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I N T R O D U C C I O N

El presente trabajo tiene por objeto describir un métodoori

ginal de cultivo de células de hígado de rata en suspensión, anali

zar las características y viabilidad del sistema, estudiar la regu

lación de enzimas características de dicho órgano y el efecto de al
gunas hormonas sobre éstas.

Son varios los factores por los cuales pareció importante de

sarrollar un sistema de células de hígado cultivadas en suspensión:

Primero, porque elhigado es un órgano cuyo metabolismo y mor

fología están muyestudiadas pese a su complejidad, siendo enton

ces muyconveniente para el estudio de 1a dediferenciación celular,

fenómenoadaptativo por el cual las células en cultivo pierden una

o varias funciones y adquieren o mantienen la capacidad de creci

miento o división (1-2).

Segundo, debido a la ventaja de poseer sistemas en cultivo,que

permite estudiar muchas variables externas, muchomás fácilmente —

que en animales enteros y avaluar correctamente los resultados.

Tercero, el sistema del cultivo en suspensiónrz, tiene una

ventaja sobre el sistema de células en monocapa, pues evita el fe

nómenode la inhibiciSn por contacto.

Cuarto, porque en este sistema es posible extraer mues:ras

homogéneas, lo que resulta muyconveniente para realizar estudios

morfológicos y bioquímicos.

Todos estos motivos fueron suficiente acicate, para que se

intentara trabajar con un sistema, que, comose verá en los próxi

mos capitulos,resultaba prácticamente, 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 separación y cultivo:

Garvey (3) separa dos tiros celulares, parénquimay células reticulo

endotelíales,por el método de perfusión, con sulución de Cl Ja, Cl Á y

glucosa e incubación posterior del lóbulo hepático en una solución de

hidrolisado de caseína,con posterior dispersión de las células. Por es

te método obtiene células parenquimatosas, las que cultiva en monocapa,

en un medio sin suero, Consigue división celular y sobrevida de las cé

lulas durante diez días, El resto del hígado perfundido lo trata con

tripsina al 0,3 L en solución salina y posterior tratamiento con cola

genasa al 0,01 V. De esta forma obtiene células rcticulo-endoteliales,

las que también puede cultivar por el mismo tiempo.

Por su parte, Sandstrom (4) utiliza hígado de embrión de pollo de

ocho a diez días y de embrión de rata de ocho días de gestación. Culti

va explantes y células dispersas con tripsina al l». El medio de culti

vo lo prepara utilizando una parte de extracto embrionario y una parte

de suero de caballo o una parte de extracto y una de plasma no hepari

nizado. Obtiene y separa cuatro tipos celulares. En general son tó¿..

dos de origen sinusoidal (endotelio de los sinusoides), Las células pa

renquimatosas pierden su habilidad de CPJCET"in vitro" y sólo lo ha-—

cen bajo condiciones muyespeciales.

Germainy colaboradores (4) intentan hacer crecer tejido y células

de hígado de rata y de embriones humanos en cámaras de difusión, Obtie

nen resultados positivos cuando cultivan primero en monocapay luego

utilizan al cobayo comohuésped.

En rata no obtienen resultados positivos y lo mismosucede cuando

no realizan primero el cultivo en monocapa.

En 1956, Watanabe (6) cultiva explantes de hígado de rata recién

nacida sobre un sustrato de colágeno y realiza estudios morfológicos

en los microscopios óptico y electrónico.

Obtiene crecimiento celular. En muchoscasos las células parenqui

matosas crecen sobre las mesonquimáticas,tomando el aspecto de un epi

lio. Al microscopio electrónico observa ‘Varios cambios,especialmente,

en las mitocondrias. Son en general más pequeñas c irregulares y predo

mina la forma filamentosa. Decrece el ergastoplasma bien diferenciado,



pareciéndose a las células de un hepatoma, posiblemente debido a la des
diferenciación.

Harris y Leone (7) extraen las células de higado de ratón con di

versas soluciones y tiempos de exposición al E.D.T A, y tetrafenilboron

de Na. Observan los efectos de estas drogas sobre las mitocondrias es

pecialmente. En general obtienen bastantes irregularidades y deforma

ciones, las que son atribuidas no sólo a las drogas, sino a la ausen

cia de algunos iones fundamentales en las soluciones de las mismas —

( Ca, Hg, C.).

Ichihara y colaboradores (3) extraen las células perfundiendo el

higado con citrato de 0,027 H o buffer de fosfato 0,02 H (ph 7,2) y —

dispersando las células con un homogenizador en una solucion de sucrosa

0.25“ en buffer de fosfato. Consiguenseparar diversos tipos celulares

por centrifugacíón a distintas velocidades. Coneste material realizan

diversos estudios bioquímicos, pero las células sólo sobreviven algunas
horas

En 1966, Hayeky Tripton (9) miden la actividad respiratoria y la

sobrevida de suspensiones de higado de rata. Preparan las células per

fundiendo el higado "in situ" vía aorta dorsal con una solucion de saca

rosa —E.D. T. A. Mantiene a las células luego de la extraccion en bu

ffer de sacarosa con tris-HCl en medio de Uaymouth con o sin suero al —

30 7. Hasta ocho horas después de extraídas mantienen las células acti

vidad respiratoria practicamente normal,resultando el medio suplementa

do con el suero más conveniente.

Probando diversas concentraciones de colagcnasa y hialuronidasa,

Howardy colaboradores (10) preparan suspensiones de células de hígado,

especialmente parenquimatosas.

La Concentración de hialuronidasa al 0.15 ï y de colagenasa tam

bién al 0,15 %, seguida de un tratomiento mecánico, resulta ser la más

conveniente,con un porcentaje del 75 Z de células intactas, tanto al

microscopio óptico comoal electrónico. Ademásmantienen la actividad

respiratoria endógena en presencia del 1 %de albúmina en medio de 

Hanks sin glucosa, durante ocho horas.

Los mismos autor4es (ll), con la misma solución enzimática,prepa—

ran células de hígado de rata adulta. Obtienen del 90 al 95 X de célu
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las intactas, pero sólo del 70 fi al 95 Z sonviables (método óptico).

Las células respiran en media de Hanks y en medi) 199 sin agregar su51.ato,

con relaciones más altas que las observadas anteriormente. Las relaci

nes lineales se mantienen durante dos horas° Después de 25 horas en m.«

dia 199, sóla San viables el 2 %de las células y mueren todas despu":

de tres dias, Estimulan la respiración celular agregando sales de Ca,

y albúmina al 1%. La glucosa no es el sustrato adecuada.

De este c>mentarió se desprende lo difícil que ha resultado cul

tivar células hepáticas y los pocas resultados positivos en l: tentw

tivas de nacerlo. Genralmente la extracción con tripsina, que es el

metodomás utilizada en cultivo de tejidos,n0 resultaba en este casa.

lóemás, cuando se lograba extraerlas, las células no eran viables,

sobrevi\ian por poco tiempo.
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METODO DES ARROLLAD_O_

Para extraer las células se usfi la droga tetrafonilboron de 51,,

un agente quelante del K, con lo que se obtuvo un método sencillo y

reproducible para extraer células aisladas y viables. (12).

Se utilizaron higados de ratas de tres a siete dias de edad, dc

la cepa Long-Evans.

Todas las operaciones que se pasarán a describir,se realizaron en
condiciones estériles.

Las ratas fueron muertas por decapitación y los hígados se diseca

ron y colocaron en cajas de Petri con 10ml de la solución disociante

cuya fórmula empírica es la siguiente:

tetrafenilboron de Na ........... SmM(Aldrich ChemicalCo.)
ClNa ...........allmM

¡0.0.0.0u000130mn1
brasa-¡00,003

¡noo-noooooo
PO4H2Na°H20 .........,.. 0:44mM

o OIIOOOOOIOOaImJ'I

rojo fenol ....,....... 6.023/1 (todas estas drogas

J.T.Baker o B. D. H.)

ph 7.2. Temperatura ambiente

51 "pool" de higados fué luego trasferido a otra cápsula de Petri

y cortado cuidadosamente con bisturiés hasta obtener piezas de 1m:2

A continuación los trozos de tejido fueron colocados en un frascos

Brlemneyer y suspendidos en la solución disolvente a razón de 0.5ml por

hígada.

El tejido suspendido en la solucion disolvente fué agitado a

300r.p,m. con un magneto cubierto con Teflon o con vidrio Pirex, ¿Uren—

te 20' a 37° C.

