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ABREVIATURAS

EGTA Acido N,N,N',N'-tetraacético etilen

glicol-bis(p-aminoetil éter).

min. minutos.

arg arginina.

S8BFD suero de bovino fetal dializado.
INS insulina.

U unidades.

TH3 timidina tritiada.

HC hidrocortisona.

FCE factor de crecimiento epidérmico.
CPM cuentas por minuto.

cél/g células por gramo.

cél/caja células por caja.

rpm revoluciones por minuto.



RESUMEN

Los modelos biolééicos in vitro son caracterizados ﬁara
estudiar en profundidad las bases celulares y moleculares de la
carcinogénesis, culﬁivos celulares de piel, traquea, pulmén e
higado se han utilizado para este propésito, siendo los Gltimos
de gran interés por su capacidad de metabolizar carcinégenos
quimicos. Una caracteristica muy importante requerida en los
modelos usados en estudios de carcinogénesis quimica, es que
las células presenten actividad proliferativa, la cual es
necesaria para que cuando se produzca dafio genético este
permanezca Yy se originen células transformadas. Tomande en
cuenta esto y que 1osuhepatocitos de organismos adultos no se
dividen in vitro, los hepatocitos en estadios fetales son el
modelo de preferencia por su capacidad de dividirse
activamente. La caracterizacién de estos cultivos primarios
proliferativos y su uso como modelo de carcinogénesis, sera una

herramienta muy efectiva para entender mejor este fenémeno.

En el presente trabajo se muestran resultados del
establecimiento del cultivo primario proliferativo, obtenido de
suspensiones celulares de higados de hamster fetal, usando
colagenasa para disgregar el tejido hépatico, asi como

centrifugacién y medio de cultivo libre de arginina para



seleccionar hepatocitos. Los indéculos utilizados fueron de

1X10%, 6x10%, y 2.5X10° cél/caja.

El rendimiento celular por gramo de tejido fué en promedio
de 41.63)(106, con una viabilidad promedio de 85.63%. Para los
experimentos de proliferacién el medio se suplementd con Factor
de Crecimiento Epidérmico ( FCE ) e Hidrocortisona ( HC ) y fué
medida por conteo directo del nimero de hepatocitos, asi como

determinacién de incorporacién de timidina tritiada ( TH? ).

Se observé actividad proliferativa en 1los cultivos
suplementados con estas hormonas, en domparacién con los
controles. Adicionalmente se observé que tienen una duracién
adecuada para durante este periodo aplicar carcinégenos
quimicos y medir sus efectos. Los resultados indican que la
metodologia implementada para establecer los cultivos primarios
proliferativos de hepatocitos fetales es la adecuada, y que
estos cumplen 1los requisitos para sustentar los cambios

celulares a nivel de biologia celular y molecular.



INTRODUCCION

El estudio de las bases celulares y moleculares de la
carcinogénesis sigue siendo de gran interés para los
investigadores por ser un proceso complejo del cual se origina
una poblacién anormal de células, las cuales son capaces de un
crecimiento excesivo, invasidn y metastasis seqlin sea el grado
de malignidad ( Farber y Sarma, 1987; Lebén, Guerrero Yy

Pellicer, 1988; Pitot, 1990 ).

Se han disefiado modelos biolégicos para estudiar vy
entender el proceso carcinogénico. Los modelos mejor conocidos
son los de la hepatocarcinogénesis en rata y en ratén, en
donde se han estudiado muchas sustancias quimicas cancerigenas
( Hayashi y Carr, 1984; Farber y Sarma, 1987; Lebén, et al,
1988; Pitot, 1990 ). Para entender los procesos bioldgicos
se considera apropiado generar un determinado paso in vivo y
posteriormente analizarlo con profundidad in vitro para
controlar de una manera méds apropiada las variables en este
Gltimo sistema, expresidn de esta estrategia es el incremento
en el uso de cultivos celulares para estudiar 1la
carcinogénesis ( Patsch, Gotto y Patsch, 1986; Farber y Sarma,
1987; Yuspa y Poirier, 1988; Yeoh, Hilliard, Fletcher vy

Douglas, 1990 ).



Los sistemas in vitro utilizan células epiteliales de rata
y/o ratén provenientes de traquea, piel, pulmén e higado, este
Gltimo modelo posee la virtud de metabolizar carcindgenos
quimicos cualitativamente de forma similar a 1la actividad
metabbélica in vivo ( Williams, 1980; Hayashi y Carr, 1984;
Yuspa y Poirier, 1988 ). El higado ofrece caracteristicas
Gnicas para el estudio de funcioﬁes celulares especificas,
entre las que se encuentran: una masa diferenciada de células
capaces de realizar una variedad de procesos quimicos y que
pueden llevar a cabo regeneracidn sincrénica en respuesta a una
hepatectomia parcial de dos tercios del érgano ( Hayashi y
Carr, 1984). De tal forma gque el objetivo de varios
investigadores desde hace tiempo ha sido el establecimiento de
cultivos de células hep&ticas, logrando en un principio
obtenerlos como explantes de tejido por cortos periodos

( Hillis y Bang, 1959; Rose, Kumegawa y Cattoni, 1968 ).

