binquimicos y hormnsnales.
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EFECT) DE L) d9kid A DS CRECLIIE JTO sOVIIA - B G

Se ha establecido fehacientemente que la hipficectomia disminu
¢l crecimiento de los animales y que los tratamientos con hormonas de
crecimiento estimulan el crecimiento y la sintesis de proteinas y -
RNA en higado de ratas y otros tejidos (%4 - 35 - 36 — 37 ) La hormo-
na de crecimiento afecta la habilidad de los ribosomas de higade de ra
ta a incorporar aminoidcidos er protefnas “in vitro" (3 ),y ltgar o -
trasladar el templado de LNA ilgado (39) La actividad de la polimerasa
de RNA de nacleo de higado de rata también es afectada por la hormona
de crecimiento (40 ). En todos estos experinentos, los efectos dec la-
hormona fueron examinados después de la inyeccidén de la hormona en el
animal;todos -.os intentos de demostrarlos ''in vitra® con células de hi-
gado libres fracasaron. En diafragma de rata aislado se encontrdé aumo::
tada la incorporacién de aminodcidos en protefnas (41 - 42).

Los estudios realizados sobre cultivos de células han enfocado el
efecto de la hormona de crecimiento sobre la multiplicacibn celular y
el contenido de proteinas (43).

En estos mismos sistemas se estudié el efecto de la hormona sobre
el me%abclismo de los carbohidratos y protefinas. En la cepa "L' de <é-
lulas,la hormona causa un incremento del nlmero de células, aumento de
la sintesis de rroteinas y consumo de glucosa, acumulacién de Acido —-
l4ctico y cetolcidos. "n los cultivos de cepas humanas se aumenta solo
la consumisién de glucecsa y de Acido lactico. Sobre células ilela no tic-
ne ningtn efecto. Frobando hormona ovina, no se encuentra efecto sobre
la cepa 'L, pero si{ aumenrto del consumo de glucosa y acumulacién de - -
Acido lactico en los cultivos humanos, sin cambiar el namero de células
o l1a sintesis de proteinas (44).

En el presente trabajo se estudibd el efecto de la hormona de <r<c’.-
miento bovina sobre multiplicacién celular o crecimiento de la pobla-
cibn.

Se utilizd hormona de crecimicnto bovina purificada (45) y desnaiu-
ralizada (46).

La hormona activa se usd en una concentracibn de 17,5; 25; 50; 75

y 100 g/ml.

La hormona desnaturalizada sec usd como control en una concent=-~:i



XTI

de 755/ml. y 1006/m1, segtn el experimento. Se disclvieron los des
tipos en medio de cultivo fresco.

Se realizaron tres experimentos diferentes: A, 3 y C, cuyos re-
sultados estfn resumidos en la figEra 7 . El oxperimento A, se rea-
1lizbé con células de 12 dias de cultivo; el B, con células de 19 dias,
y el C, con células de 13 dfas. En los expecrimentos A,y B,se usbé como
control hormona inactivada a una concentracibn de 756/m1, y en el C,
de 1006/m1, Se colcaaron las células en el medic con hormona a una -

-
concentracién de 1,2 a 1,49 X 10° celulas /ml. con un vclumen total

de 25ml. para cada tratamicnto. Después de cuatro dfas de incubacidn,
se contaron nuevamente las células para detectar los cambios. Los rec-
sultados de los tres experimentos fueron graficados expresande la con
cent:acibén de la hormona contra el porcentaje de Aumento en el namero
con respecto al cuarto dia (cada punto se hizo por duplicado). Las di
fercencias entre los datos de B y C pueden deberse a variacicnes no
controladas hasta ahora en el aultivo. La desviacibén del pur.to de -
755/ml de A se debe probablemente a un error de contajc en la etapa
inicial, pues los puntos finales fueron muy bien controlados. Sc rue-
de afirmar, de acuerdo con los resultados aquf presentados, que la -
hormona activa 1a divisién celular y que hay mayor activacibdn cuanto
mayor e¢s la concentracién usada. Es decir, que las células de higado
responden 211 efecto de la hormona, como ya se habia encontrado en o-
tros cultivos,aunque nc en cultivos primarios de células normales co-

mo el utilizado acAi.



