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Resumen

El citoesqueleto comprende un conjunto de elementos intracelulares que
establecen interacciones entre ellos y con otros componentes citoplasméticos. Por
medio de estas interacciones el citoesqueleto actia como un centro integrador y
organizador de la gran mayoria de las estructuras y funciones celulares: relaciona
entre s{ y de modo altamente dindmico los diferentes compartimientos citoplas-
maticos y relaciona a la célula con su entorno. El estudio sobre la dindmica y
organizacién del citoesqueleto celular esta condicionada por su complejidad
molecular y su distribucién espacial. Se han desarrollado una gran variedad de
métodos microscopicos de gran utilidad para su conocimiento experimental. Entre
la gran variedad de métodos existentes en la actualidad son de destacar los méto-
dos fluorescentes como sistema de deteccion, los métodos de inmunocitoquimica
mediada por hapteno y la microscopia confocal.

Experimentalmente, el conocimiento de la distribucién del citoesqueleto con
alta resolucién puede abordarse mediante las técnicas de sublimacién en profundidad
(“deep etch™) asi como con los métodos de solubilizacién diferencial. Como ejemplo
de las relaciones dindmicas y estructurales del citoesqueleto con otros elementos
celulares, se presentan resultados en relacién a 1) la dindmica del complejo de Golgi
durante la mitosis y la funcién del citoesqueleto microtubular en su reordenacién; 2)
la relacién de los proteoglucanos de la membrana plasmdtica y los filamentos corti-
cales de actina; y 3) el intercambio entre los filamentos de citoqueratina y vimentina
que se induce durante la desdiferenciacién de los hepatocitos neonatales en cultivo.
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1.-Introduccion

La capacidad de las células eucariotas de adoptar una gran variedad de for-
mas y de realizar multitud de movimientos coordinados y especializados depende
del citoesqueleto. El conjunto de elementos que forman el citoesqueleto permiten
que sea el principal responsable de la relacidn que se establece entre las células y
la matriz extracelular, de modo que gracias al citoesqueleto, las células se fijan y
desplazan sobre un sustrato, y establecen relaciones morfogénicas célula-célula y
célula-matriz en la formacion y el mantenimiento del estado diferenciado tisular.
Es por ello, que el citoesqueleto constituye un centro integrador y organizador de
la gran mayoria de estructuras y funciones celulares: relaciona entre sf los diferen-
tes compartimientos citoplasmaticos y relaciona a la célula con su entorno.

La gran diversidad de funciones del citoesqueleto depende tan solo de tres
tipos de filamentos proteicos: los filamentos de actina, los microtdbulos y los fila-
mentos intermedios. Cada tipo de filamento se forma a partir de diferentes moné-
meros proteicos que pueden construir una gran variedad de estructuras en funcién
de las proteinas que se asocian a ellos. Algunas de estas protefnas asociadas unen
filamentos entre si o bien sirven de enlace entre los filamentos y componentes
celulares especificos, como por ejemplo la membrana plasmadtica o la membrana
de organulos celulares. Otras proteinas asociadas controlan el momento y lugar de
la polimerizacién y ensamblaje. Otras proteinas se asocian a los filamentos para
producir movimientos, como por ejemplo la contraccién celular, el movimiento
flagelar o ciliar y el movimiento de los sistemas membranosos intracelulares.

La investigacién sobre el citoesqueleto es un campo apasionante precisamen-
te por la funcién integradora que el citoesqueleto tiene sobre el comportamiento
celular. Son muchos los grupos de investigacion que trabajan sobre los miiltiples
aspectos de la dindmica y estructuracién del citoesqueleto. A pesar de ello, ain
queda mucho por conocer sobre las funciones que sus elementos (principales y
asociados) desarrollan en la célula. En las pdginas que siguen comentaremos algu-
nas de las distintas aproximaciones experimentales que en la actualidad se utilizan
dentro del 4area de estudio sobre el citoesqueleto y los resultados que nuestro
grupo de investigacién ha obtenido en tres aspectos distintos sobre la dindmica y
distribucién del citoesqueleto en células animales.

2.-Métodos en el estudio del citoesqueleto

Métodos fluorescentes.