Se ha observado que es dificil mantener cultivos primarios
de hepatocitos de animales adultos los cuales presentan una
capacidad proliferativa muy baja ( Leffert y Paul, 1972;
Hayashi y Carr, 1984; Paul y Piasecki, 1984; Hoffmann, Piasecki
y Paul, 1989; ). Es importante que los hepatocitos en cultivo
retengan las caracteristicas funcionales que se observan in
vivo ya que pueden ser de gran valor en estudios sobre
regulacién, diferenciacién, enfermedades hepaticas,

carcinogénesis y metabolismo, asi como destoxificacidén de



drogas ( Namba, et al, 1978 ), por tal motivo se han buscado

técnicas para aislarlos sin dafiarlos.

La sistematizacién de la metodologia para establecer el
cultivo primario de hepatocitos se ha desarrollado por varios
afios tanto para células de rata adulta como para células de
rata fetal. En 1960 Berry y Friend describen la técnica de
perfusién de higado de rata adulta por medio de la vena porta
con enzimas proteoliticas para disgregar las células del tejido
y posteriormente cultivarlas. Usando esta técnica con organis-
mos adultos se han realizado investigaciones buscando favorecer
que se preserve la morfologia, aumente la vida media y se
reproduzcan los hepatocitos en dichos cultivos celulares.
Dentro de estos estudios se destacan el efecto de hormonas
especificas, factores relacionados con plaquetas y medios de
cultivo gquimicamente definidos ( Laishes y Williams, 1976;
Laishes y Williams, 1976(a); Williams, 1977; Leffert, Koch y

Skelly, 1984; Paul y Piasecki, 1984; Hoffmann, et al, 1989 ).

En los cultivos primarios de hepatocitos de rata adulta
se han realizado pruebas de toxicidad, se han detectado
carcindégenos quimicos midiendo la sintesis no programada de ADN
en algunos casos, Yy en otros los niveles de citocromo P450
( Williams, 1977(a), 1980; Maslansky y Williams, 1981; McQueen,
Maslansky, Crescenzi y Williams, 1981; Williams, Laspia vy

Dunkel, 1982; Mendoza-Figueroa, 1984; ). Se ha observado



estimulacién e inhibicién del crecimiento celular en respuesta
a factores de crecimiento presentes en plagquetas de suero de
rata, factor de necrosis tumoral, factor beta de crecimiento
transformante e interleucina 6 ( Paul y Piasecki, 1984; Sato
y Yamazaki, 1992), por otro lado, se ha determinado 1la
actividad de enzimas y del citocromo P450, asi como el efecto
de ‘amino&cidos sobre la degradacién de ARN ( Legrand y
Bensadoun, 1991; Singh y Veltri, 1991; Balavoine, Rogier,
Feldmann y Lardeux, 1992 ).

Por otro f;do, los cultivos primarios de hepatocitos
fetales son mejores debido a que presentan proliferacién
celular ( Hoffmann, et al, 1989 ). En higados fetales de
rata, Leffert y Paul en 1972 obtienen cultivos primarios
disgregando el tejido con colagenasa, purificando 1los
hepatocitos por centrifugacién y selecciondndolos en cultivo
con medio libre de arginina. Asi en estos cultivos, se han
estudiado los efectos de suero de bovino fetal dializado, de
fracciones especificas de este suero, de las interacciones de
factores del suero y medio condicionado, asi como el efecto de
hormonas especificas y medios de cultivo quimicamente definidos
( Leffert y Paul, 1973; Koch y Leffert, 1974; Lefert,
1974; Leffert, 1974(a); Leffert, et al, 1984; Hoffmann,

et al, 1989 ).