9%, de control al 42 dia

Figura 7
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Efecto de hormona de crecimiento bovina sobre el crecimiento de la

poblacidén celular.
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Se tience conocimiento que los explantes primarios de trozos oo
tejidos o de células difieren, bioquimicamente, del tejido originnl.
Estos cambios pucden deberse a diferentes proporciones de crecimion--
to, seleccién de la poblacibédn ceclular o a cambios intrinsecos de las
célui.as. Todas cstas modificaciones reciben el nombre de diferencia-
cibén celular y en el caso particular del cultivo de tejidos o dec ci-
lulas, ¢l nombre mfis apropiado es dec dediferenciacién celular. Los
cambios intrinsecos de las células se deben a procesos adaptativos
que cambian las vias metabbélicas del material en cultivo, debidos a
ajustamicntos cualitativos o cuantitativos de las enzimas; por lo
tantc proveen un modelo para el cstudio de la regulacibén de la acti-
vidad enzimdtica.

En cste trabajo s¢ estudiaron ias enzimas microsomales D gluco-
sa é6—fosfato fosfohidrolasa (E. C., 3, 1. 3. 9.), pirofosfato incrya-
nico- glucosa trasferasa y pirofosfato fosfohidrolasa (E.C, 3.6.1..
Estas tres actividades fueron atribufidas a una sola cenzima multifum-
cional (47 a 52 y 23), que catalizaria las siguientes reacciones:

glucosa-6-P + H20 - glucosa + Pi
PPi + o0 -3 2 Pi
PPi + glucosa -» glucosa-6-P + Pi

Nucleosido-5-tri- o difosfato + glucosa -» glucosa -6-P +nuclensi-
\ 5-di o mor.ofosfdte

AzQcAar o poliol P + glucosa 5; Glucosa 6-P+ azlicar o pcl:i~l

Esta e¢nzimr no puede scer purificada m&s allA de una precipite-
cibn con sulfato de amonio pues pierde todas sus actividades (47).
Los datos cxistentes corresponden a experimentos cinéticos y cambi~z
paralclos observados cn preparaciones purificadas parcialmente de
higados de animales sometidos a influencias hormonales o nutritiva.

(23 y 47 a 52).

Determinaciones cnzimlticas

Se proccedid como ya se eplich on los experimentos prescntades
antc¢riormente, para determinar las tres actividades enzimiticas men-

cionadas. En algunos experimentos se agregd a la soluciédn dc saca> -
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dcoxicolato de Na. con una concentracién final del 0,2%, con lo que
sc copcigue activacion de las enzimas (23, 47 a 52)

Las actividades de la glucoquinasa y hexoquinasa fueron reali-
zadas sin demora en un cstracto crudo librc de microsomas, obtenicd»
después dc somcter las células a los procedimientos ya descriptos pe
ro usando téenicas y material para homogenizar, determinar y centri-
fugar las cnzimas, descripto por Di Pietro y colaboradores (53). To-
das las actividades e¢n imfticas sc hicieron por triplicado. Las pro-
tefnas se determinaron por el método de Lowry y col. (25).

Los valorcs de las constantes de .iichaclis fucron calculados ci.
gr&ficos convencionalces dobles y recfprocos, determinados al menos en
cinco puntos, ¢n homogenatos crudos. Los grAficos fucron lineales.

Los c¢studios dc ph fueron llevados a cabo en microsomas obteni-
dos por el centrifugado, lavado y homogenizado de las células como <.
explicd antoriormente; los homogenatos fueron centrifugados a 9000x¢,
lucgo ¢l sobrcnadante a LC0000 xg y ¢l sedimento lavade y vuclto a
ccatrifugar y susp.ndido cn una solucibén de sacarosa 0,25 i, Las det:or
minacioncs sc realiza-on por duplicado; las actividades fucron aedic-s

¢n una scric y cl ph determinado en la otra scric con un PH iletrohm.
Kcsultados

Tabla IV

Nivcles_onzimfticos inmediatamentce despudés de la disociacibn del higade

y _dcspuls de 40 dias de incubacibdn

Les resuttados fueroa expresados como valor promedio F el crror

standard. E1 nimero de experimentos csté cntre paréntesis,

Los datos representan la actividad cspecifica, cambio ¢n micromo-
les dc sustrato por minuto, por gr.de protzina, detecrminado en hoiics .-
natos crudos.

Lh comparacién entre I y II, II y Iv, I y III y Il y IV, cs
cstadisticamente significativq ( p € 0,05) on todes los grupos,ccgtn

¢l test "t*. (54).