Los métodos fluorescentes son de una gran utilidad en el estudio de la distri-
bucién y dindmica del citoesqueleto. Las dimensiones de los sistemas filamento-
sos son demasiado reducidas para ser resueltas mediante el uso de la microscopia
. convencional de campo claro. Los métodos que utilizan la fluorescencia como sis-
tema de marcaje y visualizacién del citoesqueleto permiten dentro de los limites
de la microscopia Optica, resolver la distribucién espacial del citoesqueleto.
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Son muchos y diversos los sistemas de marcaje fluorescente para la observa-
cién y estudio del citoesqueleto. De entre ellos son de destacar los métodos basa-
dos en el uso de la inmunofluorescencia, los métodos que se fundamentan en la
deteccién de haptenos conjugados a moléculas del citoesqueleto y el uso de la
microscopia de fluorescencia confocal.

Una de las grandes ventajas de la inmunofluorescencia en el estudio del cito-
esqueleto en relacién con otros sistemas de marcaje inmunocitoquimico, es la
resolucién que se obtiene con los sistemas fluorescentes. En el estudio mediante
inmunofluorescencia de las proteinas del citoesqueleto es crucial el disponer de
anticuerpos o marcadores que sean capaces de reconocer especificamente sus dis-
tintos componentes. Se han desarrollado una gran variedad de anticuerpos mono y
policlonales susceptibles de ser utilizados en las técnicas de inmunofluorescencia
(Methods in Enzymology, vol. 134). En la actualidad, muchos de ellos son comer-
ciales y por consiguiente de ficil acceso. Para su aplicacién inmunocitoquimica
los anticuerpos deben ser completamente especificos y los epitopos reconocidos
por los mismos deben ser resistentes a los métodos de fijacién. No obstante, el
hecho que los distintos elementos del citoesqueleto se hallen formando una red
filamentosa, posibilita el uso de métodos suaves de fijaciéon (metanol, acetona,
etc.) sin que sus componentes sean solubilizados durante la aplicacién del método
inmunocitoquimico. Estos sistemas de fijacién suave, ademds de garantizar la
minima alteracién posible sobre los epitopos del citoesqueleto garantiza la méxi-
ma accesibilidad de los anticuerpos en el interior celular. Sin embargo, cuando se
pretende estudiar la relacién existente entre el citoesqueleto y otros componentes
celulares (Complejo de Golgi, reticulo endoplasmatico, lisosomas, etc.) es acon-
sejable utilizar los métodos de fijacién aldehidica para garantizar la no solubiliza-
cién de los componentes de membrana. A parte de los métodos fluorescentes
basados en el uso de los anticuerpos, otros sistemas de deteccién consisten en la
utilizacién de moléculas que tienen afinidad por alguno de los componentes del
citoesqueleto y que estdn acomplejadas a compuestos fluorescentes. Este es el
caso de la faloidina, la cual posee una elevada afinidad por los filamentos de acti-
na. El complejo faloidina-marcador fluorescente se utiliza de manera muy genera-
lizada en los estudios de organizacidn celular de la actina.

Los métodos de inmunocitoquimica mediada por hapteno (HMI) es una alter-
nativa a la observacion directa de los andlogos fluorescentes en las células vivas.
La HMI evolucioné a partir del uso de anticuerpos antifluoresceina en la investi-
gacién de las interacciones hapteno-anticuerpo. Brevemente, el sistema consiste
en la produccién de un andlogo producido por la derivatizacién de la macromolé-
cula nativa con un grupo hapténico fluorescente o no. El andlogo se incorpora en
las células vivas y después de cierto tiempo las células se fijan. Para visualizar la
distribucién del andlogo las células se marcan con anticuerpos contra el hapteno y
a su vez, con anticuerpos secundarios conjugados a marcadores visualizables en
microscopia 6ptica o electrénica (Gorbsky y Borisky, 1989). Los métodos de
HMI pueden ser utilizados para dos grandes propdsitos: para estudiar el equilibrio
en la distribucién de andlogos introducidos en células vivas y para analizar su
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dindmica. De hecho esta técnica es aplicable en el estudio de muchos componen-
tes celulares, pero principalmente en el estudio del citoesqueleto.