Después de este tiempo,la suspensión celular fué decantada en tu:

bos de centrífuga de plástico,autoclavarles y centrifugada a lSOxs ae

rante lO a 15’ a T° ambiente. Se decantó el 5)brenadante y el sedimento

se resuspendió con 10ml de medio de cultivo previamente calentado a 37‘C.

Los trozos de higado que quedaban en el fondo del frasco se MLSPeh—
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dieron en solución disociante y en proceso se ¿giïte 6 a 3 veces, hasta

que se disocia la mayor parte del tejido. A medida que se van obtenien

do las células se las junta en un "pool",

'l medio de cultivo que se usó en todas las operaciones y en los

cultivos subsiguientes, se preparó en el laboratorio con SJIUClónsali

na balanceada de Hanks (13), concentración de glucosa y vitaminas de

Eagle (14) y mezcla de aminoácidos pï.E.1"1o(15), suplementado can suero

de ternera al 10%y 50.000Uqude penicilina y 0,1 gr.de estreptomicina

por litro.

El cultivo se reglizó resuspendicndo a las células en el medio se

ñalado, a razón de 26500.000 a 3.500,00. por ml. Se 13 incubó prefieren

tamente en frascos de Pirex en un volumen de SOCm1.,y se lo mantuvo en

suspensiñn por agitación con un magneto de Teflon o de Pirex a 15Qr,P.m,

en una Incubadora a 37’C,* l

En la foto N° l,se observan las células recién extraídas:

Foto l: Células recién extraídas, Se centrifugan las células a 200 ya!

a temperatura ambiente,durantc lO'. El sedimento se resuspende en formal

neutro al l% y fijado a 4°C durante 24 Raras, embebido en parafing¡ sec

cionado a 295%.y teñido con P.A,Sa hemaïdïilina-eosina . 320 x
Sc puede )bservar en las fotos que los hepatocitos son las células

predominanteson'estran su forma pñliédrica original, el citoplasma, que

es normalmente vncuvlado presenta tal vez más vacuolos. El núcleo tiene

apariencia normal,

* El medio de cultivo era cambiado en un volumen del 5% cada 48-72 horas,

agre_ánd0se igual volumen de medio frasco,
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CURVA DE CRECIMIENTO

La curva de crecimient) fue obtenida graficando el númerü de célu

las contadas durante un determinado periodo de tiempo. Para contar las

células se utilizó un hematocitómetro, tiñiendo a las células con cris

tal violeta al 0.1% en ácido cítrico 91Hdurante 10'. Tambiénfue deteg

minado el cvntenido de ADNde las células durante el períodü de tiempoo

Se midió el ADJ con una modificacifin del método de Flcck y Munro .16)

F g. l, Curva de crecimient).
1-"

500 1€ 1.0450

400 _ \.\ - 0.8
(bn-.q

u U1O

300

250«

200

ADN(pg/mldemedio)
_x U’I o

Células(x1o‘pormldemedio)

100 - 02

U1 O
I I o _s

Días en culfivo

Referencias
\

4'." ‘ "’"” 11°decélulas
‘°"°’ "°"°" A.D.N.

Se puede observar que el núme ) de células decrece hasta el dia 12

luego de lo cual se hace estable,con el 40%del número inicial. El ADN

decrece más que el número de células°



ADN(pg/10‘celulas)

XI

Fig, 2 Relación ADNal número de células en el tiempo.

O‘15"“08 I-/ l \ ¡
o\ l/ °‘o ‘Xs‘. \ /O

6 _ .‘\.__ ‘o/o 0/: .oi--.‘“--./l/'

0 l l l I l l l Ji, J
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Días en culfivo

Referenciaso Se trata de das cultivos distintos

La cantidad de ADNpor 106 células, es al comienzo del cultivo de

7,5pg. dato similar al de 178 resultados obtenidas por otros autores 

(17 —18) y decrece a un prvmedio de 6;Ago,pr0bablemente indicandv la

transición de una población de una determinada ploidía a una de ploidía

menor.



XII

IEHPO DE RBPLICACION

Teniendo en cuenta los datos sobre la curva de crecimiento,tanta

sea la obtenida por contnje como por dosaje de ADN,se puede calcular

en forma aproximada el tiempo de replicacion de la pablación celular.

En un párrafn anterior se dijo que el medio de cultiv> se cambiaba

en un 5%cada dos o tres dias,es decir, que después de realizar esta

operacion veinte Veces,se ha removido todo cl medio. Comola realiza

cion de este precedimiento lleva alrededor de 45 días y teniend) en

cuenta que el número de células y el ADNse mantienen constantes, se

puede calcular quv el tiempo de replicacifin es de 45 dias, l) que re

sulta muylento para los sistemas usuales de cultivo, Londe la division

celular se realiza cada 2 6 3 días (17), pero es más rápido que en el

higado,dondc la vida media de las células es de alrededor de 120 a 400

dias ( 18 —19 - 20).

También se probo otro método para determinar el tiempo de replica

ción, usando colchicina (21). Se usaron células de distintas edades:

una semana, 13 días, un mes de cultivo.

Las dosis de colchicina usadas fueron variables: O,lug/ml, 1,2ug/ml

y lpg/ml. Las dosis más eficaces Fueron las de l y 1,2ug/ml. El tiempo

de incubacion optimo se encontró entre 4,5 y 6 horas;

Para contar las mitosis se prepararon las células de la siguiente
manera:

Lavado con 5,1 -ion salina balanceada a 37°C; tratamiento hipotónico

durante media hora,con dilución de la soluciSn salina en agua destila

da 1:3 ; fijacion con for ol neutro al'10% durante dos horas,a 0°C.

Se realizaron extendid)s sobre p)rtas albuminizados y l)s mismosse se

caron durante 12 horas en estufa a 37°C. Los núcleos se colorearon luego

con Hematoxilina de Meyer. Para obtener el indice mitótico se contaron

2000 cálulas,

Usandoeste método, el tiempo de replicación resultó para células

de una semana de 60 días y para células de cultivo de un mes,de 72 dias,

Las discrepancias pueden deberse a varios factores: 1°) es bastante di

ficil distinguir las mitosis en este cultivo, lo mism)que preparar el
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material para su estudio, El método empleadoy ya descripto resulto

Ser el más eficazo Ya se había usado con algunas modificaciones, para

avaluar la actividad mitdtica en cortes de hígado en regeneración (22)

Por lo tanto, muchas mitosis pueden haber escapada a la observacióna

2°) Se da con frecuencia el tipo de división amitótica en las células

hepáticas. Si este tipo de reproducción ocurre en el cultivo, tampoco

sería posible detectarlñ can la colchicina.

Foto N° 2

Carresponde a un preparada de células de siete dias de cultivo Para

ñbtenerlo se centrifugó una alícuota de 10m1de cultivo a 200xg, a tem

peratura ambiente,durant: 10'. Se lavó el sedimento celular con solución

salina balanceada a 37° C y se lo volvió a centrifugar. Se fijaron lue

go las células con formal neutro al 10%durante das horas,a Oc C. Se e;

tendieron las células sobre portas albuminizados y se secaron durante

daee horas en estufa a 37° C. Se colorearan los núcleos con hematoxili

na de Mayer. Las células conservan su apariencia de hepatocitos. San

redondeadas, de núcleos voluminosos en los que se puede observar el nu

cleolo. E1 citñplasma es granuloso y se presenta menos vacuolado que el
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de células recién extraídas. Aumento:

Fat) No FS

400 x

Foto N9 4
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Las fvtñs 3 y 4 corresponden a cultivns de un mes. Los preparados se

hicieran usand) la mismatécnica que en el caso anterior. Aparentemen

tc sc trata cn su mayor parte de hcpatocitos, lo quc quedó revelado pvr

microscapía electrónica. No ha cambiada muchacl aspecto de las células

aunque el citoplasma su colorefi más con la hematoxílina, como se puede

nbscrvar en la fóto n° 3. Las flechas en ambas fotos indican figuras

mitfitícas. En 11 Pot) 9 sc trata de una profase y en la 4 está seña

lada una metafasc. Aumento: 400 x.
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En esta parte del trabaj) se estudiarán algunos aspectos metabó

licos de las células en cultivo, lo que contribuirá a poner en eviden
cia la efectividad del sistema.

Se informará 5)bre las resultados de algunas mediciones de acti

vidades enzimáticas, incoerración de aminoácidos marcados en protei

nas y de 138 cambi>s de parámetros'a través del tiempo, como ser, res

piración celular, cvncentraciñn de glucógeno y prüducción de urea.