Sc¢ pucde observar quc a los 40 dfias de cultivo la actividad dc 1la

glucosa 6-fosfatasa descicnde 20,4 veces, la transferasa 2,4 veces y la
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otra cnzima 23 veces. La adicién de desoxicolato incrementa la activid <

cn ambos tipos dc células:

Tabla IV

0 din 40 dias

Desoxicolato

Ausente I Presente I Ausente III Prcscnte

D~glucosa S5-
ﬁcafato fos-
chidrolasa

+
—~

+ 7,4 (3) 3,y +0,2 (3} 2,7+

~J)
~J
CN
1+
o
—
w
g
\Yo)
A\
IS
+
I+

Plrofgsfnto

iporganico- i
% ucdsa - 50, °
ransferasa

I+

5,6 (3) 83,2 %9,2(3) 20,4 * 1,4 (3) 35,2 F..3@3)

Pirofosfato

fosfohidro- 73,3
lasa,

1+
1+

0,2 (3) 3,2%0,2 (3) 4,8 I 7,4(d)

7,5 (3) 105,5

En 1la tabl> V s¢ cbserva con més detalle el efecto del desoxicolatce,

Estos datos sc calcularon conn los de la tabla IV

Tabla V
Proporcibén dc¢ O a 40 dies  Efccto dcl desoxicolato '
(5 de incremento)
Descexicolato Dias en cultivo
Auscite "rcsente 0 40
lucosa -
fosfatasa 20,4 20,2 22,9 23,5
pirofgsfato
inorgAnico- . .
osfgtrans— 2,4 2,4 73,06 774
crasa
pirofosfato
fosfohidro- 22,9 24,0 41,2 40,

lasa
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S¢ pucde ver que ¢l desoxicolato incrementa las tres actividades
con un porcentaje igual ya sca a los 40 como al dfa O y las rela-
cioncs de actividad cntre los O y 40 dias son los mismos con res—

pccto a 1a auscncia o presencia del detergente.

En la figura 8 sc obscrvan con mis detalle los cambios deseriptos
antcriormente y sc incluyen las actividades de la glucokinasa y

hexoquinasa a través del tiempos

ﬁ:\\\\\\\l\\\ | | |
80 - ° «

—_—e

ACTIVIDAD ESPECIFICA

TIEMP O (Dias en cultivo)

Refercencias

O—-.-=— Pirofosfato-glucosa fosfotransferasa e—e Glucosa 6-fosfatasa

8- = glucosa 6-fosfato-fosfohidrolasa - .. Glucoquinasa &= H%xoqui
nasa —

Actividad cspccifica: cambio en micromoles de sustrato por minuto,

por gramo dc¢ proteina,

Cada punto e¢s ¢l valor medio de tres determinaciones.
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Cia cstr fiqura sc obscervan las modificaciones que sufren las tres cnzi-
mas cstudiadas, mAs 1la glucokinasa y hexoquinasna durantc un periodo bas
tante largo dc ticmpo, 50 dfias. Las actividades decrccen recién e¢n form
apreciable después de dfn 20° y después del dfa 30° casi no kay cambios
significativos. Los niveles de hexoquinasa son despreciables y no va-
rian y despuls dcl dfa 15° no se detectAa actividad glucoquimfsica, quc

sicmpre, cs dc hacer rotar, ¢s muy bajo, sc¢ diria insignificantc.

Los rusultados de los cstudios cindéticos rcalizados sobre cstas tres

cnzinans, ostin resumidos en la Tabla VI

Constantes de :fichaclis

232i132 Glucosa 6-fosfatnsa Pirofosfato inor-glu-fosfotrans., Pirofos-fosfohiad
{ X L if X il
gluc?gﬁ)S—fosfnto ppi (rai1) glucosa (mit) ppi (mut)
0 1,53 = 0,11 (4) 3,40 ¥ 0,30 (4) 95,5 £ 1,3(3)  3,15% 9,35(3)
30 1,70 * 0,09 (4) 3,37 £ 0,27 (4) 100,6 * 9,5(2) 3,23% 0,31(3)
40 2,65 * 0,22 (4) 3,36 £ 0,35 (4) 95,6 + 9,8(3) 3,20 0,24(3)
>0 2,77 £ 0,23 (4) 3.33 £ 0,43 (4) 98,3 * 7,2(3)  3,10% 0,49(3)