El material biolégico esta organizado en cuatro dimensiones: tres espaciales y
una temporal. El citoesqueleto constituye un ejemplo extremo de esta organiza-
cién: se distribuye por todo el interior celular y es altamente dindmico. El sistema
de microscopia ideal tendria que ser capaz de obtener esta informacién sobre la
organizacion celular con la mayor resolucién posible, y ademds dejar al organismo
lo més intacto posible. La microscopia 6ptica es capaz de visualizar muestras bio-
16gicas en sus condiciones naturales y, en principio, durante su desarrollo tempo-
ral. En este aspecto tiene una gran ventaja sobre la microscopia electrénica donde,
en la prictica, solo pueden ser observadas muestras en un estado deshidratado.
Ademds, los pasos de preparacion de la microscopia electronica pueden afectar la
morfologia de las estructuras bioldgicas. L.a microscopia confocal tiene una posi-
cién intermedia entre ambas técnicas: permite optimizar al maximo la resolucién
de la microscopia Gptica y ademds tiene la ventaja especifica de su excelente capa-
cidad para visualizar tridimensionalmente la estructura tridimensional de los obje-
tos bioldgicos. Al margen de los principios de la microscopia confocal, los cuales
se desarrollardn en detalle lecciones de este curso, este tipo de microscopia permi-
te obtener unos resultados éptimos en el estudio del citoesqueleto. La microscopia
de fluorescencia confocal, tanto por su resolucién como por sus facilidades en la
reconstruccion espacial de los elementos del citoesqueleto ha representado un gran
avance en el conocimiento de la organizacién interna celular.

Métodos en microscopia electrénica

A pesar de la potencialidad de la microscopia confocal, el objetivo principal
de los bidlogos celulares es el de observar las estructuras del interior celular en
condiciones lo mds préximas posibles al de su estado natural y a la mayor resolu-
cién posible. En la actualidad, estos niveles de resolucién s6lo son posibles
mediante la utilizacién de la microscopia electrénica (ME). Las técnicas conven-
cionales de ME tanto de transmisién como de barrido, son de relativa utilidad en
el estudio del citoesqueleto. La ME de barrido proporciona en principio informa-
cién de superficie y a baja resolucién, y la ME de transmisién tan solo proporcio-
na informacién de una delgada seccién de la preparacién. El citoesqueleto es una
estructura intracelular y ademads se distribuye por todo el conjunto celular. Es por
ello que se han desarrollado técnicas que permiten la obtencién de informacién en
relacidn a la distribucién del citoesqueleto y a nivel de la ME.

De entre ellas son de destacar, las técnicas de sublimacién en profundidad
(deep etch). Estas técnicas se fundamentan en la congelacién extremadamente
rdpida de las muestras biol6gicas (quick freeze) para evitar la formacion de cris-
tales intracelulares, en la criofractura y en la sublimacién del agua intracelular.
Con posterioridad el método consiste en la realizacién de una réplica de la
superficie fracturada y sublimada (vease Hirokawa, 1986, para detalles sobre la
metodologia). Con todo ello se consigue una preparacién de ME de transmisién
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que permite obtener informacién sobre la estructuracién tridimensional del cito-
esqueleto.

Otra de las técnicas en microscopia electrénica de transmisién que permite
conocer la distribucién espacial a alta resolucién del citoesqueleto celular, la
constituyen las técnicas de solubilizacién diferencial. Las distintas estrategias
desarrolladas en este campo se fundamentan en el hecho que mediante el trata-
miento de las células con distintos detergentes y enzimas se consigue una solubili-
zacién selectiva de los distintos componentes citoplasmdticos (vedse Fey y Pen-
man, 1985 para una revisién sobre el método y sus aplicaciones). Con ello es
posible mantener intacto el citoesqueleto celular (principalmente la red de fila-
mentos intermedios) v en ausencia de los otros constituyentes intracelulares los
electrones pueden atravesar la célula (Figura 1). En este método se pueden tam-
bién aplicar la técnicas
de inmunomarcaje y en
combinacién con los
métodos de pre-inclu-
si6én obtener informacién
tridimensional de la
organizacién del citoes-
queleto a alta resolucién
(véase Vikstrom et al.,
1991), como ejemplo de
su utilizacién en el estu-
dio de la dindmica de los
filamentos intermedios.