ACTIVIDADES ENZIHATICAS. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO

Determinaciones enzimáticas. Se tomaran alicu-tas de 25 a 2ra ml de

cultivv,centrifugadis a 100 xg durante lO a 15 min. a 5° C. se descar

tó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 15ml° de svlu-—

ciSn Ïrebs-Ringer-fñsfatd (I;R.P.) (24); se centrifugaron nuevamente

a la mismavelocidad, tiemp) y temperatura y luego se colocarvn las

células en l a 5 ml. de sacarosa Ï%O,25 molar y buffer Tris 0,1H, ph

7,2 , enfriadas en hielo. Se las hñmogenizó2' en un Patter a 800r p.m

El hñmñgenato se congelfi inmediatamente y se lv guardñ a 20° C. La ac

tividad enzimática se midiñ durante la semana. La actividad enzimática

de la glucosa -6—fñsfatasa,cuyas caracteristicas se deseaba CJnÜCCT,SC

midifi según la técnica de Nordlie et al. (23), excepto por eltiempo y

temperatura de incubaciSn usadas: 15' y 37°C, respectivamente,

Para los ensayos can 1a deshiergenesa del ácido láctiC), las celu

las fueron homJgenizadas comoya se indicó y sin congelar, se centrifu

96 el h)mogenat) a 10000 x g durante 20' en una centrífuga refrigerada

Las determinaciones fueron realizadas en el sobrenadante, inmediata-

mente, de la manera siguiente: en una cubeta de 2 ml se pipetearon su

cesivamente: 1,5m1 de piruvato de Na, 5x10-3H. ph 7,5; 0,025 ml de —

DFNH,5x10-3H y 0,05ml de sobrenadante. La proporción de la relación

fué calculada pür disminución de 1a absorción a 340mu, en un Espectro

fñtómetro BeckmanD. U. , a 25° C. Las proteinas fueron determinadas

pvr el metida de Lawry y c>1ab3radñres (25).

Resultadds

Las actividades de la glucosa 6-fosfatasa y de la deshidrogenasa

del ácida láctica fueron medidas colocandv a las células en medi) de

cultiV) y en K_R.F , a tiempñ cero, es decir, recien extraídas y 18 ho
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ras después, también cn los dos medios.

Los rcsultadws dc las mediciancs :stán en la Tabla I:

Horas Glucosa 6-fñsfatasa * Desnidrngenasa dc ac.1áctic> **

1

Medi) dc cultivo K.R.P. Medio de cultivo K.R.P.

o a-80Ï4,2 (5) c-19,2!2,6(5) c-1984i60 (5) g-1243i104 (5)

18 b-159,3i‘,9(5) d-:6,1:1,3(5) f-49311280(5) h-824i69 (5

Tabla I
(w)

El testtfuó significatiV), p(0,001 para la diferencia entre g y g, g y g,

g y h; í y g; Q y d y f y Q; y significativo, 0,005(p(0,01 entre g y g

* Actividad especifica - cambio en pmülcs dc sustrato por minuto por grama
dc proteina.

** Actividad cspccificn- cambio en¡wmñles (DPNHáDPN)p0rminuto por gramo dc

proteina.

Cum)sc puede vbscrvar. la actividad específica de estas enzimas es

much) más alta cn células colocadas en cl medio dc cultivo que en K.R.P.

Cuandohan sido calocadas cn medio dc cultivo, aumentan su actividad des

pués dc 18 horas de incubación, no sucediendo lo mismo con el Ringcr,



INCORPORACION DE LEUCINA C14 en PROTEINAS

La sintesis de proteinas constituye una prueba más que el sistema

en ¿studio c3 viable,

En este experimento se midis la biosintesis de proteinas por la

incorporacifin de lecina C14 en las mismas. Comoen el caso anterior,se

hicieron pruebas con células a 0 horas y 18 horas en el medio de cul

tiVO y de la misma edad en medio salino. Se probó que. efectivamente,

se trataba de una incorporación real en proteinas, al incubar con pu

romicina las células que habian permanecido 18 haras en el medi) de

cultivo,

Por los estudios de Yarmolinsky y de la Haba (70) se sabe que

la fSrmula de la puromicina está relacionada con la estructura del

amino-acil-tRNA.El antibiótico actuaria bloqueandola sintesis de pri

teinas al funcionar comoun análogo del amino-acil t-RNAy que lo sus

tituiria comoaceptar del péptico carboxilico activado. La peptidil

puromicina asi formada seria incapaz de continuar el crecimient) de la

Cadenapolipeptidica. Se formarian péptidos de longitud variada pero

C)n el amino ácido N terminal apropiado en una punta y el residuo de

purvmicina en lugar del C terminal.

Métodoutilizado: Inmediatamente después de dispersadas las células,

se las coloca en una concentración de 2,3x106 cél. por m1.,en medio de

cultivo o en K, R.P. con glucosa 0,0011 M. ph 7,3. Se usaron a tiempo

0,) sea,inmediatamente después de dispersadas en los medios y 18 des

pués de la incubación.

La suspensi3n en el volumen deseado,fué centrifugada a lSOxg, a

temperatura ambiente,durante 10'. El sedimento fue resuspendido en

K,R.T. con glucosa, con una concentración celular de 7 x107 por ml.

Cinco ml. de estas células fueron coiocadas en frasquitos que conte

nían lpc de 1-leucina-U-Cl4 (act.esp. 300mc/ mMNewEngland Nuclear Co)

La incubación se realizo en un Dubnoff, con agitación,a 37° C. La reac

ciSn se detuvo por el agregado de 3 ml de T.C,A. al 5%, a 85°C. Luego

se agregaron 5ml.de cloroformo-metanal 2il y se dejó toda la noche a

temperatura ambiente. El producto obtenido se disolvió durante un dia



en 1 m1.de ácido fórmico a 37° C y su volumen colocado en una planche

ta, secada y leída la radioactividad en un contador Geiger-Müller. En

uno de los grupos se agregó puromicina, 5 x 10-4 M, al comienzo de —

la incubación. La concentración de proteínas fué determinada por el 

método de Lowry y Col (25).

Resultados: Están 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 aminoácido 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 sólo aumentan la incorporación durante los

primeros 30'. A partir de este momentola curva se va achatando. La cua

va correspondiente a la solución salina a O horas alcanza un "plateau"

a los 30'. En las células mantenidas durante 18 horas en la solución

salina no hay síntesis de proteinas y lo mismosucede en las que se

realizó la incubación con puromicina.
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OXIDACION DE GLUCOSA UNIFORHEHENTB MARCADA

La medición del metabolismo constituye un aspecto importante qu”

prabaria la viabilidad del sistema en estudio, Cuandose realizaran

los c>mentarias bibliográficos sobre las métodos que se habian utili

zada para extraer células hepáticas, se mencionaronalgunos trabajos

( 10 —ll) en los que se comprobaba la viabilidad de las celulas mi

diendJ la captación de 02 en un respirñmetro de Gilson. En estos expe

rimentñs los autores ñbtienen valores altos aunque la respiración 5513

se mantiene lineal durante dos horas. Kalant y Young(26) obtienen ba

ja captación de 02 cuando trabajan c>n células sueltas o cortes de hi

gada y alcanzan valwres muyaltos,especialmente en células aisladas,

agregandv succinat). Ichihara y cal. (8), en el trabaj) ya comentada,

estudian el contral de la respiración en células dispersas. Demuestran

que a ciclu de Krebs es activw y que se mantiene el cintrol respiratvri)

ïalnt y Aiyata (27), trabajandn con hígado perfundidñ con EDTAy ci

trate,evmparan las resultadas de la respiración con aquellas obttnidos

can cvrtes dc tejidos de órgano perfundido. En células aisladas mues

tran cocientes respiratorios másbajos "in vitro", glicfilisis anaeróbi

ca más baja y un incremento cuando se agrega succinato, can respecta a

las cortes. Las mitocnndrias aisladas de estas células e incubadas en

presencia de cetoglutarato, respiran en la mismaforma que las mito

condrias preparadas de un hígado normal. La suspensión celular baja sus

cocientes respiratorios en forma más acentuada a medida que transcurre

el tiempo de incubación. Interpretan estas resultados afirmando que hay

una alteración de la membranacelular después del tratamiento can EDTA

y citrato, independiente del daño mecánico. Hayeky Tripton (9), en el

trabajo ya mencionado, prueban diversos intermediarios del ciclo de 

Krebs para estimular la respiración celular. En general obtienen resul
tadñs satisfactorios.