En este modelo se ha observado el efecto inhibitorio sobre
el crecimiento celular por lipoproteinas de muy baja densidad
y etanol ( Leffert y Weinstein, 1976; Henderson, Baskin,
Horbach, Porter y Schenker, 1989; ). Hay estudios sobre la
biosintesis de diversos tipos de moléculas, el efecto de
hormonas, ‘tipo de sustrato, y proteinas ( Leffert y Paul,
1972; Leffert y Sell, 1974; Lorenzo, Roncero y Benito, 1986;
Roncero, Lorenzo, Fabregat y Benito, 1989; Iturralde, Alava,
Gonzélez, Anel y Pifieiro, 1991). También se ha medido en estos
sistemas in vitro el control de 1la transcripcién bajo
condiciones de cultivo quimicamente definido ( Hoffmann y
Paul, 1990; Todnjes, Xanthopoulos, Darnell y Paul, 1992 ). Por
Gltimo, se reporta transformacién in vitro de células
hepédticas fetales con un carcindgeno quimico ( Yeoh, et al,

1990 ).

Otras especies animales como el hamster ofrecen ventajas
que pueden ser utilizadas en los modelos in vitro ( Namba,
Hyodo y Kimoto, 1978; Williams, 1980 ), como un cariotipo
celular estable ( Namba, et al, 1978 ) y una mayor
susceptibilidad hepatica a carcindégenos ( Hall, Brésil, Serres,
Martel-Planche, Wild y Montesano, 1990 ). No se han reportado
trabajos en los que se utilice como modelo de carcinogénesis el
cultivo primario de hepatocitos de hamster, y tampoco estudios

usando hepatocitos de hamster fetal.



Tomando en cuenta las caracteristicas favorables de las
células hepdticas de hamster y, que los cultivos primarios de
hepatocitos, representan un sistema homogéneo que proveen una
correcta comparacién con las propiedades de estas células in
vivo ( Singh y Veltri, 1991 ), en este trabajo se plantea
establecer el cultivo primario de hepatocitos de hamster fetal
para posteriormente ser utilizado como modelo en el estudio de

la carcinogénesis.



OBJETIVO

Establecer el cultivo primario de hepatocitos de hamster
fetal para ser utilizado como modelo en el estudio de 1la

carcinogénesis.

Para cubrir el objetivo se plantearon las siguientes

metas:

1.— Caracterizar y encontrar las condiciones 6ptimas para

obtener suspensiones celulares de hepatocitos fetales.

Parédmetros a medir:

a) Rendimiento celular por gramo de tejido.

b) Viabilidad.

2.- Definir las condiciones 6ptimas para obtener cultivos

proliferativos.

Parametro a medir:

a) Densidad poblacional.



MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE LA SUSPENSION CELULAR

Se obtuvieron los fetos de hamster de 15-17 dias de
gestacién, y se colocaron en un recipiente cubierto con gasas

estériles.

En condiciones de esterilidad, se pes6é un vaso de
precipitados con TD salino ( pH= 7.4-7.5 ), se resecaron los
higados con la ayuda de pinzas de relojero, se colocaron en la
solucién de TD salino y en seguida se pesaron por diferencia.
Posteriormente se pasaron a una solucién de EGTA 0.5 mM en una
relacién de 20% P/Vv en un matraz E.M. de 125 ml, y se
incubaron por 15 min. a 37° C en agitacién. En seguida se
colocaron en una solucién de colagenasa tipo IV 0.05%, en una
relacidén de 20% p/v, se -incubaron por 8 min. a 37° C en
agitacién, se resuspendié 10 veces con pipeta y se volvid a

incubar por 7 min. a 37° C en agitacién.

Se pasd la suspensién a un tubo cdénico a través de un
organdi, se llevé a 35 ml con TD salino y se centrifugé a 500

rpm por 5 min., se lavé y se volvié a centrifugar en dos



ocasiones mis. Se resuspendid la pastilla en medio suplementado
con 20 uM de Arginina ( arg ), 10%¥ de suero de bovino
fetal dializado ( BBFD ), mds 15 U de insulina ( INSB )
( modificado de: Leffert, Koch, y Skelly, 1984; Lorenzo,

Roncero, y Benito, 1986 ).

DETERMINACION DEL RENDIKIENTO CELULAR

Se determindé el rendimiento celular por conteo usando el

hemocitémetro de la siguiente manera:

Se pusieron 0.2 ml de la suspensién celular mids 0.8 ml de
medio de cultivo en un tubo de ensayo, se homogenizé la mezcla
y se transfiridé con una pipeta Pasteur al hemocitdmetro. Se
contaron los hepatocitos que se observaron en los cuadros de
las cuatro esquinas. Se obtuvo el promedio, se multiplicdé por
104 y por el factor de dilucidén ( F.D.= 5 ) para saber el
namero celular por ml de suspensidn. Para obtener el No.
celular por gramo de tejido se multiplicd el No. de células/ml

por el volimen total de la suspensidn.



DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Se determiné la viabilidad celular por medio de 1la

exclusidén de azul de tripdn de la siguiente manera:

Se pusieron 0.2 ml de la suspensién celular en un tubo de
ensayo, se agregaron 0.3 ml de medio de cultivo y 0.5 ml de
azul de tripén al 0.5%, se homogenizé la mezcla y se transfirid
con una pipeta Pasteur al hemocitémetro. Se contaron 1los
hepatocitos que no estaban tefiidos, observados en los cuadros
de las cuatro esquinas. Se obtuvo el promedio, se multiplicé
por el factor de dilucién y por 10%, el resultado se dividié
entre el nimero de hepatocitos totales por ml y, por Gltimo se
multiplicé por 100 para saber el porcentaje de células viables

por ml de suspensién.

DETERMINACION DE LA ADHESION CELULAR

Para determinar el tiempo minimo que necesita el mayor
nimero de células para adherirse al sustrato, se sembraron
1.0X10°% células/ml en cajas de plastico de 35 mm ( COSTAR ),

1 ml por caja, se usé medio F12 libre de arg ( GIBCO ),
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suplementado con 10% de SBFD, 20uM de arg, y 15 U de INS por
cada 100 ml, se incubé a 37°C en atmésfera hGmeda y.5% de CO,
( LAB-LINE INSTRUMENTS, Inc ) después de establecido el
cultivo, se retiré el medio de cultivo en los siguientes
tiempos: 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, y 6 horas, se lavd
en dos ocasiones con TD salino e inmediatamente se incubaron
los hepatocitos con una solucién de tripsina 0.05%/KCl 0.1 M a
37°C de 15 a 20 min. en atmésfera himeda y 5% de CO,, una vez
que estuvieron las células en suspensidén se hizo conteo directo

en el hemocitémetro.

DETERMINACION DEL INOCULO A BEMBRAR

Para determinar el tamafio del inéculo a sembrar se midié
el nGmero de hepatocitos adheridos a las cajas de pléastico de
35 mm, después de tres horas de establecido el cultivo por

medio de conteo en el hemocitémetro.

Los inéculos probados fueron: 0.5x105, 1.0x105, 1.5X10%

Yy, 2.0%X10° cél/caja.

1"



DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

MEDIO F12

Para determinar si los cultivos eran proliferativos se
midieron, el nimero de células adheridas a las cajas de 35mm de
plastico a intervalos especificos por medio de conteo directo
de hepatocitos en el hemocitémetro asi como la incorporacidn
de timidina tritiada ( TH?® ) utilizando un contador de
centelleo liquido ( BECKMAN INSTRUMENTS, Inc. ), empleando la

técnica descrita por Rossberger y Andrae en 1987.

Los grupos experimentales para estos ensayos tuvieron las

siguientes caracteristicas:

CONTROL: Medio F12 ( GIBCO ) suplementado con 15 U de INS
por cada 100 ml ( LILLY ), 20 uM de arg ( SIGMA ), 10% de
8BFD ( BIOCEL ), CaCl, ( MERCK ) en una concentracién

final de 1.8 mM.

HIDROCORTISONA ( HC ): con las mismas caracteristicas que

el control m&s HC ( SIGMA ) 1 ug/ml.



FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO ( FCE ): con las mismas

caracteristicas que el control mas FCE ( SIGMA ) 100 ng/ml.

HC + FCE: con las mismas caracteristicas que el control,

suplementado con HC 1 ug/ml m&s FCE 100 ng/ml.

El tamafio de los inbéculos utilizados fué de 1.0X10%,

2.5%X10%, y 6x10%.

Los datos obtenidos fueron tratados de 1la siguiente
manera: la media de las cuentas por minuto ( CPM ) del grupo
control al dia cero corresponde al 100% y se representa como 1
en el eje de las "Y" en las figuras correspondientes, para ver
el comportamiento del control con respecto al tiempo
( disminucién o aumento de la poblacidén celular ), se dividié
la media del control del dia correspondiente entre la media del
control del dia cero. En el caso de los grupos suplementados
con HC, FCE, y HC+FCE, los resultados se analizaron en relacién
a su grupo control correspondiente para ver incremento o
disminucién respecto a su control, es decir, la media de las
CPM del grupo con HC en el dia 4 se divide entre la media del
grupo control del dia 4, y asi para cada caso; por lo que los
valores sobre el eje de las "Y" representan incrementos o

decrementos del naGmero celular respecto al control.