Figura 1. La red de filamentos
intermedios de citoqueratina
en hepatocitos en cultivo. Las
células fueron crecidas sobre
rejillas de microscopia electri-
nica, solubilizadas con triton
X-100, fijadas e inmunomarca-
das con anticuerpos de conejo
anti-citoqueratina y proteina
A-Oro coloidal (15 nm), con-
trastadas y visualizadas en
microscopia electrénica de

transmision. Barra: 400 nm.
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3.-La dinamica del complejo de Golgi y su relacion con el sistema microtubu-
lar durante la mitosis

Antecedentes

En eucariotas superiores el complejo de Golgi consiste en un sistema de cis-
ternas membranosas, dispuesto en siculos aplanados cerca del centro organizador
de microtiibulos (MTOC) (Farquhar, 1985). El ndmero de cisternas varfa amplia-
mente en los diferentes tipos celulares. El trafico proteico se desplaza vectorial-
mente a través del complejo de Golgi desde su entrada (o cara cis) a partir del
reticulo endoplasmético hasta la salida (o cara trans). El complejo de Golgi tiene
un papel central en el procesamiento post-traduccional y en la clasificacién (“sor-
ting”) del trafico proteico y lipidico. La visién tradicional del complejo de Golgi
se basa en la existencia de al menos cuatro compartimientos funcionales: cis,
medio, trans y la red trans-de distribucién (o trans Golgi network, TGN). El TGN,
consiste en la dltima cisterna y en la red tubular asociada y es el lugar de clasifi-
cacién para las protefnas lisosomales y las de secrecidén regulada (Griffiths y
Simons, 1986). El compartimiento identificado mds recientemente es el llamado
compartimiento intermedio del reticulo endoplasmdtico-Golgi o red de distribu-
cién cis-Golgi (CGN) (Hauri y col., 1992), que realiza funciones de clasificacién
en la cara cis del complejo de Golgi. A pesar del gran esfuerzo realizado hasta la
fecha por muchos grupos distintos de investigacién, el modelo de organizacién
funcional del Complejo, dista mucho de ser definitivo. Recientemente, Mellman y
Simons (1992) han sugerido la existencia de tres compartimientos funcionales, el
CGN, las cisternas y el TGN.

Una cuestién fundamental en la biologfa celular son los mecanismos que dis-
ponen las localizaciones especificas de los organulos. Una gran cantidad de datos
indica que las proteinas del citoesqueleto juegan una funcién muy importante en
estos procesos. Recientemente se han obtenido fuertes evidencias que todos los
orgdnulos de membrana citoplasmaticos mantienen una {ntima y dindmica asocia-
cién con el sistema microtubular (Kelly, 1990). La naturaleza dindmica de las
interacciones microtibulos-orgdnulos puede evidenciarse en la redistribucién
dependiente del ciclo celular del complejo de Golgi (Kreis, 1990). Las células
interfasicas presentan un complejo de Golgi (Ramburg y Clermont, 1990), locali-
zado en las proximidades del centro organizador de microtiibulos (MTOC) en una
cara de la membrana plasmdtica. Durante la mitosis, el complejo de Golgi se
desintegra formando multitud de vesiculas dispersas en el citoplasma (Lucocq et
al., 1987,1989). En la telofase, las vesiculas se reagrupan en la regién pericentrio-
lar. El movimiento vesicular del Golgi se orienta en direccién al extremo menor
de los microtdbulos, el cual estd localizado en el centrosoma.

El objetivo de nuestro estudio ha sido el de conocer la dindmica de los distin-
tos compartimientos del complejo de Golgi durante el ciclo celular y su relacién
con los cambios que se producen en el sistema microtubular durante la mitosis.
Para ello hemos utilizado distintos anticuerpos especificos que reconocen protei-
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nas integrales presentes en el cis-Golgi, trans-Golgi y supuestamente en el com-
partimiento intermedio (Yuan et al., 1987), y anticuerpos especificos contra la
subunidad a de la tubulina. Mediante el uso de células NRK (“normal rat kidney™)
sincronizadas e inmunofluorescencia indirecta, hemos estudiado la distribucién de
los distintos compartimientos y su relacién con el sistema microtubular durante
las distintas fases de la mitosis.

Resultados y Discusién

La entrada de la célula en la mitosis es paralela a una desorganizacién de los
distintos compartimientos del complejo de Golgi. En la profase se evidencia un
inicio de desorganizacién de todos los distintos compartimientos reconocidos por
los anticuerpos utilizados. El inicio de desorganizacion es paralelo a la duplica-
cién centriolar y al principio de formacién del huso polar.