Hetodoutilizado en el presente trabaj)

La respiración celular se midió utili.ane1 comosustreta glucosa
. . 14 .

unifnrme mente marcada con C , Este mótodw resulta mucho más senc1llal

sensible' y específico que las ya menciJnados en el breve camentari) an



tcrior.

Las células fueron resuspendidas en K.R.P. (24) en una concentra
7cion de 10 cél.por ml, y cinco ml. de esta suspensión fueron coloca

dos en frascos dc 25 ml, de Pando chato, que contenían luc de gluCosa-U-Cl4

(act. espo 15.1 mc/mflNewEngland Nuclear Co.) en un l ml.de solucion

salinï. Los frascos fueron herméticamcnte tapados con tapones tipo va

cuna reversibles que Contenian un vasito de vidrio con una ventana ln

teral. La incubaciSn se efectuó en un baño dc agua tipo Dubnoff, a

37° C y con agitación. Después de incubadas se agrega a la suspensión

celular 0,5 ml. de ácido sulfúrico al 10%y en el vasito de vidrio ——

0,2 ml.de hidroxido de Hyamina IM (Packard) en metanol. Ambasadicio

nes fueron llevadas a cabo utilizando jeringas y agujas. Se incuba nuc

vamente durante l hora a temperatura ambiente y con agitación,y el va

sito conteniendo la hyamina, usada comoagente para captar el C02 (28)

Fué volcado cuidadosamente en un frasco para contador por centelleo que

contenía 15 ml de solucifin centelladora (Sq/ l de PPOy 0,3 g/l POPOF

en tolueno) agitando y contando en un Contador de ccntelleo liquido.

El peso seco fué obtenido centrifugando un volumen determinado de có

lulas en tubos tarados, a 500xg, a temperatura ambiente,durante 20';

El sedimento se usa en la detcrninación. Las proteinas fueron determi

nados por el método de Lojwry y :olaboradores (25). También en este ex

perimento,comoen el anterior,se usaron células que habian sido incuba

das durante 18 horas en medio salino y en medio de cultivo, lo mismo 

que células a O tiempo en ambos medios.

Resultados:

En la figura 4 están resumidos los resultados de este experimento.

Es bien evidente que las células mantenidas durunte 18 horas en el me

dio d: cultivo son los únicos que tienen respiración lineal. Las de O

hora en medio no alcanzan nunca los valores anteriores. Las células —

mantenidas en solución salina no respiran prácticamente.

Se siguiS midiendo la respiración celultr a través del tiempo,

obteniéndose los siguientes resultados:
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14
C O2

e.p=m,/g proteínas

día ————————————————24.800i 960 (4 medicioneS)

días —————————————-— 24.600 i960 ”

dias _____________ —— 269000 i 840 "

días ——————————————— 14.350 + 960

Se puede vbservar que lvs altos valores obtenidvs después de 13 horas de

cultivo,disminuyen a lws valores iniciales y se mantienen hasta los 15 días.

Hacia los 30 días,13s valores llegan casi a la mitado Este fenómene es -

muyfrecuente en los cultivos de tejidos, Posiblemente se trate de un cam

bio a metabñlismo predominantemente anaeróbico.

Figura 4
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Producción de glucógen2_

Siendo el higado el principal órgano de sintesis y almacenamiento

de glucógeno, resulta interesante medir su producción en estas célu

lasl Fué medido por el método de Good et al. (29) y el ADNpor el mé

todo ya mencionado (16)°

En la fiqura 5 se observan los resultados de estas mediciones°—-¡——

Fué renliz1da tomand) comoabcisa la relación mg, de glucogeno¿mg.de

¿QEcontra la ordenada que expresa el tiempo de cultivo. Sc registra

un aumentoneto durante los primeros siete a ocho días, lo que indica

ría mayorcantidad de glucógeno,y correspondería al periodo de asta

bilizacion de la población celular. Después de este periodo, 11 curva

se mantiene practicamente en un “platenu”.

A continuacion se comentarán los resultados de la medicifin de

glucógcno en dos cultivos diferentes, que fueron designados por las

letras 3 y g; el glucógeno está expresado comoud de gluC)sa equiva

lente p3r 100 mg.de proteinas terror standard; la concentración de ——

glucosa en el medio es de 10m“.

Días de cultivo 3 Q

o 2,6Ïo,2 4,2Ïo,2
5 12,0 i 0,2

15 19,2 i 0,6 17.4 i 0,6

16 22,8 i 0,3

23 25,2 Í 1,4

3o 16,6 i 1,0

Se pu de observar que al comienzo del experimento la concentración

del glucógcnü es muybajn,hnsta alcanzar un nivel 1 los 15 dias que

no cambia mucho a los 30 días. La brusca disminución de los primeros

días puede ser explicada comodebida a una adaptación de las células

:1 nuevo medi) o 1 la rccuperaciSn luego del tratamiento con T.P.B,
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Figura 5
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PRODUCCION DE UREA

Se ha indicado que el higado es el único sitio importante de for

macifin de urea, por l) que también parecía interesante estudiar la ——

excreción de urea por las células hepáticas en cultivo, que darían un

indice más del funcionamiento de las mismas a través del tiempo°

Se midió la presencia de urea en el medio de cultivo, por el

método de Archibald (30), y las resultados se expresaron en pg de

urea por mlade medio a través del tiempo de cultivo. El resumen de los

mismosestá representide en la figura 6:

l l ‘ l l l Jl

5 10 15 20 25 30 35 40 45'
ZE) y I I

Días en cul'tivo

Se deduce de estos datos que la producción de urea es continua durante

los 45 días en que se la midi6,lo que indicaria que esta importante 

funcifin del higado ne se ha perdido por efecto de la desdiferenciación.

Además,semidieron ilgunis enzimas del ciclo de la urea en "pellet de

celulas.
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La baja relación de crecimiento y 11 predominancia de hepotocitos

lo mismoque 11 uniformidad de condiciones en el cultivo en suspensión,

hizo suponer que se trataba de un sistemw ideal para realizar estudios

hormonales, Además, si se podian hacer comparaciones con otros sist más

ya conocidos, se podria probir una vez más la eficacia del sistema,

Con tllCS objetivos, se midieron los efectos de tres hormonas,

insulina, glucagon y hormonade crecimiento bovina, sobre funciones ya

estudiadas en otros modeloso

Efecto de la insulina sobre la res iracion celular.

No se sabe cual es el mecanismode acción de la insulina,pero paro

Ce estar aceptado que permite una mejor utilizacion de la glucosa por

los diferentes tejidos. En preparaciones más simples que el animal en

tero, comolosofganos perfundidos o cortes de tejidos, se ha demostra

do un mayor consumo de glucosa, i la vez que una mayor producción de

glucogeno o de C02 proveniente de le glucosa (31)

En el presente experimento se midió el efecto de la insulina sobre

l: producción de C1402 a partir de glucosa uniformemente marcada,uti—

lizand) los dispositivos y materiales ya descriptos (respiracion), egre

gando ¡demís insulina cristalina (Lilly), con un: concentracifin de ——

SO mU/ ml al medio de incubacion.

Los resultados del experimento están en la tabla II:

Se obtiene un aumento del 20 al 3 Z de C1402 con respecto a los

controles, lo que estaria de acuerdo con lo establecido en otros sis

temas simples, cortes de tejidos u órganos perfundidos

El uso de mayores concentraciones de insulina aumenta muy poco

los resultados y de menores concentraciones introduce resultados abc-

rr'mtes a
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3131.1 II

C1402 c.p.m./g prat.

Díis Control Insulini

o 04 800 i 950 29 ooo t 788

5 24 500 Ï 720 31 OOO i 1140

15 26 OOOÏ 340 32 150 Ï 837

30 14 350 i 354 17 310 Ï 452

Cada ncdición se hizo por cuatriplicado, más o menos el error stan

dard. El tcst “t” da significativo entre los valores controles y

las tratadvs con insulin.ï-..(p(0,02)

Efect> de lngingulina y el glucógón 52229 la sintesis Se glucógeno.

L)s cfectos de 17 insulina y cl glucngón sobre la síntcsis dc glu
c59eno fueron descriptos cn animales enteros y pudierñn seriexplicglas

c

a traves dul contral dc 11 gluchcn) sintetil; y del sistema de li

fósforilasz; la insulina increientz ln actividad de 11 glucóáeno sintg

tasa del hígado y dccrecc la dc 1: fosfvrilasa,mientrns que cl glucogón

tiene efectos opuestas (32 -33).