MEDIO MX-83

También se determiné la proliferacién de hepatocitos
usando un medio. quimicamente definido libre de arginina el
medio MX-83 ( Hoffmann, y cols. 1989 ). Se hizo conteo
celular en el hemocitémetro y se midié la incorporacién de TH>
como ya se mencioné. El nGmero celular del inéculo en estos
experimentos fué de 2.5X10°. Los grupos experimentales

fueron como sigque:

MX-83 CON BUERO : Medio MX-83 suplementado con 10% de
SBFD, 20 uM de arg, 15 U de INS por cada 100 ml de medio, HC 1
pg/ml, y FCE 100 ng/ml. Los resultados se trataron de 1la
siqguiente manera: los datos del dia cero se dividieron entre si
y este resultado se toma como 100%, los datos de los deméas dias
se dividieron entre el valor del dia cero para determinar
aumento o disminucién de la poblacién celular respecto al
tiempo.

MX-83 S8IN BUERO : Medio MX-83 suplementado con 20 uM de
arg, 15 U de INS por cada 100 ml de medio, HC 1 pg/ml, y FCE
100 ng/ml. Los resultados se trataron de la siguiente manera:
Los datos del dia cero se dividieron entre si y este resultado
se toma como 100%, los datos de los demds dias se dividieron
entre el valor del dia cero para determinar aumento o

disminucién de la poblacidén celular respecto al tiempo.

14



RESULTADOS

RENDIMIENTO Y VIABILIDAD

Los resultados de la caracterizacién de la metodologia
para obtener suspensiones celulares de hepatocitos fetales
utilizando digestidén con colagenasa tipo IV para disgregar el
tejido, y accién mecanica resuspendiendo con pipeta para
minimizar la agregacién celular, asi como centrifugacién para
separar los hepatocitos de los otros tipos celulares que se
encuentran en el tejido hepatico, se muestran en la tabla 1, en
la cual se reportan, por conteo directo de células en el
hemocitémetro, el rango y la media de 24 determinaciones. Se
puede observar que se logrd un rendimiento entre 12.5%X10°% cél/g
y 68X10° cél/g, con un promedio de 41.63X10° cél/g de tejido

hepatico y una viabilidad entre 62.96% y 100%.

15



CARACTERISTICAS DE LA SUSPENSION DE
HEPATOCITOS FETALES 24 DETERMINACIONES

CARACTERISTICAS RANGO X
N2 FETOS/CAMADA 7-18 13.25
g HIGADO/CAMADA 0.8-2.2 1.37
g HIGADO/FETO 0.057-0.188 0.107
1X10% CEL/g HIGADO 12.5-68 41.63
$ DE VIABILIDAD 62.96~-100 85.63

TABLA 1. Obtencién de hepatocitos fetales, por medio de colagenasa
tipo IV en una concentracién de 0.05X. Se determind el rendimiento
por conteo directo en el hemocitémetro y la viabilided por la

exclusidn de azul de tripano y conteo directo en el hemocitémetro.

16



DETERMINACION DE LA ADHESION CELULAR

Para determinar el tiempo minimo en el cual se adheria el
mayor nﬁﬁero de células, se llevaron a cabo experimentos por
cuadruplicado, en los que se determindé la adhesién celular a
las cajas de 35 mm de plastico, por medio de conteo en el

hemocitémetro a diferentes tiempos.

Los resultados de estos ensayos se expresan en porcentaje
en la figqura 1, en la cual se puede ver que una hora después
de haber establecido el cultivo, el porcentaje de adhesién es
menor de 20% y este va aumentando de manera proporcional en
relacién al tiempo hasta estabilizarse a las 3 horas con un

porcentaje de 45.6%

DETERMINACION DEL TAMANO DEL INOCULO A SEMBRAR

Para saber el No. de células a sembrar por caja de cultivo
de 35 mm, se utilizaron cuatro indéculos, 0.5x105, 1x105, 1.5X%108
y 2.0X10° cél/caja. Tres horas después de establecido el
cultivo se desprendieron los hepatocitos, y se contaron en el

hemocitémetro.
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FIGRA 1. Determinacién del tiempo de adhesidén. Las células se
cultivaron por tiempos variables hasta un mdximo de 6 hr en medio F12
libre de arginina suplementado con 10% de SFBD, 15 U de INS/100ml de
medio, y se utilizaron cajas de pléstico de 35 mm. Las células se
desprendieron con una solucién de tripeina 0.05%/KCL 0.1M, incubando a
37°C en atmésfera humeda y 5% de €0, por 15-20' y se contaron por medio
del hemocitémetro.
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En la figura 2 se muestran los resultados de estas
determinaciones, y se puede observar que conforme aumenta el
tamafio del inb6culo, aumenta también el porcentaje de células
presentes en los cultivos, de una manera directamente
proporcional, hasta el indéculo de 1.5x10% células/caja en el

que se obtuvo 55% de células adheridas.