En la prometafase I coincidiendo con la desorganizacién de la envoltura
nuclear se completa la redistribucion y en la metafase se detectan el Cis y Trans-
Golgi, pero desaparece pricticamente todo el marcaje inmunofluorescente que
identifica el compartimiento intermedio (Figura 2).

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que todos los cam-
bios detectados durante las redistribuciones del complejo de Golgi son paralelas a
la dindmica del sistema

microtubular durante la

mitosis. La disgregacién

del Complejo se inicia en

ol CaH el momento en que los

centriolos se separan para
formar los polos del huso.
Estos resultados apoyan la
existencia de un proceso

Figura 2. La redistribucién del
compartimiento CGN (Cis Golgi
Network) durante la mitosis.
# Doble inmunofluorescencia con
anticuerpos contra alfa-tubulina
(alfa-tub) para visualizar el siste-
ma microtubular y anticuerpos
contra el compartimiento CGN
para visualizar su redistribucion
durante la telofase (t), telofase
tardia (tt) y citocinesis (c) de la
mitosis de células NRK. Barra:

20 um.
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de cambio en los sistemas que mantienen la posicién del complejo. Recientemen-
te se ha descrito que la proteina motora dineina participa en la localizacién cen-
trosomal del complejo (Corthésy-Theulaz et al., 1992). Ademads, es mis que pro-
bable que los mecanismos de control posicional del complejo de Golgi sean regu-
lados por los mecanismos propios del ciclo celular. Fl sistema microtubular pare-
ce también estar estrechamente relacionado con la dindmica de reagregacién del
complejo. Asi, en el momento que finaliza la anafase y se inicia la telofase, las
distintas cisternas del complejo se reagrupan primero en las regiones periféricas
citoplasmdticas y posteriormente alrededor de las regiones centriolares, observéan-
dose una condensacién vesicular directamente relacionada con los microttibulos
astrales. Es también probable que esta reagrupacién esté inducida por proteinas
motores capaces de orientar a las vesiculas del complejo en direccidn a los extre-
mos menores de los microttibulos. De nuevo la dineina citoplasmaética es un buen
candidato para esta funcién (Corthésy-Theulaz et al., 1992).

Los distintos compartimientos del complejo de Golgi parecen tener un com-
portamiento diferencial durante la mitosis. Mediante doble marcaje inmunofluo-
rescente, se observa que el proceso de desorganizacién desde la profase a la meta-
fase mitética, y el proceso de reconstitucién de estas estructuras endomembrano-
sas desde la metafase hasta la citocinesis, no se producen de manera desorganiza-
da sino que podrian realizarse de manera secuencial. Los resultados obtenidos
indican que el primer compartimiento desorganizado se corresponde al CGN. El
mismo compartimiento es el primero que se reconstituye en la telofase, la reorga-
nizacién del CGN podria permitir la reorganizacién del cis y este a su vez la
reconstitucién del trans-Golgi, tal y como se detecta después del tratamiento con
Brefeldina A (Alcalde et al., 1992). Este proceso secuencial tiene un origen des-
conocido pero constituido seguramente por sefiales quimicas propias del proceso
mitdtico e intimamente ligadas al comportamiento microtubular. En resumen, los
resultados obtenidos apuntan a que las distintas fases de disgregacién-reagrega-
cién del complejo de Golgi estdn directamente controladas por el comportamiento
microtubular y que podrian darse de modo secuencial y altamente organizado
para los distintos componentes del complejo.

4.-La distribucién de los proteoglucanoes de tipo heparina sulfato de la super-
ficie celular depende del citoesqueleto de actina