Para rcnlizar este estudio se tflmaroncélulas del cultivo y se las

Centrifugó 1 lSOxg durante 10' y n temperatura ambicnte.—E1 sedimento

Celular se vuelve 1 centrifugar después de resuspendcrlo en K.R.P.,,

luego de la centrifugación,que sc reíizó con las mismascondiciones

que cn el caso 1ntcrinr,se resuspcnde vtr: vez en K.R.P. Se agregen

4U de insulina (Lilly) cada 5 ml dc volumen,y sc lo incubn por tres

haras, -n 1)s nue se v1 a medir cl efecto del glucagón,se les agrega

lpg/ 5 ml (Lilly) y sc lo incuba por una hora más. La reacción se de

tiene sumcrgiendo los tubos cn hiela. Se ccntrifugnn a 900xg, 10' a 

O°C ,nucvo lavado en K.R.P. y nueva centrífugicifin. Sc midió cl glucó

gcno por cl método ya especificado (29),lo mismoque las proteinas(25).
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Los resultados están especificados en la Tab11 III:

Días de . .
cultivo Control Con insulina Con glucagón

3 o 2,6i0,2 s,o:o,2 H 2,010.2 **
g o 4,2 i 0,2 5,4 10,2 ** 2,8 i 0,4 **

5 12.0 t 0,2 20,3 t 0,3 +** 10,4 i 0,4 **

g 15 17,4 i ,5 24,3 : 1,0 ** 15,2 : 0,5 H

3 15 19,2 i 2,5 40,4 i 1,:3 51* 20,2 i 1.2 **

g 15 22,3 i 0,3 30,5 i 1,2 ** 19,6 i 0,8 **

g 3o 16,6 i 1,0 34,6 i 1,4 ** 22,2 i 0,3 w

g 28 25,2 i 1,4 42,5 t 0,8 ** 28,4 i 1,5 H

Concentración de glucógenn (ul de glucosa equivalentes pór lOOmg,dc

proteínas i error stïndard). En cada experimento sc hicieron tres ob

servaciones; 1 y Q son dos experimentos diferentes.

H p(o,o2

Los resultados ñbtenidos muestran una gran similitud con la situaciSn
2| ' ' u , . ‘ , ' . ' 2 4‘ ' ,in Vivo , l) que permite afirmar que el Sistema celular es util para ren

lizar estudios bioquímicos y hormonales.
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BFECTJ DE LA HOKAJ A DE CRECIJIEJTÜ úOVIÁk É G Á

Se ha establecido fehacientemente que la hipfisectomía disminu c

cl crecimiento dc los animales y que los tratamientos con hormonas de

crecimiento estimulan el crecimiento y la sintesis de proteinas y —

RNAen hígado de ratas y otros tejidos (14 —35 - 36 - 37 ) La hormo

na de crecimiento afecta la habilidad de los ribosomas de hígado de ra

ta a incorporar aminoácidos en proteinas “in vitro” (3 ),y iigar o —

trasladar el templado de RNAligado (39) La actividad de la polimerasa

de RNAde núcleo de higado de rata también es afectada por la hormona

de crecimiento (40 ). En todos estos experimentos, los efectos de la

hormona fueron examinados deSpués de la inyección de la hormona en el

animal;todos Los intentos de demostrarlos "in vitru” con células de hi

gado libres fracasaron. En diafragma de rata aislado se encontró aumen

tada la incorporación de aminoácidos en proteínas (41 —42).

Los estudios realizados sobre cultivos de células han enfocado el

efecto de la hormonade crecimiento sobre la multiplicación celular y

el contenido de proteínas (43).
En estos mismos sistemas se estudió el efecto de la hormona sobre

el metabolismo de los carbohidratos y proteinas, En la cepa “L” de cé

lulas,la hormona causa un incremento del número de células, aumento de

la síntesis de proteínas y consumo de glucosa, acumulación de ácido —n

láctico y cetoácidos. ’n los cultivos de cepas humanasse aumenta solo

la consumisión de glucosa y de ácido láctico, Sobre células dela no tie»

ne ningún efecto. Probando hormona ovina, no se encuentra efecto sobre

la cepa "L", pero si aumento del consumo de glucosa y acumulación de -'

ácido láctico en los cultivos humanos, sin cambiar el número de células

o la síntesis de proteínas (44).

En el presente trabajo se estudió el efecto de la hormonade crccl

miento bovina sobre multiplicación celular o crecimiento de la pobla_
ción,

Se utilizó hormonade crecimiento bovina purificada (45) y desnatu

ralizada (46).

La hormona activa se usó en una concentración de 17,5; 25; 50; 75

y 100 ¿Ani .

La hormona desnaturalizada se usó comocontrol en una concentr‘"‘*"



de 755/m1. y lOOóÁnl, según el experimento. Se disclvieron los dos

tipos en medio de cultivo fresco.

Se realizaron tres experimentos diferentes: A, 3 y C, cuyos re

sultados están resumidas en la figura 7 , El experimento A, se rea

lizó con células de 12 días de cultivo; el B, con células de 19 días,

y el C, con células de 13 dias. En los experimentos A,y B,se usó como

control hormona inactivada a una concentración de 756/ml, y en el C,

de lOOó/ml, Se colosaron las células en el medio con hormona a una 

concentración de 1,2 a 1,49 X 106 celulas /ml. con un vclumen total

de 25m1. para cada tratamiento. Después de cuatro dias de incubación,

se contaron nuevamentelas células para detectar los cambios. Los re

sultados de los tres experimentos fueron graficados expresando la con

cent'ación de la hormonacontra el porcentaje de aumento en el número

con respecto al cuarto dia (cada punto se hizo por duplicado). Las di

ferencias entre los datos de B y C pueden deberse a variaciones no

controladas hasta ahora en el cultivo. La desviación del punto de 

755/ml de A se debe probablemente a un error de contaje en la etapa

inicial, pues los puntos finales fueron muybien controlados. Se pue

de afirmar, de acuerdo con los resultados aqui presentados, que la 

hormonaactiva la división celular y que hay mayor activación cuanto

mayor es la concentración usada. Es decir, que las células de higado

responden al efecto de la hormona, comoya se había encontrado en o

tros cultivos,aunque no en cultivos primarios de células normales co

moel utilizado acá.
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Figura 7

Efecto de hormona de crecimiento bovina sobre el crecimiento de

población celular.
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Se tiene conocimiento que los explantes primarios de trozos de

tejidos o de células difieren, bioquímicamente,del tejido original,

Estos cambios pueden deberse a diferentes proporciones de crecimicnu

to, selección de la población celular o a cambios intrínsecos de las

células° Todas estas modificaciones reciben el nombrede diferenciaw

ción celular y en el caso particular del cultivo de tejidos o de c3

lulas, el nombremás apropiado es dc dediferenciación celular, Los

cambios intrinsecos de las células se deben a procesos adaptativos

que cambian las vias metabólicas del material en cultivo, debidos a

ajustamientos cualitativos o cuantitativos de las enzimas; por lo

tante proveen un modelo para el estudio de la regulación de la acti

vidad enzimática.

En este trabajo se estudiaron las enzimas microsomales D gluco

sa 6-fosfato fosfohidrolasa (Bo C. 3. l. 3. 9.), pirofosfato inorgá

nico- glucosa trasferasa y pirofosfato fosfohidrolasa (E.C, 3.6.1“;
Estas tres actividades fueron atribuidas a una sola enzima multifun

cional (47 a 52 y 23), que catalizaria las siguientes reacciones:

glucosa-6-P + HQO-9Iglucosa + Pi
PPi + H20 —-)24'Pi

PPi + glucosa -9 glucosa-6-P + Pi

Nucleosido-S-tri- o difosfato + glucosa -} glucosa —6—P+nuc1eosi”
\ S-di o monofosfbto

Azúcar o poliol P + glucosa 5; Glucosa 6—P+azúcar o pel ol

Esta enzim1 no puede ser purificada más allá de una precipitm

ción con sulfato de amonio pues pierde todas sus actividades (47)«

Los datos existentes corresponden a experimentos cinéticos y cambio

paralelos observados en preparaciones purificadas parcialmente de

hígados de animales sometidos a influencias hormonales o nutritiva;

(23 y 47 a 52).

Determinaciones enzimáticas

Se procedió comoya se eïplicó en los experimentos presentados

anteriormente, para determinar las tres actividades enzimáticas men

cionadas, En algunos experimentos se agregó a la solución de sacarr'
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deoxicolato de Na. con una concentración final del 0,2%, con lo que

se consigue activacion de las enzimas (23, 47 a 52)

Las actividades de la glucoquinasa y hexoquinasa fueron reali

zadas sin demora en un estracto crudo libre de microsomas, obtenid)

después de someter las células a los procedidientos ya descriptos pg

ro usando técnicas y material para homogenizar, determinar y centri

fugar las enzimas, descripto por Di Pietro y colaboradores (53). To

das las actividades en imáticas se hicieron por triplicado. Las pro

teinas se determinaron por el método de Louuy y col. (25).