DETERMINACION DE PROLIFERACION

INOCULO DE 1x10° CEL/CAJA

Como se puede ocbservar en la figura 3 en los cultivos que
no fueron suplementados con HC y FCE el crecimiento tiende a
declinar conforme transcurre el tiempo, mientras que en los
cultivos suplementados con FCE, y con HC mas FCE, se observa un
claro efecto proliferativo y este se hace mds evidente a partir
de las 60 horas de cultivo. Por tltimo, en aquellos grupos
suplementados UGnicamente con HC no se observa proliferacién,

més bién los cultivos tienden a mantenerse estables.
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FIGRA 2. Determinacidn del tamafo del indculo Sptimo. Para los
cultivos se utilizé medio F12 Llibre de arginina suplementado con 10X de
SBFD, 15 U de INS por cada 100 ml de medio y 20 uM de arg. 3 horas
después las células se desprendieron de la caja como se indica en
material y métodos, haciéndose una mezcla de las células desprendidas

para cada indculo, y se determiné el porcentaje celular.
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FIGURA 3. Determinacidn de la proliferacidén de los hepatocitos con
inbculo de 1)(106 cél/caja. Se utilizé medio F12 libre de arginina,
suplementado como se indica en material y métodos. En los tiempos
indicados se desprendieron las células y se realizé conteo en el
hemocitémetro. Estos experimentos se realizaron por triplicado.
Los grupos experimentales fueron los siguientes: control (B ),
FCE (B ), HC (D), FCEmds HC (8 ). EL nimero uno en el eje de
Las "Y" al tiempo cero del control, representa el 100X y el resto de los

valores en el mismo eje representan incrementos sobre esta cantidad.
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INOCULO DE 6X10% CEL/CAJA

En 1989 Hoffmann y cols. reportaron proliferacién de
hepatocitos fetales de rata por efecto de FCE, HC e INS,
trabajando con inéculos pequefios y medio quimicamente definido
elaborado por ellos y en ausencia de suero fetal dializado.
Para ver si el efecto proliferativo observado con este inéculo
pequefio era reproducible bajo las condiciones en las que se
establecié el cultivo con un inéculo de 1X10° cél/caja, se

realizaron experimentos con un inéculo de 6X10% cél/caja.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la
figura 4. En los cultivos suplementados con FCE hay efecto
proliferativo siendo m&s claro en el dia 4 y en el dia 10
respecto a los grupos control. Los cultivos suplementados con
FCE mds HC no muestran de manera evidente el efecto
proliferativo, y los grupos experimentales suplementados con
HC, asi como 1los grupos control, no presentan actividad

proliferativa.
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FIGURA & Determinacién de la proliferacién de los hepatocitos
utilizando indculo de 6)(10“ cél/caja. Se utilizé medio F12 libre de
arginina, suplementado como se indica en material y métodos. En los
tiempos indicados se realizé conteo en el hemocitdémetro por triplicado
( ver el texto ). Los grupos experimentales fueron los siguientes:
control (@), FCE(B ), HC(DO), FCEmés HC (@ ). EL nimero uno
en el eje de las "Y" al tiempo cero del control, representa el 100X y
el resto de los valores sobre el mismo eje representan incrementos sobre

esa cantidad.




INOCULO DE 2.5x10> CEL/CAJA

Después de realizar los experimentos de proliferacidén con
inéculos grandes y con inéculos pequefios, se efectuaron ensayos
con un inéculo intermedio de 2.5X10° cél/caja, para ver si se
reproducia el efecto proliferativo observado con 1X10°

cél/caja.

Como se puede observar en la figura 5, los grupos
experimentales suplementados con FCE, o con FCE mas HC,
presentan un claro efecto proliferativo y este se hace méas
evidente a partir de los dias 10 y 16, mientras que los grupos
experimentales suplementados con HC asi como los grupos control
no presentan actividad proliferativa, ni se observa gque se

mantengan estables.

Para corroborar el efecto proliferativo de los factores de
crecimiento sobre 1los hepatocitos fetales, se realizaron
determinaciones de incorporacién de TH3, a la par de 1los

conteos celulares en el hemocitdémetro.