Antecedentes

Los proteoglucanos (PGs) de la superficie celular se unen a una gran diversi-
dad de protefnas estructurales de la matriz extracelular, receptores, factores de
crecimiento, enzimas y otras proteinas y, por consiguiente influencian las interac-
ciones de las células con su entorno (Wight et al., 1992). Las interacciones que
tienen parte en estos procesos ocurren a través de las cadenas de los glucosamin-
glucanos (GAG) o a través de las interacciones proteina-proteina de los dominios
especificos de las protefnas centrales de los proteoglucanos.
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A los PGs de heparina sulfato (HS) se los considera como los receptores in
vivo de las protefnas de unién a heparina, las cuales incluyen algunas de las molé-
culas de la matriz extracelular, factores de crecimiento, enzimas lipoliticos y
degradativos, protefnas nucleares y protefnas virales (Kjellén y Lindhal, 1991).
Dos de las proteinas de unién a heparina mejor conocidas son la lipoproteina lipa-
sa (LPL) y el factor basico de crecimiento de los fibroblastos (FGF-2). La LPL se
halla anclada a los PG(s) de la superficie luminal de las células endoteliales,
donde ejerce su accién sobre las lipoprotefnas ricas en triacilglicéridos (vease Oli-
vecrona y Bengtsson-Olivecrona, 1993 para una revisién sobre el tema). Por otro
lado, los PGs actian como receptores de baja afinidad para el FGF-2, y son
imprescindibles en la interaccion del FGF-2 con el receptor de alta afinidad, que
se trata de una proteina quinasa que desencadena una cascada de sefializacién
intracelular (Yayon y col., 1991). El mecanismo de interaccién PGs-factor de cre-
cimiento-receptor de alta afinidad parece ser comiin para otros factores de creci-
miento y sus receptores tirosina quinasa especificos.

Dada que la interaccién entre PGs y receptores de la membrana plasmadtica
parece ser critica para la presentacion e interaccién celular de las proteinas de
unién a heparina, en el trabajo que presentamos hemos estudiado la distribucién
de los PGs de heparina sulfato en la superficie celular de fibroblastos humanos en
cultivo y su posible relacién con el citoesqueleto cortical de actina.

Resultados y Discusion

La deteccidn fluorescente de LPL y FGF-2 afiadidos a fibroblastos humanos
en cultivo pone de manifiesto que este tipo celular posee una elevada capacidad
de unién de estas proteinas. Mediante estudios de competitividad entre ambas
proteinas se detecta que ambas se unen a los mismos puntos de unién. Ademads
mediante microscopia electrénica de transmisién y de barrido se observa que s6lo
la superficie superior de la célula es capaz de unir estas proteinas. Estos recepto-
res superficiales son de tipo PGs de heparina sulfato ya que el tratamiento de las
células con enzimas que degradan los HS imposibilita la unién de estas proteinas
y ademds utilizando anticuerpos contra dichos HS se observa el mismo patrén de
distribucién celular. El conjunto de estos resultados indica que dichas proteinas se
unen con facilidad a la superficie celular y que la amplia distribucién y abundante
presencia de PGs de HS podria incrementar la eficiencia de captacién celular de
proteinas de unién a heparina.

El aspecto més sorprendente de los resultados obtenidos, lo constituye el -
patrén de distribucién de los proteoglucanos en la superficie celular: estos se
encuentran en alineamientos paralelos que cruzan la superficie superior de los
fibroblastos en cultivo. Mediante técnicas de doble inmunofluorescencia (Figura 3)
y de microscopia confocal se detecta que este alineamiento coincide perfectamente
con la distribucién de los filamentos corticales de actina. Utilizando la dogra cito-
calasina para provocar la despolimerizacién de actina se detecta que la desorgani-
zacion de la actina es paralela a la de los PGs de HS de 1a superficie celular. La
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Figura 3. La distribucion de los proteoglucanos en la
superficie celular y su relacion con el citoesqueleto de
actina. A 'y B doble fluorescencia con FGF-2 acompleja-
da con biotina y visualizada con streptavidina-FITC (A)
y faloidina-TRITC (B) para visualizar la distribucion de
la actina en fibroblastos humanos en cultivo. Observese
la estrecha relacién entre los lugares de union en la
superficie celular del FGF-2 (proteoglucanos) y la acti-
na intracelular. En (C) imagen de electrones retrodis-
persados obtenida en microscopia electrénica de barri-
do, que muestra la distribucién del FGF-2 (biotina)-
revelado con estreptavidina-oro coloidal y amplificado
con plata- en la superficie de fibroblastos humanos en
cultivo. Barra para A y B: 20 yun, Barra en C: 4 im.