Los valores de las constantes de Jichaelis fueron calculados e;

gráficos convencionales dobles y recíprocos, determinados al menos en

cinco puntos, en homogenatoscrudos. Los gráficos fueron lineales.

Los estudios de ph fueron llevados a cabo en microsomas obteni

dos por el centrifugado, lavado y homogenizado de las células comoS;

explicó anteriormente; los homogenatosfueron centrifugados a 9000xg,

luego el sobrenadante a 100000 xg y el sedimento lavado y vuelto a

centrifugar y suspendido en una solución de sacarosa 0,25 M. Las detzr

minaciones se realizaron por duplicado; las actividades fueron medidas

en una serie y el ph determinado en la otra serie con un PH Metrohm.

Resultados

Niveles enzimáticos inmediatamente después de la disociación del higado

X_después de 40 días de incubación

Los resuïtndos fueron expresados comovalor promedio Ï el error

standard. El númerode experimentos está entre paréntesis.

Los datos representan la actividad especifica, cambio en micromo

les de sustrato por minuto, por gr.de proteina, determinado en homes;
natos crudos.

La comparación entre I y II, II y IV, I y III y II y IV, es

estadísticamente significativq ( p < 0,05) en todos los grupos,según

el test "t". (54)°

Se puede observar que a los 40 dias de cultivo la actividad de la

glucosa 6-fosfatasa desciende 20,4 veces, la transferasa 2,4 veces y la
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otra enzima 23 voces. La adición dc desoxicolato incrementa la activ;ü c

cn ambos tipos dc células:

Tabla IV

0 día 40 dias

Desoxicolato

Ausente I Presente II Ausente III Presente “T

3- luco a '- , A . A q
JOÉfatOSÏOÉ- 77’s .Ï 51') K3) 95,4 Ï 714 (3) 313 Ï 0'2 (3) ¿1‘17Ï “Jr' (JÍo 1dr01231

ígsgg23ísg°‘, _ “ 1 + r . + ' + ' e 2 + ¿.a agrggsígrnga 50, _ 3,0 (3) 83,2 _ 9,2 (3) 20,4 _ ¿,4 (3) 3 , _ c 3

Pirofosfato + + + a ¿
fosfohidro- 73.3 - 7.5 (3) 105,5 —0,2 (3) 3,2—0,2 (3) 4,5 ; 3,4(q
lasa,

En la tabla V sc observa con más detalle el efecto del desoxicolatc.

Estos datos sc calculeron con los dc la tabla IV

Tabla V

Proporción du 0 a 40 días Efecto del dcsoxicolato
(X do incremento)

Desoxicolato Días en cultivo

Ausente Presente O 40

lucosn 5
xosfatasa 20,4 20,2 22,9 23,3

pírofzsfato1nor ,n1c0— , ,
osfgtrans— 2:4 2.4 73,0 771mcrasa

pirofosfato
Fosfohldro- 22,9 24,0 41,2 4o,;

9.531
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Se puede ver que el desoxicolato incrementa las tres actividades

con un porcentaje igual ya sea a los 40 comoal dia O y las rela

ciones de actividad entre los 0 y 40 dias son los mismos con res

pecto a la ausencia o presencia del detergente.

En la figura 8 se observan con más detalle los cambios desoriptos

anteriormente y se incluyen las actividades de la glucokinasa y

hexoquinasa a través del tiempo.
I I

80;\\\\\\\\\N\s.._-_.

ACTIVIDADESPECIFICA

o..‘ °—.--_."_"

T T T
10 20 30 40 50

T IE MPO (Días en cultivo)
Referencias

o—-n“-u Pirofosfato-glucosa fosfotransferasa Oe-OGlucosa 6-fosfatasa

0--- - glucosa 6-fosfato-fosfohidrolasa I- --.. Glucoquinasalvfi‘exoquil asa —

Actividad especifica: cambio en micromoles de sustrato por minuto,

por gramo de proteina,

Cata punto es el valor medio de tres determinaciones.
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En est: figura sc observan las modificaciones que sufren las trcs cnzi

mas cstudiadas, más la glucokinasa y hcxoquinasa durante un período bag

tante largo dc tiempo, 50 dias. Las actividades dccrcccn recién cn fora

apreciablc después dc din 20° y después del dia 30° casi no hay cambios

significativos. Los nchlcs dc hcxoquinasa son dcsprociablcs y no va

rian y después dcl diï 15° no se detecta actividad glucoquimásica, que

sicmprc, cs dc hacer notar, cs muybajo, sc diria insignificante.

Los rcsultados dc los estudios cinéticos realizados sobre estas tros

cnzinas, están rcsumidos en la Tabla VI

Constantcs de dichaclis

ig .D 15.Cn Glucosa 6-fosfata51 Pirofosfato inor-glu-fosfotrans. Pirofos-fosfohidcultivo

C IC .-C '-I .'{ : 1 I

glucpso S-Posfnto ppi (mu) glucosa (mi) ppi (n )mi)

o 1,53 Ï 0,11 (4) 3,40 Ï 0,30 (4) 95,5 Í 3,3(3) 3,15: 0,35(3)

30 1,70 j 0,09 (4) 3,37 i 0,27 (4) 100,6 r 9,5(3) 3,23: 0.31(3)

40 2,65 t 0,22 (4) 3,36 t 0,35 (4) 95,6 t 9.8(3) 3,20: 0,24(3\

50 2.77 i 0,23 (4) 3,33 r 0,43 (4) 98,3 i 7,2(3) 3,10: 0,49(3)

Los dwtos rcprcscntnn valores medios i cl crror standard, Las comparaciones

cntrc los grupos dc 0 ó 30 dÍïS vs, 40 ó 50 días en cultivo fueron significa

tivas estadísticamente,

(Aplicando cl tcst |ltJ (54) con p:> 0,05)

La afinidad dc la glucosa 6-fosfatasa por la glucosa 6-fosrato cs la única

QULcambia y osto sucede después dc 30 dias cn cultivo. Para las otras enzimas no

hay cambio do afinidad a través del tiempo dc cultivo°
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En la tabla VII se observa el efecto del desoxico 3to de Na. sobre
K mn

las constantes de flichaelis: ( glucosa 6-fosfato ( ) de la gluco

sa 6-fosfato-fosfohidrolnsn),

Dias en Desoxicolato
cultivo

Ausente Presente

o 1,72 Í 0,14 (4) 1,70 i 0,19 (4)

4o 2,36 i 0,23 (4) 2,69 i 0,23 (4)

(Los mismos detalles que en la tabla VI)

El tratamiento con desoxicolato no tiene efecto sobre las cons

tantes dc Hichaelis,ya se trate de células de O y de 40 dias.

Para que sei más segura la identidad entre la glucosa 6-fosfat052

del dia O y la de 40 dias de cultivo,se realizó el estudio de la in

fluencia del ph sobre su actividad:

En la figura 9 se pueden apreciar los resultïdos (la actividad

especifica comoen los casos anteriores):

Las curvas son similares,con ph óptimos idénticos,

Unestudio similar se hizo con la pirofosfato-inorgánico-glucosa
fosfotrasferasa.

Corresponden a los datos presentados en la figgra 10.- Tampocoaqui

sc encontró ninguna diferencia,



ou«o 40 dias

'9‘—*' O día

pH

Actividadespecífica(0día)

Fi ura 9

60

40

2

'I‘LI
U1—h_¡

O(nN

o

Actividadespecífica(40días)

XLI



XLII

lO1Fi ur

>22an3.80532.oama

60

En9820382.2254

.11"!

pH

_____—a—...Refergncias:

o día¡“o
owO 4o dins
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De todos estos estudios realizados se puede sacar una conclu

sión importante que estaria en desacuerdo con la opinión de los au

tores que estudiaron a la glucosa —5—fosfatasa.Debido a las dife

rentes relaciones de disminución de las tres actividades cnzimíti

cas a traves del tiempo de cultivo,podria tratarse de dos o tres

enzimas y no de una sola. Si se considera que la enzima es multi

funcional, los cambios observados podrian ser el resultado de al

teraciones en su estructura que la afectarian de modoque su ciné

tica fuese diferente.