Los resultados de estos experimentos ( figura 6 )
indican que los.grupos experimentales suplementados con FCE
presentan un alto porcentaje de incorporacién de TH® respecto

a los grupos control, un resultado similar se observa en
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FIGURA 5. Determinacidn de la proliferacién de los hepatocitos
espleando un indculo de 2.5X10° cél/caja. Se utilizé medio F12 Libre
de arginina, suplementado como se indica en el texto. En los tiempos
establecidos se realizé conteo celular por triplicado ( ver material y
métodos ). Control (M), FCE (B ), HC (B ), FCE mds HC ( B ).
EL nimero uno en el eje de las "Y" al tiempo cero del control,
representa el 100X y el resto de los valores en el mismo eje representan

incrementos sobre esa cantidad.
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FIGRA 6. Determinacidén de la incorporacidén de Tll! en cultivos de
hepatocitos utilizando un indculo de 2.5111()‘j cél/caja. En los tiempos
indicados se determind la incorporacidn de Til3, como se describié en
material y métodos, utilizando un contador de centelleo |fquido.
Los experimentos se realizaron por triplicado. Control ( B ),
FCE (8 ), HC (B ), FCEmés HC ( B ). EL nimero uno en el eje de
las "Y" al tiempo cero del control, representa el 100X y el resto de los

valores en el mismo eje representan incrementos sobre esa cantidad.



aquellos cultivos suplementados con FCE m&s HC, mientras que
los grupos experimentales en los que solo estuvo presente HC la
incorporacién tiende a ser estable respecto a los grupos

control.

MEDIO MX-83

El medio MX-83 favorece la replicacién de hepatocitos de
rata fetal en ausencia de suero de bovino fetal dializado
cuando se adiciona con FCE, 1INS, e HC ( Hoffmann y cols.,
1989 ). Para ver si el efecto proliferativo observado con
medio F12 se reproducia con medio MX-83 en presencia y/o
ausencia de suero fetal dializado se realizaron ensayos
trabajando con dos grupos experimentales suplementados ambos

con FCE mas HC e INS.

Los resultados del conteo celular en el hemocitdémetro de
estos experimentos, se muestran en la figura 7. Como se puede
observar, en los cultivos suplementados con SBFD se aprecia
cierto aumento en el porcentaje celular respecto a los cultivos
sin SBFD, en los cuales hay una tendencia a mantenerse
estables. Por otro lado, los resultados de las determinaciones

de 1la incorporacién de TH? se expresan en porcentaje de
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FIGURA 7. Anélisis comparativo de la proliferacion de los
hepatocitos en presencia y ausencia de suero en medio selectivo MX-83.
ElL medio se suplementé con FCE mds HC, INS, y arginina, en las
concentraciones que se reportan en el texto. En los tiempos
establecidos se realizé conteo celular por triplicado en los
cultivos, como se indica en material y métodos. Medio sin suero

B ), medio con suero ( B ). 2.5)(!05 cél/caja. EL nimero uno en el
eje de las "Y" al tiempo cero del medio sin suero, representa el 100%
y el resto de los valores en el mismo eje representan incrementos sobre

esa cantidad.
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FIGRA 8. Determinacién de la incorporacién de !Hs en cultivo de
hepatocitos, en medio MX-B3 en presencia o ausencia de suero. Los
experimentos se realizaron por triplicado. En los tiempos especificados
se midié la incorporacidn de ||.|3, como se indica en material y métodos.
El indculo fué de 2.5!105 cél/caja. Medio sin suero ( B ), medio con
suero ( B ). El nimero uno en el eje de las "Y" al tiempo cero del
medio sin suero, representa el 100X y el resto de los valores en el

mismo eje representan incrementos sobre ese valor.




incorporacién de TH? en la figura 8 y se puede observar que la
incorporacién de TH? tiende a decrecer conforme avanza el
tiempo de experimentacién tanto en aquellos cultivos
suplementados con suero, como en agquellos cultivos que no

estuvieron suplementados con suero.

DISCUBION

Coﬁ la metodologia descrita en este trabajo para obtener
suspensiones celulares de hepatocitos de hamster fetal se
encontrd que el rendimiento celular por gramo de higado
( tabla 1 ) esta dentro de lo reportado en la
literatura ( Leffert, et al, 1984 ), e inclusive el
rendimiento promedio de 41.63X10° cél/g supera el rendimiento
reportado por otros autores ( Lorenzo y cols., 1986;
Roncero y cols., 1989 ). En cuanto a la viabilidad obtenida,
esta supera lo reportado por 1los autores ya mencionados
( Leffert y cols., 1984; Lorenzo y cols., 1986; y Roncero y
cols., 1989 ) por lo que se puéde decir que en relacién a estos
dos criterios, esta metodologia es adecuada para obtener la

suspensidén celular de hepatocitos fetales.



Varios autores reportan que después de dos horas de
cultivo retiran el medio para eliminar las células .que no se
adhirieron al sustrato, pero no mencionan el porcentaje de
células adheridas ( Balavoine, et al, 1992; Hoffmann y Paul,
1990; Leffert y Paul, 1972; ). En este trabajo se determiné el
tiempo 6ptimo de adhesién ( figura 1 ), es decir, el tiempo
minimo en el que se adhiere el mayor nGmero de células al
sustrato, el cual se encontrd entre 3-4 horas de establecido el
cultivo, y esta adhesién fué de 45.6%, se puede decir que
estos resultados son una contribucién para el posterior

establecimiento de cultivos celulares.