- <

Los d~tos roeproscittan valeres medios £ ¢l crror standnrd,. Las comparacioncs
cntre los grupos do O 6 30 dfas vs, 40 & 50 dias en cultivo fucron significa-
tivas cstadisticamente,

(Aplicando ¢l test "t (54) con pp 0,05)

La afinidnd de 1la glucosa 6-fosfatasa por la glucosa 6-fosfato cs la Gnica
quc cambia y csto succde despuls de 30 dias en cultivo. Para las otras cnzimas no

hay cambio d¢ afinidad 2 través del tiempo de cultive.
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Ea 1a tabla YII sc obscerva el ofccto del desoxico 2to de Na. sobro

X mirl
las constantes de ilichaclis: ( glucosa 6-fosfato ( ) dc la gluco-
s» 6-fosfato-fosfohidrolasn),
Dias wn Dcesoxicolato
cultivo
Auscinte Prescnte
0 1,72 £ 0,14 (4) 1,70 £ 0,19 (4)
40 2,36 £ 0,23 (4) 2,69 ¥ 0,23 (4)

(Los mismos detalles que en la tabla VI)

El tratomicento con desoxicolato no ticnc cfccto sobre las cons-

tantes de iiichaclis,ya sc trate de células dc O y dc 40 dias.

Para quo set mAs scegura la identidad entrce la glucosa 6-fosfatosz
del dfa 0 y 1a do 40 dins dc¢ cultivo,sc realizéd el ¢studio de la in—

fluencia del ph sobre su actividad:

En 1o figura 9 sc pucden apreciar los resultados (1~ actividad

especifica como on los casos anteriorces):

Lis curvas son similarcs,con ph 6ptimos idénticos.

Ui cstudio similar sc hizo con la pirofosfato-inorginico-glucosa
fosfotrasferasa.
Corrcsponden o los datos prescntados en la figgra 10.~ Tampoco aqui

s¢ cncontrd ninguna diferencia.
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10

Figura

Actividad especifica (40 dias)
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Dc todos c¢stos c¢studios realizados se pucde sacar una conclu-
sibn importantc que cstarfs cn desacuerdo con la opinibn de los au-
tores quue estudiaron a 1la glucosa =-5-fosfatasa, Debido 2 las difc—
rentes rolaciones de disminucién de las tres actividades cnzimfiti-
cas 2 travds del tiempo de cultivo,podria tratarse dc dos o tres
¢inzinmas y no de una sola., Si s¢ considera quc la enzima es rulti-
funcional, los cambios obscrvados podrian scr ¢l resultado dec ~l-
tcraciones en su cstructura que la afectarfan de modo que su ciné-
tica fucsce diferente.

L~ mcnor disminucibn dec la actividad fosfotransfcrasa pucde
explicarsc como wi mecanismo compensador para la fosforilacibn de
1a glucosa, que no pucde deberse a wna actividad glucoquinisica, ya
quc cst2 cnzima nccesita de la presencia de¢ insulina, que no sc en—
cucntra cn ¢l medio de cultivo y ¢¢ una conceitracién de glucosza su-—
pcrior (49,55,56). Ademés,la enzima tienc muy bajos niveles a la -
dad de los animales usados i este estudio.

La disminucibn dc¢ 12 afinidad dc la glucosa 6—-fosfatasa por su
sustrato pucde interpretarsc como un mecanismo para prevenir la li-
beracibn de glucosa, y favorceer su metabolismo hacia otras vias,

5¢ h~ wisto quc¢ agregando desoxicolato no sc afecta 1a dismi-
nucién de 1a actividad cspecffica o ¢l cambio dc afinidad por ¢l
sustrato; c¢stos rcsultados son muy diferentes 2 los obtcnidos por
Nordlic y col-boradorcs ¢n ratas ayunadas, dinblticas o adrenalectomi
zadas. En cstas Gltimas, los detergentes abolfan cl incremento de 2c-
tividad obscrvado cuando sc las trataba con costisona (50, 57) micn-
tras quc sc aumentaba la diferencia entre los altos valorces de ani-
mAles diablticos con respecto ~ los normales ( 50,57).