L1 menor disminución de la actividad fosfotransferasa puede

explicarse comoun mecanismocompensador para la fosforilación de

la glucosa, que no puede deberse a una actividad glucoquinásica, a

que esta enzima necesita de la presencia de insulina, que no se en

cuentra en el medio de cultivo y de una concentración de glucosa su

perior (49,55,56). Además,la enzima tiene muybajos niveles a la e

dad de los animales usados en este estudio.

La disminución de la afinidad de la glucosa 6-fosfatasa por sv

sustrato puede interpretarse comoun mecanismopara preVenir la li

beración de glucosa, y favorecer su metabolismo hacia otras vias.

Se ha nisto que agregando desoxicolato no se afecta a dismi

nución de la actividad especifica o el cambio de afinidad por el

sustrato; estos resultados son muydiferentes a los obtenidos por

Nordlie y colaboradores en ratas ayunadas, diabéticas o adrenalectomi

zadas° En estas últimas, los detergentes abolian el incremento de 2C

tividad obServado cuando se las trataba con cortisona (50, 57) mien

tras que Se aumentabala diferencia entre los altos valores de ani

males diabéticos con respecto a los normales ( 50,57)°

En ratas ayunadas no cambiaba el nivel de pirofosfato inorgáni

co- glucosa- fosfotransferasa, mientras que las otras dos estaban au

mentadas. Estos valores aumentabancon desoxicolatto y el detergente

afectaba algunos cambios en las constantes de Michaelis de estas en

zimas (56);
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EFECTO DE LA INSULINA SOBRE Lg; ACTIVIDADES ESPECIFICéÉ

Se tenía interés en saber cómorespondían las células en cultivo

y en especial las enzimas estudiadas, al efecto del agregado de insu

lina al medio de cultivoa

Se sabe que la glucosa 6-fosfatasa tiene un alto nivel en anima«

les diabéticos y baja sus niveles por efecto del agregado de insuliw

na (58)

Otro punto importante que se quería investigar y que probarïa la

no identidad de la enzimas en estudio, era referente a la cinética de

la posible "represión" de las dos enzimas.

Para realizar este experimento se agregó una concentración de bar.

monaigual a la usada en los experimentos sobre utilización de glucosa

U-C14y se procedió a medir la actividad específica de la glucosa—6«éo>

fatasa y de la pirofosfato inorgánico- fosfotrasferasa durante un p8

ríodo breve de tiempo°

Los resultados están representados en la figura ll, en donde la

actividad especifica está expresada comoen las ocasiones anteriores,

en los que se calculó el porcentaje con respecto a la actividad ini
cial.

P-Transf.
Control

25 r [/16---------- "°
O z
Ï‘Ï 200 ' x/ o G-G-Pasa o
g Control
“9
CL

3 P Transf. ;

¿.3 1oo -__x______ fix“ \+ lnsulmag ‘xxo \\\\ I
2 -50 - G-S-Pasa x

; “o 0% 1m ,2. ‘

: {g l Í I | | 9 i

g g o 1 2 3 4 5 sa. TIEMPO(horas)
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Las dos respuestas son parecidas, aunque la actividad especifica

de la.glucosa 6«fosfatasa está más afectadao Despues de seis horas de

incubación, esta última conserva sólo un 8%de la actividad inicial,

mientras que la otra enzima, a ese mismo tiempo,tiene todavía el 60%

de esa actividado

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

DE LA GLUCOSA 6- FOSFATASA.

Este experimentofue realizado utilizando células en cultivo a las
que se coloca en medio frasco, En GSÏTScondiciones se les agregaba ya

sea puromicina, insulina o ambas, en las mismas concentraciones en que

se las habia ut lizado en experimentos anteriores. Se midió luego la

actividad específica de la glucosa 6- fosfatasa en todas las variables

anotadas y se expresaron los resultados en el gráfico que figura a con

tinuación: (La actividad específica expresada comoen los casos ante—‘

riores ). á.a_cfw,

O

0/
Mediofresco

300
F

Mediofresco+ Puromicina

_________,_><——-———o<

100 ............."n.--
—-.__ -—-- ‘ - n. -_

PorcentajedeActividadEspecíficaInicial

x‘ n

Mediofresco+Insulina
-50 _ ' y Puromicina

Mediofresco
+ lnsulina ““““““““.,

l l I l l““*\ l

1 2 3 4 5 6

T I E M P 0(horas)

Comose puede observar, la actividad de la en21maen células co

locadas en medio frasco aumenta notablemente durante las tresprimeras

horas del experimento,posiblemente debido a un aumento de la síntesis

de proteínas totales producido por la renovación completa del medio —
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de cultivo, no modificándose luego hasta las seis horas en que duró

la observación. Cuando se agrega puromicina al medio de cultivo se ob

serva que la actividad de la enzima aumenta muy poco y se mantiene prag

ticamente comoal comienzo del experimento, lo que estaría indicando —

que en el primer caso hubo sintesis "de novo", lo que se impide por el

efecto de la puromicina y la actividad remanente se debe a la enzima

preformada; en el caso del agregado de insulina al medio de incubación

se repite, comoen el experimento anterior, la disminución de la acti

vidad enzimática hasta casi O al final del experimento, lo que estaria

indicando que no hay sintesis y también posiblemente hay una inactivación

de la enzima preformada o aumento de la degradación (69)° Lo que real

mente sorprendió 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 es levemente menor que en el caso de la puromicina

sola, sin ser significativa, pero mayory significativa en el caso de

la insulina° Estos mismosresultados se obtienen cuando se trabaja con

células en las que no se les ha renovado totalmente el medio de cultivo

al comienzo del experimento.—8eobservan en el siguiente gráfico:

Control fi
-——---------—---o-—-------------- «o. .

100 :"‘;\ x Control+Puromlcma
\ x

' + Insuhna
+ Puromicina

- Insulina

l l 'l l l

0 1 2 3' 4 5

Tiempo(horas)
PorcentajedeActividadEspecíficalnicil mb.
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CONCLUSIONES
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El objeto de este trabajo era encontrar un sistema de cultivo

primario que permitiese estudiar el fenómenode la desdiferenciación

celular y el sistema obtenido de células hepáticas parece ser lo su

ficiente viable, comose ha podido comprobar por las experiencias de

mediciones enzimáticas, incorporación de leucina 014 en proteínas y 

las mediciones de respiración celular. Con estos experimentos quedó

establecido también que resulta muchomás eficaz el medio de cultivo

que la solución salina de Krebs (K. R, P.) para realizar los estudios

y que las células necesitan un periodo de aproximadamente dieciocho hg

ras para restablecerse. Por estudios morfológicos también se comprobó

que la mayor parte de las células obtenidas son hepatocitos, hecho que

quedó revelado no solo por estudios realizados con el microscopio ópti

co, sin o también con el electrónico. No se presentaron aqui las foto

grafías, pues algunas dificultades de orden técnico, usuales en célu

las cultivadas,no han sido solucionadas todavía.

Cuando se estudió la curva de crecimiento, se encontró que duran

te los primeros diez a doce días hay una notable ddámmnuciónde la po

blación celular, comprobadopor el contaje y el contenido de DNA.Des

pués de este periodo ambos se hacen constantes. Se supone que durante

este tiempo mueren muchas células, seguramente por efectos de la ex

tracción y la adaptación de las mismas al nuevo medio°

El tiempo de replicación es bastante lento, si se lo compara con

otros sistemas de cultivo, pero resulta rápido si se lo comparacon el

dc las células hepáticas "in situ" (18-19-20). A través del tiempo de

cultivo las células siguieron conservando su aspecto de hepatocitos y

predomixaronsobre otros tipos celulares.

Se comprobótambién que la respiración celular, medida por la oxi

daCión de glucosa -U-Cl4, tiene una recuperación bastante acentuadx du

rante las primeras 18 horas de cultivo,pero luego las cifras bajan hasta

los valores encontrados en los primeros momentosy se mantienen hasta

los quince días aproximadamente. Luego de este período vuelven a bajar

Este fenómenoes bastante comúnen sistemas de cultivo de células;po

siblemente se trate del camio de un metabolismo de tipo aeróbico a o

tro predominantementeanaeróbico, debido a las condiciones del cultivo.
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La producción de glucógeno y urea, caracteristicas del higado, no se

afectaron por el fenómenode la desdiferenciación, por lo menos duran

te el tiempo en que fueron medidas.

Para estudiar el fenómenobioquímico de la desdiferenciación se

eligieron tres enzimas que participan en el metabolismo intermedio de

los hidratos de carbono. Estas enzimas microsomales fueron descriptas

comouna sola, multifuncional (23, 47 2 52). Por los resultados obte

nidos en este trabajo,se duda de esta afirmación, pues se ha observado

que presentan diferentes relaciones de disminución de actividades a 

travésdel tiempo de cultivo.