Como el establecimiento de este cuitivc primario es parte
de un proyecto mAs ambicioso, en el cual el cultivo se
utilizard como modelo en el estudio de carcinogénesis quimica,
es muy importante que haya un nGmero celular grande para tener
un nGmero adecuado de células en fase S y asi tener las maximas
probabilidades de afectar el ADN, por tal motivo se
determinaron varios inéculos a sembrar ( figura 2 ), observando
que con 1X10%° células se puede medir claramente el efecto
proliferativo inducido por 1los factores de crecimiento

( FCE, HC ), figura 3.

Por otro lado, aungue con inéculos grandes se observa
proliferacién, es importante que al darse ésta, las células

tengan condiciones suficientes para dividirse el mayor niGmero
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de veces posible para que durante estas divisiones se pueda
producir dafio genético y este permanezca en las células. Es
importante no saturar el cultivo con una gran densidad
poblacional en donde se presente el fenémeno de inhibicién por
contacto y 1la falta de nutrimentos. Debido a esto, se
realizaron experimentos para determinar la proliferacién de
hepatocitos fetales utilizando inéculos de 6x10% y de 2.5x10°

cél/caja.

En los cultivos con 6X10% células se observa gierto efecto
proliferativo solo con FCE y no con FCE mAs HC ( figura 4 ).
En los cultivos con una densidad poblacional
intermedia ( 2.5X10° células ) suplementados con FCE mas HC
Y en aquellos suplementados solo con FCE se puede observar
un claro efecto proliferativo ( figuras 5 y 6 ), podria
pensarse gque bajo estas condiciones la densidad celular en el
cultivo, tiene un papel importante en la proliferacién ya que

esta no se observa con 6X10% células por caja.

Los intentos por favorecer la proliferacién de los
hepatocitos fetales utilizando el medio MX-83 quimicamente
definido ( figuras 7 y 8 ), no concuerdan con los resultados
obtenidos por Hoffmann y cols. en 1989. Tal vez esto se deba
a que se utilizé una densidad poblacional mas grande ( 2.5X10°
cél/caja ) y esto haya afectado el crecimiento celular, o bien,

que al elaborar el medio de cultivo se haya hecho de tal forma
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que las condiciones no fueran las mismas o que alguno de los
-componentes del mismo se hubiese inactivado, y que por esas u
otras razones no se pudiera reproducir el efecto proliferativol
con este medio. Por otro lado, habria que corroborar si el
medio MX-83 elaborado en el laboratorio favorece 1la

proliferacidén de hepatocitos fetales con inéculos mas pequefios.

CONCLUSIONES

° De los resultados de rendimiento y viabilidad, se puede
concluir que la metodologia utilizada para obtener suspensiones
celulares de hepatocitos fetales, es adecuada para el
establecimiento de cultivos primarios de hepatocitos de hamster

fetal.

& El tiempo de 3 y 4 horas de adhesién determinado, en
cajas de plastico de 35 mm, es el S6ptimo para que se adhiera el

mayor nimero de células al sustrato.

° Los hepatocitos de hamster fetal en cultivo primario son
proliferativos en el medio de cultivo F12 libre de arginina,

con densidades poblacionales de 1X106__y 2.5X10%, y con 1la



adicién de HC y FCE.

° No se observa un claro crecimiento de los hepatocitos de
hamster fetal con densidad poblacional de 6X10% cél/caja con
medio F12 suplementado con FCE més HC. Aungque, se observa
cierto efecto proliferaj:ivo en las cajas que Gnicamente se

suplementaron con FCE.

. No se observa crecimiento de los hepatocitos en el medio
de cultivo quimicamente definido MX-83, y a una densidad de
2.5X10° cél/caja con FCE m&s HC, con o sin suero de bovino

fetal dializado.

. Se alcanzarbn las metas de la caracterizacidén de los
cultivos primarios de hepatogitos fetales. Los resultados
obtenidos indican que bajo las-édndiciones descritas se tiene
un cultivo primario de hepatocitos proliferativo, que puede ser

(=]
utilizado para estudios de carcinogénesis quimica.

° Los cultivos primarios establecidos en este trabajo ya
han sido utilizados para estudiar la iniciacién inducida por
carcinégenos quimicos ( Marché C., A. comunicacién personal ),
con lo que se concluye que estos cultivos primarios de
hepatocitos de hamster fetal pueden ser utilizados para

estudios de carcinogénesis.
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