En rat~s ayunadas no cambiaba ¢l nivel de pirofosfato inorgini-
co—- glucosa- fosfotransfcrasa, mientras que las otras dos cstaban au-
mentndns. Estos valores aumentaban con desoxicolatto y ¢l detergente
afcctaba algunos cambios cn las constantes de lfichaelis dc estas en-

zimas (56).
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EFECTO DE LA INSULINA SOBRE LAS ACTIVIDADES ESPECIFICAS

Se tenfa interés en saber cbdmo respondian las células en cultive
y en especial las enzimas estudiadas, al efecto del agregado de insu-
lina al medio de cultivo.

Se sabc que la glucosa 6-fosfatasa tiene un alto nivel en anima-
les diabéticos y baja sus niveles por efecto del agregado de insuli-
na (58)

Otro punto importante que se queria investigar y que probaria la
no identidad de la enzimas en estudio, era referente a la cinética de
la posible "represidn" de las dos enzimas.

Para realizar este experimento se agregd una concentracibdn de hor.
mona igual a la usada en los experimentos sobre utilizacidn de glucosa
u-cl4 y s¢ procedid a medir la actividad especifica de la glucosa—6-fos-
fatasa y de la pirofosfato inorgénico- fosfotrasferasa durante un pe-
riodo breve de tiempo.

Los resultados estin representados en la figura 11, en donde la
actividad especifica esti expresada como en las ocasiones anteriores,
en los que se calculd el porcentaje con respecto a la actividad ini

ciale.

P-Transf.
- Control

200 G-6-Pasa

Control

P Transf.

100 +Insulina
-50 G-6-Pasa X
*—+|nsulina
| | ! l L e

0 1 2 3 4 5 6
T 1 E M P 0 (horas)

Porcentaje de actividad especifica inicial
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Las dos respuestas son parecidas, aunque 1la actividad especifica
de la.glucosa 6-fosfatasa estd mds afectada. Después de seis horas de
incubacibn, esta Gltima conserva sblo un 8% de¢ la actividad inicial,
mientras que la otra enzima, a ese mismo tiempo,tiene todavia el 60%

de esa actividad.

EFECTO DE LA INSULINA Y DE LA PUROMICINA SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

DE LA GLUCOSA 6- FOSFATASA.

Este experimento fué realizado utilizando células en cultivo a las
que se coloca en medio frasco. En estas condiciones se les agregaba ya
sea puromicina, insulina o ambas, en las mismas concentraciones en que
se las habia ut-lizado en experimentos anteriores. Se midid luego la
actividad especifica de 1la glucosa 6- fosfatasa en todas las variables
anotadas v se expresaron 1los resultados en el grifico que figura a con-

tinuacibn: (La actividad especifica expresada como en los casos ante-

riores ).

300 -

(o]
Medio fresco

200 F o

Medio fresco+ Puromicina

|

100 /: ............... a

Porcentaje de Actividad Especifica Inicial

Sy . a _
Medio fresco + Insulina
-50 . “.._ Y Puromicina
Medio fresco “e..__
+ Insulina

| | | | [
1 2 3 4 5 6

T | EMP Ot(horas)

Como sc¢ puede observar, la actividad de la enzima en células co-
locadas en medio frasco aumenta notablemente durante las tresprimeras
horas del expuerimento,posiblemente debido a un aumento de la sintesis

de proteinas totales producido por la renovacibn completa del medio -
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de cultivo, no modificdndose luego hasta las seis horas en que durd

la observacidn. Cuando se agrega puromicina al medio de cultivo se ob-
serva que la actividad de la enzima aumenta muy poco y se mantiene prac
ticamente como al comienzo del experimento, lo que estaria indicando -
que en el primer caso hubo sintesis "de novo", lo que se impide por el
efecto de 1la puromicina y la actividad remanente se debe a la enzima
preformada; en ¢l caso del agregado de insulina al medio de incubacién
s¢ repite, como en el experimento anterior, la disminucidbn de la acti-
vidad enzimltica hasta casi 0 al final del experimento, lo que estaria
indicando que no hay sintesis y también posiblemente hay una inactivacidn
de la enzima preformada o aumento de la degradacibn (69). Lo que real-
mente sorprendid fué el resultado que se obtuvo cuando en el medio de
cultivo hay puromicina e insulina; se observa que la actividad especi-
fica de la enzima cs levemente menor que en el caso de la puromicina
sola, sin ser significativa, pero mayor y significativa en el caso de
la insulina. Estos mismos resultados se obtienen cuando se trabaja con
células en las que no se¢ les ha renovado totalmente el medio de cultivo

al comienzo del experimento.-Se observan en el siguiente grifico:

Control
______________ -0

________ e o o O
oo _gm- Control+ Puromicina
M-------—-—------x
\
A
L + Insulina
+ Puromicina

100

Porcentaje de Actividad Especifica Inicial

&
- Insulina
®
| | ] | | |
0 1 2 3 4 5 6

T iempo(horas)
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El objeto de este trabajo era encontrar un sistema de cultivo
pPrimario que pcrmitiese cstudiar el fenémeno de la desdiferenciacibdn
celular y el sistema obtenido de células hepAticas parcce ser 1o su-
ficiente viable, como se ha podido comprobar por las experiencias de
mediciones enzim&ticas, incorporacién de lcucina Cl4 en protefnas y -
las mediciones de respiracibdn celular. Con estos experimentos quedbd
establccido también que resulta mucho més eficaz el medio de cultivo
que 1a solucidn salina de Krebs (K. R. P.) para realizar los estudios
¥y que 1as células necesitan un perfodo de aproximadamente dieciocho ho
ras para restablcocerse. Por estudios morfolbgicos también se comprobb
que la mayor part= de las células obtenidas son hepatocitos, hecho que
quedd revelado no solo por estudios realizados con el microscopio 6pti
co, sin o también con ¢l electrbnico. No se presentaron aqui las foto-
grafias, pucs algunas dificultades de orden técnico, usuales en célu-
las cultivadas,ro han sido solucionadas todavi.-

Cuando se estudid 1~ curva de crecimiento, sc cncontrd que duran-—
te los primeros dicz a doce dias hay una notable ddsmmnucibébn de la po-
blacién celular, comprobado por el contaj: y el contenido de DNA. Des-
pués do este perfodo ambos se hacen constantes. Se suponc que durante
este tiempo mucren muchas células, seguramente por cfcectos de la ex-
traccidn y 1la adaptacidn dc¢ las mismas al nuevo medio.

El ticmpo de replicacién es bastante lento, si se lo compara con
otros sistemas dc¢ cultivo, pero resulta r4pido si se lo compara con el
de 1lns células hepiticas "in situ" (18-19-20). A través del tiempo de
cultivo las células siguieron conservando su aspecto de hepatocitos y
prcdominaron sobre otros tipos celularcs.

Sc¢ comprobd también que la respiracidn cclular, medida por la oxi-
dacién de glucosa -U—Cl4, ticne una recuperacibn bastante acentuadh du-
rante las primeras 18 horas de cultivo,pero luego las cifras bajan hasta

los valores encontrados en los primeros momentos y se mantienen hasta
los quince dias aproximadamente. Luecgo de este perfodoc vuelven a bajar
Este fendmeno es bastante comin en sistemas de cultivo de células;po-
siblemente se trate del camio de un metabolismo de tipo aerbbico a o-

tro predominantementce anaerdbico, debido a las condiciones del cultivo.
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La producciédn de glucbdgeno y urea, caracteristicas del higado, no se
afectaron por cl fenbmeno de la desdiferenciacibn, por lo menos duran-
te ¢l tiempo on que fueron medidas.

Para cstudiar ¢l fenbmeno bioquimico de 12 desdiferenciacién se
cligicron tres enzimas que participan en el metabolismo intermedio de
los hidratos de carbono. Estas enzimas microsomales fueron descriptas
como una sola, multifuncional (23, 47 2 52). Por los resultados obte-
nidos en este trabajo,se duda de esta afirmacibn, pues se ha observado
que presentan diferentes relaciones de disminucién de actividades a -
travésdel tiempo de cultivo.

Otro hecho que confirmaria este resultado es la diferente res-
pucsta de las cenzimas 2 1la insulina.

Se ha encontrado también que la fosfotrasferas:a disminuye menos
su actividad a través del tiempo de cultivo y esto podria explicarse
como un mecanismo compensatorio para la fosforilacibén de la glucosa,
ya que no se ha encontrado actividad glucoquinésica, como se discutib
anteriormente. Asf mismo hay una tendencia a la disminucién de la libe
racién de glucosa, por el aumento de la Km para glucosa 6-fosfato, por
la enzima glucosa 6-fosfatzsa.