funcién de la interaccién de los
PGs de la superficie celular con el
citoesqueleto de actina podria ser
fisioldgicamente importante. Se
ha demostrado que la fosforiliza-
cién de tirosina del receptor del
FGF-2 induce la uni6én del domi-
nio SH2 de la fosfolipasa C
gamma (PLC) con alta afinidad
(Mayer y Baltimore, 1993). En
respuesta a la estimulacién con el
factor, la PL.C es a su vez fosfori-
lada y activada (Nishibe et al.,
1990). LLa PLC endégena y
microinyectada se localiza con la
actina (Bar-Sagi y col., 1993);
actualmente esta claro que el
dominio SH3 de la PL.C es la res-
ponsable de su localizacién intra-
celular (Bar-Sagi et al., 1993).
Ademds, la via de sefializacién
iniciada con la PLC puede tam-
bién ser responsable de la reorga-
nizacién de los filamentos de acti-
na también observados en nuestro
estudio. Esta reorganizacién de la
actina podria ser inducida por la
activacién de la PLC que dispara
a su vez la liberacién de la profili-
na (Goldschmith-Clermont et al.,
1991) y la profilina libre puede
formar un complejo con la actina,
inhibiendo su polimerizacion.

Por consiguiente, tomando
en consideracién los precedentes
a nuestro estudio y los resultados
obtenidos, parece posible que los
filamentos corticales de actina
distribuyan y organicen un con-
junto de diferentes proteinas

(receptores de alta y baja afinidad, moléculas de sefializacién y factores de regula-
cién del citoesqueleto) cercanos uno al otro por medio de sus interacciones con la
actina y localizados en lugares especificos a lo largo de los filamentos. Este com-
plejo molecular podria regular la organizacién de los filamentos y también la cas-
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cada de sefializacidn intracelular inducida por los factores de crecimiento. Este
sistema podria ser andlogo a la maquinaria molecular de los contactos focales
(Schaller y Parsons, 1993), pero distribuida a lo largo de los filamentos corticales
de actina en vez de los extremos celulares.

5.-Durante la desdiferenciacién de los hepatocitos neonatales en cultivo se
produce un intercambio de filamentos de citogueratina por vimentina

Antecedentes

La renovacién celular en el higado tiene lugar muy lentamente, y los compar-
timientos proliferativos y diferenciados terminalmente no estdn claramente deli-
mitados, ni son identificables con facilidad. A pesar de que estdn altamente dife-
renciados, los hepatocitos adultos retienen un potencial replicativo y proliferan en
respuesta a un déficit de masa hepdtica o a la muerte celular causada por agentes
quimicos y virales (Fausto, 1990). La identificacién de los mecanismos de proli-
feracién y diferenciacién en el higado tienen importantes implicaciones para
entender los linajes celulares hepéticos, la expresién de genes especificos hepati-
cos y los mecanismos generales de la regulacidn del crecimiento durante el desa-
rrollo, las lesiones hepaticas y la carcinogénesis.

A diferencia del higado adulto, los hepatocitos obtenidos de ratas de una sema-
na de vida son inmaduros y crecen en ausencia de hormonas afadidas al medio de
cultivo. En cultivos de células hepdticas, se observa que ademds de la presencia de
hepatocitos aparecen células de morfologia fibroblastica que proliferan y se extien-
den por el cultivo. Hasta la fecha no se ha conseguido elucidar el origen de estas
células (Yeoh et al., 1986). Ademds, cuando los hepatocitos neonatales se mantie-
nen en monocapa por varias semanas, son reemplazados por células epiteliales que
no tienen parecido fenotipico con los hepatocitos originales (Marceau et al., 1989).

Entre los principales marcadores bioquimicos de diferenciacién se hallan los
filamentos intermedios (IF) que se expresan en pricticamente todas las células de
mamifero. En base de su expresién especifica de tejido, pueden ser subdivididos
en cinco grupos: vimentina (células de origen mesenquimal), proteina glial acidi-
ca fibrilar (células gliales), desmina (células musculares), proteinas de los neuro-
filamentos (neuronas), y queratinas (células epiteliales) (Albers y Fuchs, 1992).
Tanto in vivo como in vitro, todos los filamentos intermedios tienen la capacidad
de ensamblarse en filamentos de 8 a 10 nm en ausencia de protefnas auxiliares y
otros factores. La red citoplasmaética formada por los IFs parece formar estrechas
asociaciones con el nicleo y la membrana plasmadtica.