Otro hecho que confirmaría este resultado es la diferente res

puesta de las enzimas a la insulina.

Se ha encontrado también que la fosfotrasferasa disminuye menos

su actividad a través del tiempo de cultivo y esto podría explicarse

comoun mecanismocompensatorio para la fosforilación de la glucosa,

ya que no se ha encontrado actividad glucoquinásica, comose discutió

anteriormente. Así mismohay una tendencia a la disminución de la libg

ración de glucosa, por el aumento de la Kmpara glucosa 6-fosfato, por

la enzimaglucosa 6-fosfatisa.

Resultó también interesante comprobar en que forma respondian las

células cultivadas al estímulo hormonal. Se estudiaron tres hormonas,

insulina,y glucagón, relacionadas con el metabolismo de los hidratos

de cargono y hormona de crecimiento bovina, relacionada con el metabo

lismo general° Las células responden a la B.G.H. en la forma esperada

y ya comprobadaen otros sistemas celulares parecidos y hay una rela

ción de respuesta con la concentración de la dosis probada.

Con la insulina se hicieron varios experimentos y los resultados

obtenidos están de acuerdo con lo esperado. En algunos casos se probó

glucagón, observándose una reversión de los experimentos con insulina,

como en el caso de la producción de glucógeno.

Se podría especular que el modode acción de las hormonas que afeg

tan a los organismos superiores es análoga a la de los inductores o re

presores especificos 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



cíficos. Poco después, Clever (60) confirmó que la hormonaactivnria al

gunos genes, se sintetizarïa ARNy proteínas, los que a su vez activa

rian a otros genes a través de procesos citoplasmáticos. Karlson (61)

demostró "in vitro" que la ecdisona ejerce su acción al nivel de los —

cromosomas e induce sintesis de ARNmensajero, lo que produce a su vez

síntesis de enzimas. Las hormonas aparecen entonces comoinductores.

La naturaleza del represor en los organismos superiores todavía no ha

sido ehm:idada. Hasta el momentose piensa que podrían ser las histo

nas. Kidson y Kirby (62),resumen una serie de trabajos en los que se

demuestra el efecto de las hormonassobre la sintesis de proteínas, es

pecialmente de ARNde rápido recambio (insulina, hormona de crecimiento

cortisona, estrógenos, andrógenosy tiroides).

Tambiéndestacan el hecho de la inducción de enzimas especificas

por hormonas( triptófano pirrolasa, que se realizaría a nivel de la

trascripción).

Se sugiere que la síntesis de ARNde rápido "turnover" puede ser

regulada de igual forma que la síntesis de ARNbacteriano. Demuestran

que ese ARNno es ribosómico y proponen la teoría de que las hormonas

interactuarían con proteinas represoras de alguna maneraalostérica,lo

que alteraría la síntesis de ARNmensajero específico. Las hormonas cor

ticoides fueron muyestudiadas, en particular en su relación con el me

tabolismo de los hidratos de carbono y su acción gluconeogénica, anta

gónica con la insulina. Conrespecto al cortisol y su efecto sobre la

síntesis de ARNmensajero (63) se comparó su acción con los co-represo

res e inductores de los sistemas bacterianos, por su rápida respuesta.

En otros trabajos se afirma la suposición de que el efecto primario de

las hormonascorticoides es estimular la producción de ciertas especies

de ARNy la síntesis "de novo" de enzimas gluconeogénicas (64).

También fueron estudiadas las hormonas androgónicas y se ha comprg

bado "in vitro" que núcleos y ribosomas de próstata de rata de animales

castrados y tratados con testosterona, son más ricos en ARNmensajero

que los obtenidos de animales castrados, sin tratamiento hormonal (65).

Todos estos experimentos, realizados con diferentes hormonas y en

diferentes tejidos animales,ponen de manifiesto, aunque todavia no com

probado fehacientemente, que las hormonas podrian actuar comoinducto
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res o represores en el sentido bacteriano.

El modelo bacteriano podría ayudar a explicar los experimentos rea

lizados con insulina y puromicina sobre la actividad de la glucosa-6-fos

fatasa, pensando, en este caso particular, que la insulina es un apo-re

presor (66-67-68), que en los organismos superiores no es necesariamente

sintetizado en la mismacélula, sino que podría pensarse que ciertos ór

ganos, las glándulas de secreción interna, se han especializado para sin

tetizar inductores o represores, que son las hormonas. Una vez llegado a

la célula el apo-represor,se uniria al represor, que sería una sustancia

de bajo peso molecular que se ha sintetizado en la célula y se impediría

asi la síntesis de la enzima. Cuandoestá presente la puromicina no po

dria actuar. Este sería un control de síntesis de enzimasutilizando el

modelo bacteriano. Pero también se han encontrado sistemas degradativos

intracelulares que reducen las proteínas a nivel de aminoácidos. Toda

la información de cómoocurre 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 complejos y la explicación a

nivel del gen está todavia lejos de poder probarse. En el caso particular

de este trabajo,si la insulina inhibiese la sintesis de la enzima, ten

dria un efecto igual al de la puromicina; por lo tanto, la hormonao in

hibe la síntesis o aumenta la degradación; si sólo aumenta la degrada

ción, podría hacerlo activando alguna proteasa específica o pegándose a

la enzima y alterando su conformación,de manera que pueda ser utilizada

comosustrato de esas proteasa específicas. Al agregar puromicina al me

dio con hormona,se inhibe la síntesis de esas proteasas y resultaría a
nulado el efecto de la insulina.

p
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Se describe un método original de extracción y cultivo de celu

las hepáticas en suspensión.

Fueron extraídas del higado con una solución salina de tetrafg

nilboren de Na. y cultivadas con medio de cultivo preparado en el

laboratorio,con solución salina balanceada de Hank, vitaminas y —

glucosa de Eagle y mezcla de aminoácidos MEM.Se suplementó con -—

suero de ternero al 10%y antibióticos. Con la extracción se obtu

vieron preferentemente hepatocitos.

Se realizaron estudios sobre el crecimiento de la población —

celular, medido por el contaje de células y el contenido de ADN.Se

determinó el tiempo de replicación celular usando colchicina. Se pu

do comprobar que a través del tiempo de cultivo sobrevivian los he

patocitos, no encontrándose prácticamente otro tipo celular.

Se probó el efecto del medio de cultivo para determinar diver

sas funciones: respiración celular, actividades enzimáticas, incor

poración de aminoácidos en proteinas. Asimismo,se midió la produc

ción de urea y glucógeno a través del tiempo de cultivo, comprobán

dose que estas dos funciones primordiales no se habian modificado.

Conel objeto de verificar la posibilidad de utilizar el sis

tema para estudios hormonales y bioquímicos de regulación, se mi-»

dió el efecto de dos hormonas, insulina y glucagón, sobre la respi

ración celular y la bios'ntesis de glucógeno. Las células respon—

dieron en la forma esperada. También se probó la hormona de creci

miento bovina sobre el incremento de la división celular, obtenién

dose resultados positivos.

Para estudiar bioquímicamenteel proceso de desdiferenciación

celular, se midieron diversas constantes bioquímicas de tres enzimas

relacionadas con el metabolismo de los hidratos de carbono: glucosa

6-fosfatasa, pirofosfato inorgánico-glucosafosfotrasferasa y piro
fosfato-fosfohidrolasa. Estas tres acciones fueron atribuidas a una

sola enzima multifuncional, afirmación que está en divergencia con

los resultados obtenidos en este trabajo. Las tres enzimas tienen

diferentes relaciones de disminución de actividad a través del tiem

po de cultivo; ademásla actividad fosfotrasferasa está poco dismin

nuida, con respecto 1 las otras dos,y se deduce de esto una tenden

cia a la fosforilación de la glucosa, no considerada comoactividad
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glucoquinásica, ya que no existe insulina en el medio de cultivo.

midieron también las constantes de Michaelis y se determinó una di"

minución de la afinidad de la glucosa 6-fosfatasa por su sustrato,:;

terpretándose comoun mecanismopara prevenir la liberación de gluC¿
sa.

Ademássc probó el efecto de la insulina sobre la actividad es

pecífica de la glucosa 6-fosfatasa y fosfotrasferasa y el efecto de

la insulina y puromicina sobre la primera. A ese respecto se esper

cula con la teoría de que las hormonas actúan comoinductores o rc

presores en términos bacterianos.

f/Mi,
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