Resultd también interesante comprobar cn que forma respondian las
células cultivadas al cstfmulo hormonal. Se cstudiaron tres hormonas,
insulina,y glucagbn, relacionadas con el metabolismo de los hidratos
de cargono y hormona de crecimiento bovina, relacionada con el metabo-
lismo gencral. Las células rcesponden a la B.G.H. en la forma esperada
Yy ya comprobadr en otros sistemas celulares parecidos y hay una rela-
cibn de respuesta con la concentracibén de la dosis probada.

Con la insulinn se hicieron varios experimentos y los resultados
obtenidos estAn de acuerdo con lo esperado. En algunos casos sc¢ probd
glucagbdn, observAndose una reversibn de los experimentos con insulina,
como =n cl caso de la produccibn de glucbgeno.

Se podria especular que cl modo de accibén de las hormonas que afec
tan a los organismos superiores es anidloga a la de los inductores o re-
presores .specificos de los microorganismos.

En 1960, Clever y Karlson (59) postularon que el efecto primario

de la ecdisona de los insectos es alterar la actividad de genes espe-



cificos. Poco despuds, Clever (60) confirmé que la hormona activaria al
gunos genes, se sintetizarfa ARN y protefnas, los que a su vez activa-
rfan a otros gcnes a través de procesos citoplasmiticos. Karlson (61)
demostrd "in vitro" que la ecdisona ejercc su accibn al nivel de los -
cromosomas & induce sintesis de ARN mensajero, lo que produce a su vez
sintesis de enzimas. Las hormonas aparecen entonces como inductores.

La naturaleza del represor en los organismos superiores todavia no ha
sido elmecidrda. Hastr =1 momento se piensa que podrfan ser las histo-
nas. Kidson y Kirby (62),resumen una serie de trabajos en los que se
demuestra ¢l efecto de las hormonas sobre la sintesis de proteinas, es-
pecialmente de ARN de r&pido recambio (insulina, hormona dc crecimiento
cortisona, cstrbgenos, andrégenos y tiroides).

También destacan el hecho de la induccién de enzimas especificas
por hormonas ( triptéfano pirrolasa, que se realizarfa a nivel de la
trascripcién).

Se sugicrce que 1l sintesis de ARN de rdpido "turnover" puede ser
regulada de igual forma que la sintesis de ARN bacteriano. Demuestran
que cse ARN no es ribosbémico y proponen la tecoria de que las hormonas
interactuarian con proteinas represoras de alguna manera alostérica,lo
que alteraria 1a sintesis de ARN mensajero especifico. Las hormonas cor
ticoides fucron muy estudiadas, en particular en su relacién con el me-—
tabolismo dec los hidratos de carbono y su accibn gluconeogénica, anta-
gbnica con la insulina. Con respecto al cortisol y su efecto sobre la
sintesis de ARN mensajero (63) se compar$ su accién con los co-represo-
res ¢ inductorces de los sistemas bacterianos, por su ripida respuesta.
En otros trabajos se afirma la suposicibén de que el efecto primario de
las hormonas corticoides es estimular la produccidn de ciertas especies
de ARN y 1a sintesis "de novo" de enzimas gluconeogénicas (64).

También fueron estudiadas las hormonas androgénicas y se¢ ha compro
bado "in vitro" que nicleos y ribosomas de préstata de rata de animales
castrados y tratados con testosterona, son mis ricos en ARN mensajero
que los obtenidos de animales castrados, sin tratamiento hormonal (65).

Todos cstos experimentos, realizados con diferentcs hormonas y en
diferentes tejidos animales,ponen de manifiesto, aunque todavia no com-

probado fehacicentemente, que las hormonas podrian actuar como inducto-
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res o represores en el sentido bacteriano.

El modelo bacteriano podria ayudar a explicar los experimentos rea-
lizados con insulina y puromicina sobre la actividad de la glucosa-é-fos
fatasa, pensando, en c¢ste caso particular, que la insulina es un apo-re-~
presor (66-67-68), que en los organismos superiores no es necesariamente
sintctizado en 1la misma céluls, sino que podria pensarse que ciertos 6r-
ganos, 1as glincdulas de secrecibn intcrna, se han cspecializado para sin
tetizar inductores o reprcsores, que son las hormonas. Una vez llegado a2
1la célul~ el apo-represor,se unirfa al represor, que seria una sustancia
de bajo pesc molecular que se ha sintetizado en la célula y se impediria
asi la sfintesis de 1la enzima. Cuando esti presente la puromicina no po-
drfa actuar. Este seria un control de sintesis dec enzimas utilizando el
modelo bacteriano. Pero también se han encontrado sistemas degradativos
intracclulares que reducen las protefnas a nivel de amino&cidos. Toda
la informacid$n de cbmo ocurre esto y su control,es rudimentaria (69),
pero se¢ sabe que existen proteasas intracelulares U otras enzimas inac-
tivantes, tal vez asociadas a los lisosomas.