El objetivo de nuestro estudio ha sido el de caracterizar el comportamiento
de las células neonatales en cultivo con el objetivo de aproximarnos al origen de
las células fibroblasticas. Para ello hemos estudiado la expresién de diferentes
marcadores de diferenciacién de los hepatocitos y muy especialmente la distribu-
cién de los filamentos intermedios de citoqueratina y de vimentina.
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Resultados y Discusién

Cuando se cultivan hepatocitos de neonato en ausencia de factores de creci-
miento aparece una poblacién de células de fenotipo fibroblastico altamente proli-
ferante y con capacidad migratoria. Estas células se convierten en la poblacién
celular més abundante a la semana de cultivo, mientras que la poblacién de hepa-
tocitos decrece y las restantes muestran cambios degenerativos. Mediante inmu-
nofluorescencia se detecta que poco tiempo después del inicio del cultivo un 95%
de las células expresan albimina. Sin embargo a la semana del cultivo sélo un
10% de las células presentan albiimina en su citoplasma. Por medio de experi-
mentos de doble localizacién con anticuerpos contra citoqueratina y albimina
muestran que las células que presentan ambos marcadores son de fenotipo epite-
lial. También se observan muchas células que presentan una morfologia epitelial
extendida pero sin presentar albtimina en su citoplasma. La vimentina estd presen-
te con una intensidad variable en las células fibrobldsticas. Las células vimentina
positivas no presentan albimina, aunque unas pocas células con morfologia epite-
lia] extendida presentan un ligero marcaje tanto para vimentina como para albu-
mina. Mediante inmunofluorescencia doble y microscopia confocal con anticuer-
pos contra citoqueratina y vimentina realizada a distintos tiempos de cultivo se
observa una reduccién progresiva en el nimero de células citoqueratina positivas
y un incremento paralelo en las células vimentina positivas. Muchas células con
morfologia epitelial extendida coexpresan ambos tipos de filamentos intermedios.
La aparicién de las células de tipo fibroblastico estd regulada durante la ontogenia
ya que el mayor incremento en el porcentaje de células vimentina positiva se
corresponde a los cultivos procedentes de células hepéaticas obtenidas de animales
de 7y 15 dias de vida.

Los cambios en la distribucién de los marcadores de diferenciacién utilizados
en el presente trabajo sugieren que los hepatocitos neonatales sufren cambios
transicionales que reflejan el estado de su programa de diferenciacién:

A)La expresion de albimina es el primer marcador de diferenciacién que se
pierde en el cultivo de las células hepéticas. La distribucién de las células epitelia-
les que no presentan albimina sugiere que la pérdida de contacto celular podria
ser un paso critico en el proceso. Muchas funciones especificas de los hepatocitos
estdn reguladas por contactos celulares (Nakamura et al., 1983).

B)La pérdida de contacto celular induce una reorganizacién del citoesqueleto
y un cambio en la morfologia de tipo epitelial. El cambio en la expresién de cito-
queratina es uno de los primeros que se induce en las transiciones de tipo epite-
lial-mesenquimal (Reichmann et al., 1992).

C)La expresion de los filamentos de vimentina es un fenémeno temprano
relacionado con el estado fibrobldstico. La rdpida induccién de vimentina se ha
observado en muchos fendmenos de transicién epitelial-mesenquimal, y parece
estar influenciada por la pérdida de contacto celular (Hay, 1990). Por dltimo,
nuestros resultados sugieren que la proliferacidn y la capacidad de transicién epi-
telial-mesenquimal de las células neonatales hepdaticas estd regulada ontogénica-

46



mente. Este hecho podria ser un reflejo de que in vivo el crecimiento y diferencia-
cién del higado se produce durante el periodo de lactacién (Marceau y col., 1989).

Por otro lado, mediante el estudio de las células que presentan coexpresion
de los filamentos citoqueratina y vimentina, se observa que el inicio de la forma-
cién de los filamentos de vimentina se da en los extremos celulares que no man-
tienen contacto con otras células. Ademés en todos los casos en los que se detecta
coexpresion e independientemente de 1a extensidn de los filamentos de vimentina,
se observa que las redes de ambos tipos de filamentos se superponen. Este resulta-
do sugiere que tanto los puntos de iniciacién como el crecimiento de los filamen-
tos de vimentina utiliza de algtin modo la red preexistente de citoqueratina para su
formacién y extensién en el citoplasma celular. Es posible que otros elementos
del citoesqueleto, o bien protefnas asociadas a los filamentos intermedios puedan
dirigir el crecimiento de los filamentos de vimentina de nueva formacién asi
como la organizacién de la red de citoqueratina pre-existente.
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