Estos sistemas actuar’an en organismos complcjos y la explicacidn a
nivel del gen osti todavia lejos de poder probarse. En el caso particular
de c¢ste trabajo,si la insulina inhibiese la sintesis de la enzima, ten-
dria un efccto iqgual al de la puromicina; por lo tanto, la hormona o in-
hibe la sintesis o aumenta la degradacibn; si sblo aumenta la degrada-
cién, podria hacerlo activando alguna proteasa cespcecifica o pegéndose a
la enzima y alterando su conformacibén,de mancra que pueda ser utilizada
como sustrato de csas proteasa cspecificas. Al agregar puromicina al me-
dio con hormonAa, se inhibe la sintesis de esas proteasas y resultaria a-

nulado el efecto de la insulina.
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Se describc un método original de extraccidn y cultivo de célu
las hepAticas en suspensibn.

Fueron extrafdas del hfgado con una solucibn salina de tetrafe
nilboren de Na. y cultivadas con medio de cultivo preparado en el
laboratorio,con solucibén salina balanceada de Hank, vitaminas y -
glucosa de Eagle y mezcla de amino&cidos MIEM. Se suplementd con —-
suero de ternero al 10% y antibibticos. Con la extraccibén se obtu-
vieron preferentemente hepatocitos.

Se realizaron estudios sobre ¢l crecimiento de la poblacibén -
celular, medido por el contajec de¢ células y el contenido de ADN. Se
determind el tiempo de replicacién celular usando colchicina. Se pu
do comprobar quc a través del tiempo de cultivo sobrevivian los he-
patocitos, no encontrincosc pricticamente otro tipo celular.

Se probd cl efecto del medin de cultivo para determinar diver-
sas funciones: respiracidn celular, actividades enzim&ticas, incor-
poracidén de aminoicidos en proteinas. Asimismo,se midib la produc-
cibén de urca y gluchgeno a través del tiempo de cultivo, comprobdn
dose que estas dos funciones primordiales no se habian modificado.

Con el objeto de verificar la posibilidad de utilizar el sis-
tema para estudios hormonales y bioquimicos de regulacibn, se mi---
dié el efecto de dos hormonas, insulina y glucagbn, sobre la respi
racifn celular y la bios’ntesis dc glucbdgeno. Las células respon—-—
dieron en la forma esperada. También se probd 1la hormona de creci-
miento bovina sobre el incremento de la divisién celular, obteniln-
dose resultados positivns,

Para estudiar bioquimicamente el proceso dec desdiferenciacién
celular, se midieron diversas constantes bioquimicas de tres enzimac
relacionadas con el metabolismo de los hidratos de carbono: glucosa
6-fosfatasa, pirofosfato inorgénico-glucosa fosfotrasferasa y piro-
fosfato-fosfohidrolasa. Estas tres acciones fueron atribuidas 2 una
sola enzima multifuncional, afirmacidn que est? en divergencia con
los resultados obtenidos en este trabajo. Las tres enzimas tienen
diferentes relaciones de disminucién de actividad a través del tiem
po de cultivo; ademé&s 1la actividad fosfotrasferasa estA poco dismi--
nuida, con respecto 2 las otras dos,y se deduse de esto una tenden-—

cia a 1a fosforilacidn de la glucosa, no considerada como actividad
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glucoquinfsica, ya que no existe insulina en el medio de cultivo.
midieron también las constantes de Michaelis y se determin$ una di--
minucibén de 1a afinidad de la glucosa 6-fosfatasa por su sustrato,:
terpretiAndose como un mecanismo para prevenir la liberacién de gluc:
sa.

Ademds sc¢ probd el efecto de la insulina sobre la actividad e.
pecifica de la glucosa 6-fosfatasa y fosfotrasferasa y el efecto dc
la insulina y puromicina sobre la primera. A ese respecto se espe-
cula con la teoria de que las hormonas act@an como inductores o r. -

presores en términos bacterianos.
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